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VyutZitie prirodzenej 'udskej DNA variacie na studium vyvinovych postihnuti ako aj
funkcie mozgu
Gecz J.

Faculty of Health and Medical Sciences, Adelaide Medical School, The University of Adelaide

Vyvinové poruchy mozgu su ako skupina ochoreni velmi ¢asté, ovplyviiujuce aZz 1 z 8 deti. Geneticka
architektura tychto ochoreni je taktiez komplikovana, geneticky ako aj molekuldrne, a ako nas veda za
poslednych 30 rokov naucila. Momentalne je zndme, Ze az 1 zo 6 (15%) znamych protein-kédujucich génov
zodpoveda, cez zmenu DNA, za vzniktychto typov ochoreni. Vyskum mojho laboratéria ako aj
spolupracovnikov v Australii a po svete identifikoval asi 350 takychto génov. Medzi nimi su gény zodpovedné
za nesyndrémové mentdlne postihnutie (AFF2), epilepsie (ARX, IQSEC2, PCDH19, TBC1D24, GOSR2), autizmus
(ZMYND11), ¢i za detski mozgovu obrnu (DMO ci CP, cerebral palsy’; CTNNB1, atd.), identifikované
v poslednych 10 rokoch. DMO je klinicky termin pouzivany na opis spektra poruch pohybu a drzania tela,
ktoré su definované ako vysledok neprogresivnych poruch (‘drazov’) vyvinu mozgu plodu ci novorodenca.
Priblizne 1 z 500 jedincov alebo viac ako 17 miliénov jedincov na celom svete Zije s DMO.

V tejto predndske sa sustredim na nds priekopnicky vyskum genetického pévodu DMO, a to na pozadi
nasich Uspechov v identifikacii génov zodpovednych za mentdlne postihnutie, epilepsie, ci autizmus. Nas
vyskum ukazuje, Ze az 1 z 3-4 neselektovanych pripadov DMO m4é geneticky povod. Historicky bola DMO
spojend s réznymi rizikovymi faktormi, ako je predcasny poérod, viacndsobné tehotenstvo, poruchy
vnutromaternicového rastu (IUGR), infekcia matky alebo perinatdlna asfyxia. Ako sme zistili, tieto ‘rizikové
faktory’, nie su vidy pévodom DMO, ale viac menej désledkom vyvinovej genetickej poruchy. Prediskutujem
zopar prikladov génov a DNA variantov (THOC2, PCDH19, KDM5C), v ktorych sme Studovali molekuldrne
a celuldrne mechanizmy do viaciej hibky a pomocou réznych modelov.

Pochopenie Specifickej a hlavne geneticke] etioldgie a mechanizmov DMO ako aj inych vyvinovych
ochoreni mozgu je nevyhnutné na cielené zlepSenie zdravia a koniec koncov aj liecbu tychto jedincov. Vcasné
genetické testovanie a precizna terapia na zaklade genetiky a genomiky jedincov s tymito ochoreniami je
prilezitost, ktord si nesmiete nechat ujst.

Studium vzacnych nemoci; historicky odkaz pro soucasnost a budoucnost
Kmoch S.

Laborator pro studium vzdcnych nemoci, Klinika pediatrie a dédicnych metabolickych poruch, 1. LF UK,
Praha

Uvod:

Studium vzacnych nemoci je nezastupitelnym zdrojem novych poznatkd v biologii, fyziologii a
patofyziologii ¢lovéka a biomediciné.

Metody:

V uplynulych 35 letech jsme vybudovali komplexni diagnosticko-vyzkumnou platformu pro studium
neobjasnénych pfipadli vzacnych nemoci v Sirokém spektru klinickych oboru. Pro potfeby genetické analyzy
studovanych ptipad(l a nasledné funkéni charakterizace genetickych variant, gend a genovych produktl
naseho zdjmu vyuZivame kombinace multi-omics technologii a cileného studia télnich tekutin, tkani a
vhodnych modelli nemoci. Pfipady s negativnimi vysledky podrobujeme opakovanym analyzam dostupnych



dat a novym metodologiim molekularné-genetickych vysetfeni. Ziskané poznatky korelujeme s klinickym
projevem s cilem objasnit principy a mechanismy vzniku, pribéhu a mozného ovlivnéni nemoci.

Vysledky:

Doposud jsme zkoumali >1000 pripad( déti s neurovyvojovymi poruchami, poruchami ristu,
metabolickymi poruchami a kardiomyopatiemi s diagnostickou vytéznosti 35 %, véetné identifikace >20
novych kauzalnich gen( a kandidatnich variant v dalSich 15 % pfipad(. V pripadech hereditarnich nefropatii
jsme urcili genetickou ptic¢inu u >800 rodin s diagnostickou vytéznosti 35 %, vcetné identifikace >10 novych
kauzalnich gent a kandidatnich variant v dalsich 27 % pfipad(. Ve >750 pfipadech familiarnich kardiomyopatii
byla diagnostickd vytéznost 40 % s identifikaci kandidatnich variant v dalSich 21% pfipadQ. S podobnymi
vysledky jsou studovany pfipady hereditdrnich onemocnéni oka a neurologickych onemocnéni s pozdnim
nastupem. Genetické varianty zdravych nepfibuznych osob analyzovanych v téchto pfipadech jsou
reportovany v databazi NCMG (https://ncmg.cz/), pripadné v databazi ACGT
(https://www.acgt.cz/databaze/). Ziskané poznatky umoznily zavedeni novych cilenych diagnostickych
postupl, objasnéni patofyziologie téchto nemoci, definici terapeutickych cild a v nékolika pfipadech i
zavedeni nového zpUsobu Iécby (AA amyloidoza). Vyzkum zlepsil pochopeni nékterych bunécnych procesd,
jako jsou napriklad biogeneze a funkce mitochondrii, existence detoxikacni smycky jater a krve, funkce
purinozomu v de novo syntéze purinll a kontrola vezikularniho transportu proteind.

Zaveér:

Pfipady neobjasnénych vzacnych nemoci jsou pfilezitosti a motivaci k dalSimu vyzkumu.
Predpokladem a zarukou Uspésného vyzkumu je systematicka spoluprace lékaru a diagnostickych laboratofi
s vyzkumnou laboratofi naseho typu.



Genomika

Cesky narodni omicky repozitar: Brana ke sdileni genomickych dat v Evropé
Bystry V.

CEITEC Masarykova univerzita, Brno

Sdileni lidskych genomickych dat na celoevropské drovni predstavuje zasadni krok k preciznéjsi
diagnostice, rozvoji novych lé¢ebnych metod a personalizaci zdravotni péce. Prestoze je tento pfistup
védecky velmi atraktivni, jeho praktické zavedeni stale komplikuje legislativni fragmentace, obavy o
bezpecnost citlivych Udaji a technické limity soucasnych systému.

V ramci pfedndsky predstavime aktualni snahy evropskych iniciativ, jako jsou Federated European
Genome-phenome Archive (FEGA), Genomic Data Infrastructure (GDI) a ELIXIR, které aktivné buduji
federovanou infrastrukturu umoznujici bezpecné sdileni a analyzu genomickych dat napfi¢ Evropou. Budeme
diskutovat o inovativnim pfistupu ,data visiting”, tedy analyze genomickych dat pfimo v misté jejich uloZeni,
¢imz se minimalizuji bezpecnostni rizika a respektuje soukromi pacientd.

Hlavnim bodem prednasky bude predstaveni Ceského narodniho omického repozitare, ktery vznika
ve spolupraci s ELIXIR CZ a v rdmci projektu Open Science Il. Tato infrastruktura se stane klicovym ¢eskym
uzlem v ramci evropské sité federovanych genomickych dat. Poskytne vyzkumnikiim jednoduché a bezpecné
prostiedi pro ukladani, sdileni a primdarni analyzu genomickych dat na evropské urovni, véetné integrace do
evropské Beacon sité, kterd umozni efektivni vyhledavani. Budeme diskutovat, jak planovana infrastruktura
usnadni praci producentim dat, umozni klinickym genetikiim pfimé propojeni genomickych dat s klinickymi
repozitari, a jaké prinosy pfinese vyzkumnikim mozZnost realizovat analyzy na reprezentativnich evropskych
datech a predstavime harmonogram vzniku Ceského narodniho omického repozitare.

Véfime, Ze krok k vytvoreni Ceského narodniho omického repozitafe je klicem k bezpeénému
otevreni dvefi do evropského datového prostoru a vyznamnému posileni potencidlu ¢eské Iékarské genetiky
v ramci mezinarodni spoluprdce a je nezbytnym prvnim krokem pro budoucnost zdravotnictvi zaloZzeného na
datech (data-driven healthcare). Proto povaZujeme za mimoradné dllezité tuto planovanou datovou
infrastrukturu predstavit a aktivné diskutovat se zastupci odborné komunity.

Problematika informovaného souhlasu u genomickych dat nejen v onkologii - etické
hledisko

Stario Kozubik K.*? Frankovd V.>%

1 Ustav lékarské genetiky a genomiky, LF MU a FN Brno
2 Ustav humanitnich studii v lékafstvi, 1.LF UK v Praze
3 Klinika pediatrie a dédicnych metabolickych poruch, 1. LF UK a VFN v Praze

Diky cenové dostupnosti se stanoveni sekvence exomu a genomu pomoci masivniho paralelniho
sekvenovani (MPS) stalo soucéasti nejen vyzkumu, ale i diagnostiky. MPS byva nejcastéji indikovano za Géelem
urceni diagndzy pfi podezieni na genetickou pticinu klinickych obtizi, nebo pro zjisténi spektra genetickych
variant u onkologického onemocnéni pro optimalni volbu lécby. Zarodecna geneticka informace se béhem
Zivota neméni a tato data tak lze vyuZit pro dalsi analyzy v pfipadé novych zdravotnich komplikaci s moZznou
dédicnou pricinou. Data od onkologickych pacientl v sobé také skryvaji informace o zarodec¢ném genomu,



zejména ve spojeni s informaci o frekvenci variant, protoZe i nddorovd DNA muiZe obsahovat dédi¢né
genetické varianty. Genomicka data spolu s asociovanymi daty o zdravotnim stavu jedince by proto méla byt
bezpecné uchovavana k dalsi analyze a mozné interpretaci v souladu se stavem védeckého poznani. Zaroven
predstavuji ve spojeni s klinickymi Udaji obrovsky potencidl pro medicinsky pokrok. Genomicka data diky své
povaze spadaji do zvlastni kategorie osobnich udajl: citlivych Gdajd — jsou unikatni pro konkrétniho jedince,
navic se tykaji nejblizsich ptibuznych a predstavuji tak potencial zneuZiti. Je tedy obzvlasté tfeba respektovat
princip autonomie kazdého jedince, tedy umoznit doty¢nému svobodné rozhodovani za sebe sama a své
zdravi ucinéné na zakladé plné informovanosti.

Klicovou roli proto ve sbéru, uloZzeni a nasledném moziném vyuziti genomickych dat hraje
informovany souhlas, prostfednictvim kterého je i autonomie jedince vyjadiena. Stale ovSem existuji otazky,
na které nejsou odpovédi zcela jasné. Mezi né patti: Je tfeba mit novy informovany souhlas pro kazdé dalsi
vyuziti téchto dat? Jak Ize vyuZivat data dle dosud existujicich souhlast s ohledem na jejich mozny pfinos a
zachovani prava na soukromi jednotliveld? Jak by mél vypadat informovany souhlas, ktery by tuto
problematiku komplexné vystihl? N&s prispévek bude reflektovat tyto otazky z etického hlediska a pokusi se
nastinit odpovédi, které by mély byt vyuzitelné nejen v onkologii ale i v jinych oblastech mediciny, ve kterych
genomickd data vznikaji.

Tato prace byla podporena projektem Narodni Ustav pro vyzkum rakoviny (Program EXCELES, ID:
LX22NP05102) — Financovano Evropskou unii, projektem Vyuziti komplexniho genomického testovani — na
cesté k lepsi diagnostice, reg. ¢. CZ2.02.01.01/00/23_020/0008555, Operacni program Jan Amos Komensky
(EFRR) a projektem BBMRI_CZ LM2023033.

Genetika vzacného onemocnéni ledvin fokalni segmentalni glomeruloskleréoza (FSGS) u
dospélé stiredoevropské populace
Thomasovd D."Y, Zelinova M., Libik M.*Y, Geryk 1., Votypka P."Y, Kollégr M. ?, Macek M.

1 Ustav biologie a lékarské genetiky, FN Motol a 2. LF UK, Praha
2 Pracovisté klinické a transplantacni patologie, IKEM, Praha

Uvod: Fokalni segmentalni glomerularni skleréza (FSGS) je klinicky a geneticky heterogenni jednotka,
kterd ovliviiuje glomeruldrni funkci ledvin a manifestuje se proteinurii. Casto dochazi k progresivhimu
zhor$ovani funkce ledvin a pfiblizné u 15% pacientd dochazi k selhdni ledvin. Cast pfipad(i FSGS je monogenni
etiologie. Prevalence genetické FSGS s nastupem v dospélosti je v odborné literatufe povazovana za znacné
podhodnocenou a jeji klinické, genetické a histologické rysy nebyly jasné popsany.

Metodika: Multicentricka studie, kohorta: dospéli pacienti s FSGS potvrzenou biopsii ledviny,
rodinnou anamnézou FSGS nebo sporadickym primarnim FSGS rezistentnim na steroidy.

Metody: celoexomové a celogenomové sekvenovani, bioinformatika, analyza klinickych dat,
reanalyza biopsii podle Columbijské klasifikace.

Vysledky: Soucasny soubor tvofi 225 indexovych pacientd primérného véku 48 let. Analyza DNA
odhalila patogenni varianty v genech spojenych s FSGS u 16 % (n=35) nepfibuznych pacientl, z toho bylo
detekovano 37 % (n=13) novych variant. Nej¢astéjsimi mutacemi byly varianty v Alportovskych genech COL4A
(50 %), v rodinach s FSGS varianty v genu INF2 (8 %) a PAX2 (8 %). U sporadickych FSGS pacient( byly
nejcastéjsi varianty v AR genu NPHS2 (17 %) a identifikovali jsme nejrozsifenéjsi patogenni variantu V290M v
NPHS2 jako ,founder“mutaci pochazejici ze stfedoevropského geografického regionu. Analyzou a korelaci



klinickych a histologickych dat s genotypem jsme zjistili statisticky signifikantni rozdily ve véku, symptomatice
manifestace, cetnosti selhani ledvin a nékterymi histologickymi rysy biopsii ledvin u pacientl rozdélenych dle
genotypu do 3 skupin: s Alportovskymi variantami, s variantami v podocytovych genech a bez genetického
nalezu.

Zavér: Jedna se o prvni rozsahlou studii genetické FSGS s nastupem v dospélosti v ¢eské populaci.
PFindsi nové poznatky o genetickych a klinickych rysech FSGS u dospélych a vysledky zlepsi personalizovanou
|ékarskou péci.

Podpoteno z grantu &. NV19-06-00443 (AZV CR), IPE &. 6980364 (2. LF UK, Praha)

Exomové sekvenovani jako standard molekularni diagnostiky vzacnych onemocnéni:
prehled vySetireni a vybrané kazuistiky

Markéta Wayhelovd, Lenka Dvordkovd, Petra Peldovd, Malgorzata Libik, Zuzana Musovd, Petra
Hedvi¢dkovd, Pavel Votypka, Pavel Tesner, Emilie Vyhndlkovd, Marcela Malikovd, Dana Thomasovd, Milan
Macek Jr.)

Ustav biologie a lékarské genetiky, 2.LF UK a FN Motol

UBLG 2.LF UK a FN Motol je klicovym tuzemskym pracoviitém s éetnou mezinarodni spolupraci na
poli vyzkumu a diagnostiky vzacnych onemocnéni s nastupem v raném détském véku. Vzhledem ke svoji
celosvétové prevalenci predstavuji vzacnd onemocnéni vyznamnou indikaci k vysetieni molekularné
diagnostickymi pfistupy na zdkladé odhadu, Ze zhruba 80 % z nich ma genetickou podstatu. Metody analyzy
genomu zamérené zejména na jeho kddujici oblasti prispivaji k objasnéni molekularni podstaty vzacnych
onemocnéni ve 30-50 %. Prezentujeme nase dlouhodobé zkusenosti s molekuldrné genetickou diagnostikou
vyuZivajici exomové sekvenovani a vybrané kazuistiky vzacnych onemocnéni, které jsme diky tomuto pfistupu
a nasim zkuSenostem dokazali objasnit. DlleZitou ¢innosti naseho pracovisté je rovnéz sdileni vyfesenych
pfipadl a nalez(i vzacnych variant skrze verejné databaze genomickych variant. Pro mnoho pacientl
vySetfenim exomu skoncila dlouholetd diagnostickd odysea a oteviely se nové moZnosti specifické
multidisciplinarni péce. NevyieSené pfipady predstavuji vyznamny prostor pro systematické periodické
reanalyzy dat a vyuZziti Sirokého potencidlu novych technologii sekvenovani dlouhych cteni.

Podporeno projekty NCMG (The National Center for Medical Genomic) LM2018132 a Instituciondlni
podpory FNM 00064203.

Lengyelska kultura - Celoexomova analyza genetickych onemocnéni kostnich
pozistatkii z obdobi 1850-1930
Michalovskd R.™Y, Hruskovd L., Paszekovd H.Y, Kruli$ova V.Y, Mazura 1.?, Smréka V.

1 GHC GENETICS s.r.o., Praha
2 Ustav soudniho Iékar'stvi a toxikologie 1. LF UK a VFN v Praze
3 Ustav dé&jin lékarstvi a cizich jazyki 1. LF UK, Praha

Lengyelska kultura je archeologicka kultura pfelomu neolitu a eneolitu rozsifena na starém sidelnim
Uzemi stfednich a severovychodnich Cech. Tato kultura byla jednou z nejmensich z Evropy. Priimérna vyska
muzl dosahovala 164 cm a u Zen byla pouze 151 cm. Z oblasti Zeng6varkony (Madarsko) bylo studovano



nékolik kosternich pozlstatkll z obdobi 1850 — 1930, kdy nékteré z nich maji predpoklady vrozeného
genetického onemocnéni pohybového aparatu. Napfiklad maly vzrist, brachydaktylii s ulnarni nebo radialni
deviaci prstu, kratké nohy s vyraznou dysplazie kycelniho kloubu. U vybranych kosternich pozlstatkd byla
provedena izolace DNA a analyza pomoci exomového sekvenovani (Whole exome sequencing). Cilem
projektu je cilend analyza a popis moznych genetickych onemocnéni v Lengyelské kulture.

Implementace rychlého celogenomového sekvenovani u novorozenct a déti
hospitalizovanych na JIP v Ceské republice: prvni vysledky z celonarodni studie ,,Baby
Fox"

Slabd K.%%, Pokornd P.**?, Balas¢dkovd M., Svatoriovd T.%%, Honzik T.®), Maly J.1”), Skdlovd S.”, Macek
M., Slaby 0.42)

1 Ustav biologie, LF MU, Brno, CEITEC, Masarykova univerzita, Brno

2 Centrum precizni mediciny, FN Brno

3 Pediatrickad klinika, LF MU a FN Brno

4 Ustav lékarské genetiky a genomiky, LF MU a FN Brno

5 Ustav biologie a lékarské genetiky, 2. LF UK a FN v Motole, Praha

6 Klinika pediatrie a dédicnych metabolickych poruch, 1. LF UK a VFN v Praze
7 Détska klinika, LF UK v Hradci Krdlové a FN Hradec Krdlové

Uvod

Genetickd onemocnéni jsou jednou z hlavnich pficin imrtnosti novorozenctl a détskych pacientl na
jednotkach intenzivni péce (JIP). Rychlé celogenomové sekvenovani (rWGS) ma potencial revolucné zménit
diagnostiku a IéCbu vzacnych onemocnéni, ¢imzZ podporuje rozvoj precizni mediciny v prostredi JIP. Projekt
Baby Fox je prospektivni multicentrickd studie, realizovand na neonatdlnich a pediatrickych JIP ve ¢tyfech
fakultnich nemocnicich v Ceské republice. Studie hodnoti proveditelnost, diagnostickou vytéznost a klinickou
vyuzitelnost rWGS. Zde prezentujeme prvni vysledky ziskané béhem 6 mésicli po zahdjeni studie.

Metodologie

Pacienti s podezienim na monogenni onemocnéni byli zafazeni do studie na zakladé
multidisciplinarni diskuse. Bylo provedeno trio rWGS s fenotypové fizenou analyzou. Byla hodnocena
demografickd data, terminy podle Human Phenotype Ontology (HPO), doba zpracovani rWGS, vysledky
sekvenovani a jejich klinicka vyuZzitelnost (C-GUIDETM).

Vysledky

V obdobi mezi fijnem 2024 a bfeznem 2025 podstoupilo trio rWGS 8 novorozencl (median véku 22
dni [rozmezi 1-90 dni]) a 12 détskych pacientli (median véku 8 let [rozmezi 6 mésicli —17 let]). Median doby
zpracovani a vydani vysledkového protokolu byl 6 dni (rozmezi 3—7 dni), pficemZ na jednoho pacienta
pfipadalo medianové 11 HPO termind (rozmezi 4-23). Varianty vedouci ke stanoveni diagndzy byly
identifikovany u 14 pacientl, véetné jedné nekddujici a jedné strukturni varianty, coZz aktualné odpovida
diagnostické vytéznosti 70 %. U 7 pacientld (47 %) mélo stanoveni diagndzy dopad do nasledné, cozZ
zahrnovalo Upravu medikace, referovani do prislusnych ERN center, pripadné prechod na plnou paliativni
péci.

Zavér



| pfes multicentricky charakter projektu a komplikace s logistikou biologického materidlu nase
predbéina data potvrzuji proveditelnost 7denniho ¢asového ramce a odpovidajici diagnostickou vytéZznost.
To podtrhuje klinickou vyuzZitelnost rWGS u kriticky nemocnych déti.

Studie je podporovana spolecnosti Illumina Inc., ktera poskytla reagencie a bioinformatickd feseni.

Podpotfeno MZ CR - RVO (FNBr, 65269705) a grantem LF MU MUNI/A/1591/2023.

Vysledky exomového sekvenovani u pacientti s poruchami autistického spektra
Sedldckovd L.V, Lassuthovd P.™Y, Safka Brozkovd D.", Havlovicovd M.?

1 Neurogenetickd laborator, Klinika détské neurologie, 2. LF UK a FN v Motole, Praha
2 Ustav biologie a lékarské genetiky, 2. LF UK a FN v Motole, Praha

Uvod

Poruchy autistického spektra (PAS) tvofi heterogenni skupinu neurovyvojovych onemocnéni (NVO),
které jsou charakterizovany narusenim socidlnich interakci, komunikace a stereotypnimi, opakujicimi se
vzorci chovani, zajmu a aktivit. PFi¢iny vzniku PAS jsou komplexni se zastoupenim jak genetickych faktor(, tak
faktor(l vnéjsiho prostfedi a mezi ¢asté komorbidity patfi intelektovd nedostate¢nost a epilepsie. PAS jsou
také soucasti rady chorob se znamou genetickou etiologii s monogenni dédi¢nosti.

Metodika a soubor pacientl

Exomové sekvenovani (ES) bylo provedeno u celkem 37 pacientll s PAS, ktefi jiz byli sekvencné
vysetieni jinymi molekularné genetickymi metodami. Soubor téchto pacientd byl tvofen pacienty s PAS (n =
15), détskym autismem (n = 17) a atypickym autismem (n = 5) s projevy opoZzdéného vyvoje reci (n = 13),
intelektové nedostatecnosti (n = 19) a epilepsie (n = 10). Vyhledavani suspektnich variant bylo zaméreno na
varianty s nizkou populacni frekvenci (méné nez 1 %) v genech asociovanych s PAS, intelektovou
nedostatecni, epilepsii nebo neurologickym onemocnénim podle databazi OMIM a HGMD Professional.

Vysledky

Kauzalni varianty, které pravdépodobné objasnuji pficinu obtizi u pacientl, byly nalezeny u 6
pacientl (16,2 %) v 5 genech. U dvou pacientl byly nalezeny heterozygotni de novo varianty vedouci k
zarazeni predcasného STOP koddnu v genu KMT2C, ktery byl nedavno popsan u pacientl s Kleefstra
syndromem typu 2. Déle byla nalezena heterozygotni de novo varianta v genu MECP2 u pacientky s détskym
autismem, stereotypnimi pohyby rukou, mirnou facidlni stigmatizaci a epilepsii od 2,5 let véku. U dalSiho
pacienta byla nalezena v homozygotnim stavu varianta v genu NHLRC2, kterd jiz byla opakované popsana
jako pricina FINCA syndromu s AR dédic¢nosti. U pacienta s détskym autismem a epilepsii od 8 let véku byla
nalezena heterozygotni de novo varianta v genu SETD2, ktery je spojovan s vyvojovymi poruchami intelektu.

Zavér

Tento pfispévek predstavuje vysledky ES pouze na malém souboru pacient(l z nasi NGL laboratore.
UBLG ma dlouhodobou zkudenost s vy$etfovanim pacientd s PAS, kdy vytéZnost provedenych vysetfeni
nebyla dosud velkd, zejména diky tehdy dostupnym metodam. Ale i pfesto se u ¢asti pacientl podarilo odhalit
zajimavé varianty, vétSinou de novo vzniklé, prostfednictvim panelového testovani. V soucasné dobé, se
zavedenim ES do vysettovaciho panelu pro pacienty s PAS, se naskytd moZnost objasnit etiologii postiZzeni u



dalsi ¢asti z nich. Ve vétsiné pripadl PAS se velmi pravdépodobné jednd o multifaktorialné podminénou
poruchu, na jejiz etiologii se ¢asto podili kumulativni efekt variant s malym fenotypovym ucinkem, které
mohou byt také zdédéné od jednoho z rodi¢ll, a proto Sance na genetické objasnéni variantami s velkym
vyznamem / velkym fenotypovym ucinkem je pomérné mala. | pfesto se domnivame, Ze genetické testovani
pomoci ES zaujima u pacientll s PAS vyznamné misto a ma své opodstatnéni, zejména v rodinach s jednim
postizenym a bez prokazatelné zatéze smérem k NVO.

Prace byla podpofena granty: NU22-07-00165 a LX22NP0O5107 (MEYS): Financed by EU — Next
Generation EU

0d kandidatni varianty k popisu nového onemocnéni: varianty v genu EHMT2
zpusobuji neurovyvojové onemocnéni podobné Kleefstra syndromu

Noskovd L."Y, Hnizda A."Y, GFegofovd A.”?, Stranecky V.Y, Steiner Mrdzovd L., Treslovd H.**, Melenovskd
P.%, Hodariovd K., Hartmannovad H.™", Brinsa V.*", Musilovd K.™¥, Kadek A.?, Man P.?, Nikl P.””), Prochdzka
1“4 Sikora .Y, Kmoch 5.V

1 Laborator pro studium vzdacnych onemocneéni, Klinika pediatrie a dédicnych poruch metabolismu,
1. LFUK a VFN v Praze,

2 Ustav klinické a molekuldrni patologie a lékarské genetiky, FN Ostrava

3 Mikrobiologicky ustav, AV CR, v. v. i., Praha

4 Ceské centrum pro fenogenomiku, Ustav molekuldrni geneticky, AV CR, v. v. i., Praha

V ramci analyz genomickych dat jsou ¢astym nalezem varianty nejasného vyznamu, jejichz kauzalitu
je tfeba studovat vhodnymi pfistupy. V pfedndsce chceme prezentovat cestu od ndlezu kandidatni varianty
v genu dosud neasociovaném s fenotypem k potvrzeni patogenity a popisu nového onemocnéni. U pacientky
S neurovyvojovym onemocnénim byla pomoci exomového sekvenovani nalezena de-novo varianta v genu
EHMT2 kdédujici lysin methyltransferazu G9a. V rdmci mezinarodni spoluprace bylo shromazdény klinické a
genetické informace dalSich pacientd se shodnymi fenotypovymi charakteristikami. Funkéni analyzy
prokdzaly biologickou relevanci nalezenych variant a dysfunkci stejné methyla¢ni drahy jako u Kleefstra
syndromu asociovaného s genem EHMT1. U mySiho modelu onemocnéni byly nalezeny nékteré klicové
fenotypové charakteristiky pfitomné u pacientd.

Grantova podpora: NU23-07-00281, NW24-04-00067, LM2023067, UNCE/MED/007, LX22NPO5107



Kardiogenetika

Genetické aspekty aneuryzmy a disekcie hrudnej aorty
Griinnerovd L., Mikvd 1., Petrovi¢ R.%), Melisovd K.

1 Oddelenie klinickej genetiky, Ustav lekdrskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a UNB, Bratislava
2 Oddelenie molekulovej a biochemickej genetiky, Ustav lekdrskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky, LF
UK a UNB, Bratislava

Aneuryzma hrudnej aorty predstavuje geneticky Siroko heterogénne ochorenie asociované s rizikom
vzniku Zivot ohrozujucich komplikacii v zmysle disekcie a ruptury aorty. Asymptomaticky priebeh rastu
aortalnej aneuryzmy v mnohych pripadoch zabranuje adekvatnej diagnostike a liecbe. So sucasnymi
pokrokmi molekuldrno-genetickej diagnostiky a s dostupnostou genetického vysetrenia sa do popredia
zaujmu dostava snaha identifikovat pacientov vo zvysenom riziku vzniku aneuryzmy a disekcie hrudnej aorty.
V sucasnosti je moZzné molekuldarno-genetickymi metddami objasnit priblizne 20% pripadov hrudnych
aortopatii. Tato forma sa oznacuje ako hereditarna, resp. familidrna a v jej etioldgii sa uplatiuje postihnutie
jedného vysoko-rizikového, vysoko-penetrantného génu. 80% pripadov tvoria pacienti so sporadickym
vyskytom aneuryzmy a disekcie hrudnej aorty, geneticka etioldgia tejto skupiny vsak nie je jednoznacne
objasnena.

Na hereditarnu formu je potrebné mysliet najmé v pripadoch identifikacie aneuryzmy/ disekcie
hrudnej aorty do veku 60 rokov, bez pritomnosti pridruzenych kardiovaskularnych rizikovych faktorov, v
pripade pozitivnej rodinnej anamnézy aortopatie alebo nahleho kardidlneho umrtia. Vysoké podozrenie
moze vzbudit aj pritomnost aneuryzmy ¢i disekcie stredne velkych tepien, pritomnost systémovych klinickych
priznakov ¢i Specifickych priznakov, ako napriklad arteridlna tortuozita pri Loyes-Dietzovom syndréme, alebo
iris flocculi pri ACTA2 asociovanej familidrnej aneuryzme aorty typu 6. Vznik hereditarnych aortopatii méze
byt podmieneny viacerymi molekuldarnymi mechamizmami: dysfunkciou extracelularneho priestoru v
aortalnej médii, dysregulaciou TGFB signaliza¢nej kaskady a dysfunkciou kontraktilného apardtu hladkej
svalovej bunky.

Poznanie genetickej etioldgie aneuryzmy a disekcie hrudnej aorty je klticové z hladiska stratifikacie
rizika, nastavenia lieCebného manazmentu ako aj pldnovania elektivneho chirurgického vykonu. Inovativny
sposob identifikacie os6b vo zvysenom riziku vzniku hereditarnej aneuryzmy a disekcie aorty, ako aj inych
zavaznych geneticky podmienenych kardiovaskularnych ochoreni predstavuje post-mortem genetické
testovanie. V sulade s odporucaniami Eurépskej asociacie pre kardiovaskuldarne patoldgie je po vzore nasich
Ceskych kolegov velkou viziou nasho pracoviska iniciovat pilotny projekt post-mortem testovania ludi s
nahlym kardidlnym dmrtim (tzv. molecular autopsy) na tzemi Slovenskej republiky.

Geny pevné asociované s fenotypem dédi¢nych KVO, co pacientiim referovat?
Krebsovd A.

IKEM, Praha

Rozvoj genetické diagnostiky prinesl uplatnéni celoexomovych panelli (CES a WES) v diagnostickych,
molekuldrné genetickych laboratofich v CR. MnoZi se vedlej$i nédlezy v genech, jejichi role v rozvoji
onemocnéni byla mozna experimentdlné popsana, ale jisté neni dle soucasnych kardiogenetickych
doporuceni vhodna pro rutinni diagnostiku ¢i dokonce referovani pacientim. Tito s takovou informaci,



obdobné jako, na kardiogenetiku ne specializovany, klinicky genetik, ¢asto neumi zachazet. Diky dostupnym
médiim muzZe vySetfeny pacient ziskat dojem neodkladné cCasné smrti, kterd je s témito onemocnénimi
jednoznacné spojena, a dostat se tak do tzv. genetického skfipce.

Prezentace uvede prehled gend, které jsou nyni jednoznacné doporuceny evropskou kardiologickou
spolec¢nosti (ESC) pro diagnostiku a prediktivni testovani v rodinach s kardiovaskularnim dédi¢nym
onemocnénim. Bude diskutovana otazka Variant Nejasného Vyznamu (VUS) a jejich referovani pacientim a
oSetfujicim lékarim. Dlraz je kladen na mozné budouci mechanismy reanalyzy nalezenych variant dle ClinVar
pro diagnostické genetické laboratore a jejich referovani. Cilem prispévku je urcita racionalizace klinicko
genetické, véetné kardiogenetické, sluzby pacientim vysetfovanych z nejriiznéjsich indikaci Sirokymi panely
NGS.

Fabryho choroba jako pri¢ina hypertrofické kardiomyopatie
Dvordkovd L., Svacinovd R.%Y, Vidskovd H.", Slavikovd P."Y, Bakaldr R.”, Reboun M., Poupétovd H.",
Kuchar L2, Peskovd K.™, Linhart A.*%)

1 Diagnostické laboratore dédi¢nych poruch metabolismu, Klinika pediatrie a dédicnych poruch
metabolismu, 1. LF UK a VFN v Praze

2 Laborator pro studium vzdcnych nemoci, Klinika pediatrie a dédicnych poruch metabolismu, 1. LF UK a
VFN v Praze

3 Il. interni klinika — klinika kardiologie a angiologie 1. LF UK a VFN v Praze

Fabryho choroba je multisystémové onemocnéni postihujici zejména endotel a bunky hladké
svaloviny cév, rizné typy bunék ledvin, srdec¢niho svalu a CNS. Je zpUsobena deficitem lysozomalniho enzymu
alfa-galaktosidazy, jehoz gen GLA je lokalizovan na X-chromozomu (Xg22.1). V genu GLA bylo identifikovano
vice nez 1000 patogennich variant, vétSina z nich je privatnich. Tize fenotypovych projevl se odviji od typu
mutace. Zavainé mutace jsou obvykle spojeny s multisystémovym onemocnénim, hypomorfni mutace
zpUsobuji primarné postizeni srdce a/nebo ledvin. Kardidlni forma onemocnéni je obvykle spojena s
variantami typu missense nebo s hlubokymi intronovymi variantami, fada z nich je rekurentnich a populacné
specifickych. V Ceské republice nachazime nejéasté&ji c.644A>G p.(Asn215Ser) a ¢.801+48T>G (chybny sestfih
mMRNA).

Laboratorni diagnostika je zaloZzena na kombinaci tfi metodickych pfistupll, biochemického,
enzymologického a molekularné genetického. Soucasti molekuldrné genetického vysetreni u heterozygotek
mUze byt ve specifickych pfipadech analyza X-inaktivace, jejiz vyznam pro predikci zavaznosti fenotypovych
projevl je sporny, nicméné muze pfispét ke zpresnéni interpretace biochemickych a enzymologickych
vysledka.

Podpora: AZV NU21-08-00324, MZ CR — RVO-VFN 64165.



Rychla diagndza Danonovy choroby u pacientky s hypertrofickou kardiomyopatii
Piherovd L.™Y, Pavlovi¢ovd L., Hartmannovd H.", Hodariovd K.™Y, Treslovd H.™Y, Majer F.%Y, Kalina T./?,
Dvordkovd L.V, Reboun M., Vidskovd H."Y, Jaksa R.®), Kousal B.”), Kmoch S.*Y, Palecek T.”), Sikora J.%?

1 Laborator pro studium vzdcnych nemoci, Klinika pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu 1. LF a VFN
v Praze

2 Klinika détské hematologie a onkologie, 2. LF UK a FN v Motole, Praha

3 Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze

4 O¢ni klinika 1. LF UK a VFN v Praze

5 1I. interni klinika — klinika kardiologie a angiologie, 1. LF UK a VFN v Praze

Uvod: Danonova nemoc (DD) je vzacné X-vazané onemocnéni zplsobené mutacemi v genu LAMP2
(OMIM 300257). U muzd se DD klinicky projevuje hypertrofickou kardiomyopatii s pre-excitaci, myopatii a
mirnym kognitivnim deficitem. Fenotyp u X-heterozygotnich Zen je variabilni. Z dvodu pozdni identifikace
jsou zejména DD pacientky v riziku nahlé srde¢ni smrti.

Kazuistika: 21 leta pacientka s minimalni historii v tuzemském zdravotnickém systému byla pfijata
(den 1) na kardiologické oddéleni pro progredujici srde¢ni selhani, slabost a opakované synkopy vcetné
nutnosti kratké resuscitace. Systolickd dysfunkce levé komory byla hrani¢ni. MRI ndlez v myokardu budil
podezieni ze sarkoiddzy.

Provedeny byly odbéry pro molekuldrné genetickd vysetieni (den 4) a endomyokardidlni biopsie
(EMB, den 8). Inicidlni histologické vysetfeni EMB (den 13) nepotvrdilo sarkoidozu a pacientce byl
implantovan kardioverter-defibrilator (den 19). Doplfujici specializované ultrastruturalni zhodnoceni EMB
(den 22) odpovidalo DD. WES-NGS odhalilo (den 25) pfitomnost patogenni varianty
NM_002294.3(LAMP2):c.470_471insTA. Mosaikovity deficit LAMP2 proteinu odpovidajici ndhodné inaktivaci
chromosomu X byl soubéiné potvrzen (den 33) v leukocytech periferni krve prdtokovou cytometrii a
imunohistochemicky v endomyokardidlni biopsii.

Zavér: Tento pripad dokumentuje robustni a integrativni diagnosticky a terapeuticky algoritmus
Danonovy nemoci v Ceské republice. NejenZe byla u pacientky diagnéza stanovena na klinické, proteinové a
molekuldrné-genetické Urovni ve velmi kratké dobé od prvniho kontaktu, ale zaroven soucasné doslo i ke
kardio-interven¢nimu zajisténi a tim minimalizaci rizika nahlé smrti.

Analyza kvantity proteinovych produktii genu pro titin u pacienti s dilata¢ni
kardiomyopatii
Adamovd M.V, Koser F.?), Kutilkovd E.”Y, Kubdnek M., Krebsovd A.Y, Melenovsky V.Y, Linke W.??)

1 Klinika kardiologie, IKEM, Praha
2 Institute of Physiology I, University of Miinster, Miinster, Germany

Cil: Molekularni mechanismy srdecniho selhani (HF) u pacientll s heterozygotnimi protein
ukonéujicimi (trunkujicimi, tv) mutacemi v genu pro titin (TTN) nejsou dosud zcela jasné. Analyza proteinové
exprese TTN je obtizna diky extrémni velikosti. Cilem bylo kvantifikovat proteinové produkty wildtype alely
TTN v myokardu levé komory (LK) pacientl s pokrocilym HF a kontrol.

Soubor a metodika: V IKEM jsme odebrali 41 vzorkd explantovanych LK pfi Tx (26/41 dilataéni
kardiomyopatie-DCM, 15/41 kontrol, 35 muzl, pramérny vék 44114 let) a provedli DNA sekvenaci z krve.



Jednalo se 0 16/26 DCM-TTNtv+ a 10/26 DCM-TTNtv- s mutaci v LMNA (3x), TNNT2 (2x), FLNC, BAG3, SGCD,
MYH7, PLN. Kontrolni myokard byl ziskan od organovych darct s normaini funkci LK. Pomoci westernblotu ve
dvoufazovém polyakrylamidovém gelu jsme zjistovali relativni mnozstvi izoforem titinu-N2BA, N2B, Cronos
normalizaci na celkovy anebo sarkomericky protein (MHC).

evyvs

TTNtv-. Exprese N2BA a N2B byla identicka ve vsech skupinach vzork(, naopak exprese T2 a Cronos byla vyssi
u kontrol a nizsi u DCM, bez rozdilu genotypu. Pomér N2BA/N2B, zodpovédny za diastolickou tuhost byl mezi
DCM skupinami stejny.

Zavéry: Exprese wt proteinovych produktd TTN genu je u HF pacientl nizsi nez u non-HF kontrol. To
naznacuje, ze absence produktu protein-trunkujici alely je ¢astecné kompenzovana zvySenou expresi wt
genu.

Prekvapivé se ale nelisi mnozstvi wt forem titinu u DCM-TTNtv+ a DCM-TTNtv-, coZ naznacuje, Ze
kromé haploinsuficience se mizZe v patogenezi uplatriovat toxicky efekt trunkovanych proteind.

Financovano: Program EXCELES, Projekt No. LX22NP0O5104



Onkogenetika

NGS technologie Genexus: Rychla a presna detekce somatickych mutaci v onkologii
Dolinovd I., Poldkovd D., Tvrznikovd E.

Oddéleni genetiky a molekuldrni diagnostiky, Krajskd nemocnice Liberec, a.s.

Vyuziti technologie sekvenovani nové generace (NGS) se stalo klicovym nastrojem v oblasti
molekuldrni diagnostiky, zejména pfi detekci somatickych mutaci, které maji zdsadni vyznam pro
personalizovanou medicinu a cilenou terapii. Prezentace se zaméfi na vyuziti platformy Genexus od Thermo
Fisher Scientific, ktera predstavuje revoluci v oblasti NGS diky své automatizaci. Genexus nabizi feseni pro
rychlou, komplexni analyzu genomu s minimalnimi naroky na manudlni praci, coz umoziuje efektivni
identifikaci somatickych mutaci u pacientl s rliznymi onkologickymi onemocnénimi.

Tento pfistup nejenze zkracuje Cas potrebny pro diagnostiku, ale také poskytuje kvalitni data s
dlrazem na citlivost a presnost detekce. V ramci prispévku budou prezentovany vysledky vyufziti technologie
Genexus pro detekci somatickych mutaci za vyuZiti rGznych paneldl, véetné custom designu. Dale bude
diskutovana integrace této technologie do rutinni diagnostiky.

Klicova slova: NGS, Genexus, somatické mutace, molekularni diagnostika, personalizovana medicina.

FastGEN pro klinickou diagnostiku
Novotny A., BioVendor

Laboratorni medicina a.s., Brno

Komplexna geneticka analyza pacientok s karcindmom vajecnikov: Zarodoc¢né a
somatické mutacie v kontexte personalizovanej liecby
Dolesovad L., Lichvarikovd N., Krascsenitsovd E., Svoboda M.,

Oddelenie lekdrskej genetiky, Onkologicky ustav sv. Alzbety, Bratislava

Masivne paralelné sekvenovanie (MPS) poskytuje komplexny pohlad na geneticky profil pacientky,
¢im prindsa nové moznosti v diagnostike genetickych ochoreni a personalizovanej medicine, predovsetkym
u pacientok s HGSOC (high-grade serous ovarian cancer). Tento pristup umozZnuje presnejSie nastavenie
liecby a lepSie pochopenie genetickych pricin ochoreni, ¢o je kli¢ové pre optimalizaciu lieCby, vratane
pouzitia PARP inhibitorov, ktoré sa stavaju doleZitou siéastou terapeutického rezimu pre tieto pacientky.

MPS sa Coraz CastejSie stdva klu¢ovym nastrojom v oblasti personalizovanej onkologickej terapie.
Umoziiuje nielen identifikovat molekularne biomarkery a mechanizmy rezistencie na liecbu, ale aj presnejsie
klasifikovat podtypy nadorov a zlepsit progndzu ochorenia. Na germinativnej aj somatickej Urovni sa testuje
pritomnost patogénnych alebo pravdepodobne patogénnych variantov v génoch BRCA1 a BRCA2, ¢o je
dolezité pre rozhodovanie o vhodnosti liecby, ako je liecba PARP inhibitormi.

Na somatickej drovni je mozné testovat nadorovd DNA na pritomnost komplexnych genomickych
jaziev, vysledkom ¢oho je HRD skdre. Tento biomarker sa stava ¢oraz viac relevantnym, najma pre pacientky



s HGSOC. Ak HRD skdre prekracuje urciti hodnotu, pacientka je povaZovand za HRD pozitivnu, ¢o otvara
moznost lieCby PARP inhibitormi, ktoré vyrazne zlepsuju vysledky liecby tym, Ze inhibuju opravu DNA v
nadorovych bunkach.

Preto je testovanie na HRD skdre a pritomnost variantov v BRCA génoch nevyhnutné pre vyber
najefektivnejsej lieCby. Tento biomarker ma nielen prediktivny, ale aj prognosticky vyznam. Zabezpeduje, ze
pacientky mozu byt spravne stratifikované a dostanu liebu, ktora je najviac prispbsobena ich genetickému
profilu. Vyznam testovania na tieto biomarkery nie je len v optimalizacii lieCby, ale aj v zabezpeceni lepsej
progndzy a predfiem’ Zivota pacientiek s HGSOC.

Vyuziti konceptu tekuté biopsie pro neinvazivni hodnoceni multimodalni 1écby
metastatického kolorektalniho karcinomu: sledovani mutantnich klonii pomoci
plazmatické NGS

Kroupovd P.Y, Mindrikovd B.Y, Chmelafovd A.®, Pudil J.%), Pohndn R.?, Mindrik M.*3)

1 Elphogene, s.r.o., Praha
2 Chirurgickd klinika 2. LF UK a UVN, Praha
3 Chirurgicka klinika 2. LF UK a FN v Motole, Praha

Detekce minimdlni rezidudlni choroby pomoci opakované tekuté biopsie, predstavuje minimalné
invazivni metodu pro sledovani Gcinnosti |é¢by nddorového onemocnéni. Analyzou cirkulujici nadorové DNA
(ctDNA), ktera se uvolnuje z nadorového loZiska do periferniho obéhu, Ize véas odhalit rekurenci ¢i progresi
onemocnéni a nasledné prizplUsobit dalsi pribéh Iécby.

Tohoto pfistupu bylo vyuZito u pacientky diagnostikované ve véku 53 let s KRAS-pozitivhim
karcinomem koneéniku, kde byl po dobu vice nez dvou let sledovan mutacni profil ctDNA. V pribéhu
onemocnéni doslo k rozvoji vicecetnych metastatickych loZisek, a proto byla pacientka intenzivné sledovana
s cilem analyzovat frekvenci a typ mutaci v panelu genl dfive popsanych v asociaci s nadorovym
onemocnénim. Po obdobi remise doslo u pacientky k recidivé onemocnéni, ktera se projevila vznikem
jaternich metastdz. Genetickd analyza kromé tkanové mutace KRAS (A146T) odhalila v plazmé pacientky i
dalsi mutace v genech spojenych s nddorovym ristem a odpovédi na lécbu, ato APC (E1306) a TP53 (R282W).
Po zahdjeni kombinované chemoterapie a cilené biologické Ié¢by doslo k vyraznému poklesu mutovanych
frakci téchto genl, coz odpovidalo klinickému obrazu uUcinnost terapie a dosaZzeni remise. Déle byla
detekovana intronova delece genu RASA1, jejiz hladiny se v ¢ase ménily, coz mohlo naznacovat stav
dormance onemocnéni. Po provedeni metastazektomie jater se na kontrolnich vysetfenich objevily rezidudlIni
léze, které korelovaly s nové detekovanymi mutacemi TP53 (I1255F, R249M), jeZ nebyly béhem predchoziho
sledovani pfitomny. Tyto metastazy vznikly pravdépodobné jako dlsledek klonalni selekce, kdy prezivajici
nadorové bunky s rezistentnimi genetickymi zménami ziskaly pfevahu. Po znovunasazeni l1é¢by doslo k jejich
docasnému Ustupu, coz svédcilo o reakci nddoru na terapii. S pokracujicim sledovanim vsak opét narostly
mutace TP53 (R249M), spolu s dalsimi genetickymi zménami typickymi pro agresivnéjsi pribéh onemocnéni.
Tento vyvoj vedl k dalSim Iécebnym intervencim, pficemz pacientka nadale zistava monitorovana.

Celkové se ukazalo, Ze detekce specifickych mutaci v ctDNA silné korelovala s vyvojem onemocnéni
a vynikala svou vyssi specificitou a pfesnosti ve sledovani prlibéhu choroby oproti konvenénim metodam,
jako je monitorovani hladin CEA. Z téchto vysledk( vyvozujeme, Ze analyza cfDNA pomoci pristupu NGS muze
slouzit jako ucinny nastroj pro monitorovani progrese onemocnéni, detekci jeho recidivy a hodnoceni
ucinnosti terapie.



Podpoteno grantem TACR FW020202009.

Genetika na mieru: Ako molekularne testy menia liecbu onkologickych pacientov
Svoboda M.

Oddelenie lekdrskej genetiky, Onkologicky ustav sv. Alzbety, Bratislava

Identifikacia molekuldarnych biomarkerov predstavuje jeden z klucovych krokov v manazmente
onkologickych pacientov a umoziuje navrhnut viac personalizovanu a efektivnejsiu lie€bu s minimalizaciou
vedlajsich uc¢inkov. Prediktivne testovanie somatickych biomarkerov sa tradi¢ne vykonava z FFPE tkaniva,
ktoré poskytuje spolahlivé a uchovatelné vzorky pre molekuldarnu analyzu. Hoci v su¢asnej klinickej praxi este
stdle prevladaju jednogénové testy, ktoré si Ucinné pri analyze obmedzeného poctu biomarkerov a
pacientov, postupne su nahradzané masivhym paralelnym sekvenovanim (MPS). Tato moderna technoldgia
vyuzZiva komplexné génové panely na identifikdciu vSetkych relevantnych genomickych alteracii v ramci
jedného analyzac¢ného behu, ¢o znacne zniZuje spotrebu bioptického materidlu, maximalizuje detekciu
klinicky vyznamnych variantov a efektivne skracuje ¢as diagnostického procesu. Analyza nddorovej DNA
pomocou MPS ndm umoznuje vytvorit komplexny genomicky profil nddoru (CGP z angl. Comprehensive
Genomic Profile) pomocou simultanneho vySetrenia desiatok az stoviek génov naraz. Vyber najvhodnejsieho
diagnostického testu zavisi primarne od poziadaviek indikujuceho lekdra, diagndzy pacienta a taktiez
aktualnych medzindrodnych usmerneni, akymi si napriklad ESMO a NCCN odporucania. Na Oddeleni
lekarskej genetiky Onkologického uUstavu sv. Alzbety mame v slcasnosti k dispozicii Siroké spektrum
diagnostickych panelov génov — od mensich, zahfiajucich iba gény BRCA1 a BRCA2, cez stredné panely s
desiatkami klinicky relevantnych génov, aZ po tie najkomplexnejsie pokryvajlce stovky génov s moznostou
analyzy aj robustnejSich celogenédmovych biomarkerov, akymi st TMB alebo HRD. Tento pokrok v
diagnostickom procese umozZiiuje presnejSie a rychlejSie nastavenie personalizovanej terapie, ¢o vyznamne
prispieva k modernejsiemu manaZzmentu onkologickych pacientov a otvdra nové moznosti v personalizovanej
medicine.

NaSe prvni zkuSenosti s panelem MSK-Access® pro analyzu tekutych biopsii
Putzovd Martina, Pulz Karel, Martinek Petr, Vanécek Tomds, Hdjkovd Veronika, Ptdkovd Nikola, Dolejsovd
Katerina, Michal Michal

Biopticka laborator s.r.o., Plzen

Cirkulujici volnd DNA z plazmy onkologickych pacientd je vyuZivana k detekci somatickych
nadorovych zmén. Spolehliva detekce rakovinnych faktord ve volné cirkulujici DNA (cfDNA) mUze prekonat
vSechna omezeni nddorového profilovadni pfimo z tkdné nadoru. Profilovani na zikladé cfDNA ma ptimy
dopad na péci o onkologické pacienty: umoznuje monitorovat odpovéd onemocnéni na terapii, odhaluje
mechanismy lékové rezistence, minimalni rezidudlni nemoci a relaps u pacientd. PouZiti cfDNA jako analytu
ma ale svd omezeni, protoZe velké mnoiZstvi volné DNA pochazi z hematopoetickych bunék. Somatické
mutace v krvetvornych burkach pak vedou k detekci téchto mutaci v cfDNA v nizké koncentraci. Panel MSK-
Access® je prvni z komeréné dostupnych kitl pro tekuté biopsie, ktery vyuZiva paralelni sekvenovani cfDNA
a srovnavaciho materialu - DNA z bilych krvinek. Tento pfistup umoZniuje detekci somatickych nenddorovych
zmén a nasledné odstranéni zarodecnych a klonalnich hematopoetickych variant. Test MSK-ACCESS (vyvinuty
v Memorial Sloan Kettering) umoziuje detekci viech tfid somatickych genetickych zmén véetné SNV, indeld,
CNVs a strukturalnich variant v cfDNA ve vybranych genech. Vyhodnoceni vysledk( testu je nyni



zjednoduseno vyuzitim platformy Sophia DDM firmy Sophia Genetics (CH), vyuziva cilené hluboké
sekvenovani ve 147 klicovych genech spojenych s rakovinou. Do prvnich 4 runl jsme zaradili kromé
kontrolnich arteficialnich vzork( s nékolika kontrolnimi variantami na Urovni 1% a 5% rovnéz nase NSCLC
pacienty s bodovymi mutacemi, fuzemi a CNVs a kohortu zdravych kontrol. VétSina dfive detekovanych
mutaci v onkogenech a tumor-supresorovych genech u téchto pacient( byla potvrzena, ale nékteré varianty
(vétSina mutaci a AF do 7 %) dfive detekovanych pomoci panell pro LB bylo zhodnoceno jako mutace
derivované z hematopoetickych bunék, a tudiz z pohledu analyzy ctDNA jako faleSné pozitivni ndlezy.
Paralelni sekvenace DNA z bilych krvinek vyuZitych jako referenéni sekvence k porovnani s cfDNA umoziuje
lepsi vhled do aktudlni nadorové situace u onkologickych pacientl a umoziuje kvalitnéjsi monitoring v
pribéhu jejich IéCby.

Unlocking Precision Medicine: How SeqOne's Integrated Platform for Somatic Analysis
Simplify Genomic Workflows
Bourgard C.

Altium International s.r.o.

In the dynamic field of precision medicine, effective genomic analysis is crucial for personalized
cancer care. SeqOne's integrated platform is transforming somatic analysis by streamlining complex
genomic workflows. Our solution combines advanced variant detection with automated classification
systems, adhering to recognized guidelines like ComPerMed and AMP/ASCO/CAP to ensure accurate
variant interpretation.

The platform efficiently identifies key genomic alterations—such as SNVs, indels, CNVs, and gene
fusions—while also incorporating signatures like MSI and TMB. By integrating premium annotation
databases and interpretation tools, we significantly cut analysis turnaround times without sacrificing
accuracy, accommodating various sample types and sequencing technologies.

By automating complex processes and utilizing standardized classification systems, SeqOne’s
platform addresses core challenges in precision oncology, enabling laboratories to deliver swift and precise
results. This comprehensive approach enhances diagnostic efficiency and empowers clinicians to make
informed treatment decisions, driving the adoption of precision medicine in clinical practice.

Hlavné se neztratit UMAPach - vyuziti metylacnich dat
Martinek P., Kinkor Z., Grenddr M., Vanécek T., Ptakova N., Putzovd M.

Bioptickad Laborator s.r.o., Plzeri

Kromé rutinniho hodnoceni dat z metylacnich Cipl patologové ojedinéle zadaji i o zattidéni vzacnych
typl nadorll. Pfredstavime nase pfistupy k témto projektiim a probereme souvisejici problémy jako je
normalizace rGznorodych setd, vybér kontrolnich skupin a validace téchto mimoradnych analyz.



Hereditarni nadorové syndromy

Vysledky vysetieni genti hereditarnich nadorovych syndromi na Ustavu 1ékaiské
genetiky FNOL roce 2013 a 2021

Curtisovd V.*?, Janikovd M.*?, Kratochvilovd R.%, Kolafikovd K.*?), Langerovd H.*, Bojkovd B.”?, Galiovd
1.2, Vrtel R

1 Ustav lékarské genetiky FN Olomouc
2 Univerzita Palackého, Olomouc

Diagndza dédi¢ného nadorového syndromu umoziuje cilenou |é¢bu a prevenci a ma transgeneracni
dopad. U pacientld s vysokym rizikem monogenniho nadorového onemocnéni je indikovana geneticka
konzultace a pfi splnéni indikacnich kritérii molekularné-genetické vysetreni predispozic¢nich gend. Indikaéni
kritéria, metodika vySetreni a pocet vysetfenych gen( se v ¢ase méni.

Prezentujeme vysledky vySetfeni genl hereditarnich nadorovych syndromid u kohorty pacientl
vydetfenych na Ustavu |ékaFské genetiky FNOL roce 2013 a 2021.

Pocet vysetieni se mezi rokem 2013 a 2021 zvysil u diagnosticky testovanych pacient( 3,2 x (ze 106
na 348) se zachytem 15,1 %, resp. 14, 4 % a u prediktivné testovanych pacientl 2,6 x (ze 40 na 105) s
konstantnim zachytem 30 %. O prediktivni vySetfeni maji vétsi zajem Zeny (65 % resp. 70 %)

Zména indikacnich kritérii spolu se zvySenim poctu vysetfenych genl vede ke zvétSeni objemu
vySetfeni pfi zachovani zachytu.

Ceska data z germinalniho testovani karcinomu prsu
Kleiblova P.*?, Nehasil P., Janatovd M."Y, Soukupovd J.%Y, Vocka M.?), Kleibl Z.Y, Konzorcium CZECANCA

1 Ustav lékarské biochemie a laboratorni diagnostiky, 1. LF UK a VFN v Praze
2 Ustav biologie a lékaFské genetiky, 1. LF UK a VFN v Praze
3 Onkologickd klinika, 1. LF UK a VFN v Praze

Karcinom prsu u Zen patii mezi nej¢astéjsi zhoubné nadory (ZN) nejen v Ceské republice, ale
celosvétové. Vétsina ZN prsu vznikne sporadicky, u> 60 % je onemocnéni diagnostikovano po 60. roce véku.
Pouze v ~ 10 % se jednd o tumory vzniklé na podkladé dédi¢né predispozice (dominantné BRCA1, BRCA2,
PALB2, ATM, CHEK2), ¢asto s vyskytem vice primarnich ZN a typicky v mladsim véku neZ u bézné populace.
Genetické vySetfeni se neprovadi u vSech Zen se ZN prsu, ale pouze u podskupiny definované pomoci
indikacnich kritérii tak, aby byla pravdépodobnost zachytu germinalnich patogennich variant (gPV)>10 %. V
ramci vyzkumného projektu byla v letech 2019-2023 vySetifena nadorova predispozice pomoci NGS pfistupu
CZECANCA skupina 3452 pacientek se ZN prsu nespliujicich platnd indikacni kritéria pro genetické testovani.
Vysledky vysSetfeni byly porovnany s vystupy identického diagnostického postupu provedeného u 6752 Zen
indikovanych ke genetickému vysetfeni nddorové predispozice a 6876 populacné specifickych kontrol. Byla
posouzena vytéZnost jednotlivych indika¢nich kritérii platnych do roku 2023 v Ceské republice a na zakladé
vysledk( navrZena jejich uprava.



Podpoteno granty MSMT CR: Program EXCELES, ID Projektu ¢. LX22NP0O5102 — podpoFeno Evropskou
unii — Next Generation EU; MZ CR: RVO-VFN-00064165 a UK: COOPERATIO, SVV260631, UNCE/24/MED/022
a NCMG (LM2023067).

Testovani nadorové predispozice a “secondary findings”: tvorba konsenzu
Soukupovd J.%Y, Janatovd M., Kleiblovd P.**?, Nehasil P.**%, Kleibl Z."~3, CZECANCA konzorcium & Pracovni
skupina pro onkogenetiku SLGG CLS JEP

1 Laborator onkogenetiky, Ustav lékarské biochemie a laboratorni diagnostiky, 1. LF UK a VFN v Praze
2 Ustav biologie a lékaFské genetiky 1. LF UK a VFN v Praze

3 Ustav palogické fyziologie, 1. LF UK a VFN v Praze

4 Klinika pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu, 1. LF UK a VFN v Praze

Standardem genetického testovani nadorové predispozice je v soucasnosti panelové NGS zahrnujici
stovky genl aZz cely exom. Bioinformatickou analyzou a naslednou prioritizaci variant, tj. vylouceni ¢astych,
klinicky a funkéné nevyznamnych variant, ziskame soubor obvykle jednotek az nizsSich desitek vzacnych
kandidatnich variant.

Proces hodnoceni téchto prioritizovanych variant probihda ve tfech drovnich. Prvni Uroven zahrnuje
hodnoceni variant pomoci pétitfidni klasifikace. V druhé urovni hodnoceni variant je zvazovan vztah
nalezenych variant k fenotypu pacienta a jejich penetrance ¢i typ dédicnosti. Ve tteti Urovni, kterou provadi
klinicky genetik, jsou zpfesfiovana individualni rizika spojena s identifikovanym genotypem s ohledem na
osobni a rodinnou anamnézu pacienta.

S rostoucim rozsahem testovanych geni se zvySuje pocet neocekdvanych ndlezd, tzv. ,secondary
findings”, tedy variant zachycenych nahodné a nesouvisejicich s primarnim ucelem testovani. Pfistup
evropské a americké odborné spolecnosti se lisi. Zatimco evropska spolecnost doporucuje hodnotit pouze
virtualni panely gen( se vztahem k fenotypu pacienta, americka spolec¢nost pravidelné aktualizuje seznam
genl, u kterych by neocekdvané nalezy patogennich/pravdépodobné patogennich variant mély byt
reportovany v zavislosti na informovaném souhlasu (ACMG SF_v3.2, aktudlné 81 gend). Na narodni Urovni
konsenzus rozsahu reportovani variant diskordantnich vzhledem k fenotypu pacienta v soucasné chvili neni.

Ucelem sdéleni je pFedstavit aktualné probihajici tvorbu konsenzu tykajici se reportovani ,,secondary
findings” pfi testovdni nadorové predispozice, jehoZ cilem je minimalizovat ,overreportovani“ a nezadouci
variabilitu mezilaboratornich vystup( pfi vysetfovani nddorové predispozice.

Podpoteno grantem MSMT CR: Projekt Narodni Ustav pro vyzkum rakoviny (Program EXCELES, ID:
LX22NP0O5102) — Financovano Evropskou unii — Next Generation EU; MZ CR: RVO-VFN-00064165; UK:
COOPERATIO, SVV260631, UNCE/24/MED/022.

Aktualni informace z pracovni skupiny Onkogenetiky SLGG JEP
Kleibl Z.*, Foretovd L.”?, Koudovd M.?

1 Ustav lékafské biochemie a laboratorni diagnostiky, 1. LF UK a VFN v Praze
2 Oddéleni epidemiologie a genetiky nddori, MOU, Brno
3 GENNET, Praha, Pracovni skupina Onkogenetiky — SLGG, CZECANCA konsorcium



Pracovni skupina onkogenetiky sdruzuje na 70 ¢lend SLGG se zajmem v této oblasti v Sirokém zabéru
od klinickych genetik( a dalSich 1ékarskych specialistl (onkologli, gynekologl, patologu), pres laboratorni
diagnostiky, molekularni biology, bioinformatiky az po teoretiky z akademickych pracovist. Cilem struéného
sdéleni je aktualizace informaci z Pracovni skupiny onkogenetiky, jejimZz smyslem je vytvofit platformu pro
otevienou diskusi zucastnénych odbornik(l za Ucelem harmonizace postupu genetickych vysetreni a jejich
interpretaci nap¥i¢ pracoviéti v CR. Siroka baze IékaFskych specialistd v Pracovni skupiné Onkogenetiky a
spoluprace s dal§imi odbornymi spole¢nostmi CLS JEP a zahrani¢nimi konsorcii je dobym vychodistém pro
aktualizaci konsensualnich klinickych doporuceni na zakladé novych poznatk( klinického vyzkumu, ktera se
dotykaji nejen onkogenetické diagnostiky, ale rovnéz nasledné péce o nosice patogennich variant v klinicky
relevantnich nadorovych predispozi¢nich genech v kontextu reality Ceského zdravotniho systému. Uzka
spoluprace s konsorciem CZECANCA umozniuje Cerpat robustni informace o genetickém profilu rizikovych
pacientt v CR, které jsou dlleZitou podminkou pro projekci potieb a kapacit preventivni péée o rizikové osoby
v horizontu budoucich let.

Podpoteno granty MSMT CR: Program EXCELES, ID Projektu &. LX22NPO5102 — podporeno
Evropskou unii — Next Generation EU; MZ CR: RVO-VFN-00064165 a UK: COOPERATIO, SVV260631,
UNCE/24/MED/022 a NCMG (LM2023067).

10 let s NGS v MOU - dédi¢na predispozice k nadortim dospélého véku
Machdckovad E., Hdzova J., Vasickova P., Misové A., Foretovd L.

Oddéleni epidemiologie a genetiky nddori, MOU, Brno

Uvod: Vieobecné se piedpokladd, 7e 3-20% nador( (dle typu onemocnéni) mize byt zplisobeno
dédi¢nou predispozici. Vysoce rizikové jedince s podezienim na dédi¢nou predispozici k onkologickému
onemocnéni, lze definovat na zakladé rodinného vyskytu urcitych typl nadord a osobni anamnézy, jako je
vék v dobé diagndzy a fenotyp nadoru. Mezi nejéastéji diagnostikované nddorové syndromy dospélého véku
patfi dédi¢nd predispozice k nadoru prsu a ovaria (HBOC) a nepolypdzni kolorektalni karcinom (Lynchiv
syndrom, HNPCC), ale skala hereditarnich nadorovych syndrom je daleko rozsahlejsi. Bylo popsdno vice nez
200 rdznych nadorovych syndromd.

Vysetfovana skupina: 5849 vzorkd DNA izolovanych z periferni krve od jedinc, ktefi pochazeli z 5461
rodin s pravdépodobnou dédi¢nou predispozici k nddorovému onemocnéni. U vSech vySetfovanych bylo
provedeno genetické poradenstvi a tito byli indikovani ke genetickému vysetieni na zakladé pravdépodobné
dédi¢né predispozice splnénim indikacnich kritérii.

Postup vysetfeni: V letech 2014-2018 jsme v nasi laboratofi vySetfili NGS metodou
(enrichment/hybridiza¢nim postupem) s vyuzitim komeréniho TruSight Hereditary Cancer panelu (96 genQ;
[llumina) nebo zadkaznicky navolenym panelem MMCI (54 gen(i dominantnich nadorovych syndrom() 482
vzork(li DNA od jedincl z 480 rodin. V letech 2016-2024 jsme vysetfili 5367 vzork( DNA (z 4981 rodin)
zakaznicky navolenym panelem CZECANCA (>200 gen(; Soukupova et al., PLoS One. 2018, PMID: 29649263).

Vysledky: Ndlezy dominantnich patogennich mutaci napti¢ onkologickymi diagnézami byly
detekovany u 18% vysetrenych rizikovych rodin. Nejéetné;jsi byly nalezy v genech BRCA1 (241) a BRCA2 (193)
coz odpovida vysoké Cetnosti nosicl v populaci (1:195) a zaroven vysokym zastoupenim HBOC diagndz ve
vysetfované skupiné v MOU. Mnozstvim zachytl (297) nasleduji ostatni geny dle NCCN doporuéeni pro HBOC
syndrom (CHEK2 — bez missense variant, PALB2, ATM, NBN, BRIP1, RAD51C, RAD51D, TP53) s Cetnosti dle
vyse uvedeného poradi. V pfipadé dédi¢né predispozice k nddorim traviciho traktu byl nejcastéji potvrzen



Lynchliv syndrom (99 rodin, MSH2, MSH6, MLH1, PMS2 s Cetnosti dle poradi), nasleduje Familiarni
adenomatdzni polypdza a GAPPS (APC mutace u 31 rodin, bi-alelické mutace v MUTYH — 3 rodiny nebo MSH3
— 1 rodina). V pfipadé jinych CRC predispozi¢nich genl (jako je PTEN, SMAD4, STK11, BMPR1A atd.) bylo
zachyceno dalSich 27 rodin s predispozi¢ni mutaci. U dalSich 90 rodin byla zachycena mutace v nékterém z
jinych dominantnich syndromu ve shodé s diagndzou (nejcastéji detekovanou skupinou byly mutace v SDH
genech, NF1 a FH genu).

Neprekvapivé, k pomérné ¢astym nalezim (cca dalsich 9%) patfi heterozygotni nosi¢i patogennich
mutaci pro recesivni syndromy (484), jako je Fanconiho anemie (148), Xeroderma pigmentosum (101),
recesivni polypdzni syndromy (94, tj. MUTYH, MSH3), AR syndromy s defektem helikdz (81), a jiné AR
syndromy (60).

Zavér: Multigenové panelové testovani metodou NGS umoZiuje rychlé potvrzeni a pripadné
upresnéni diagndzy s moznosti cilené prevence u osob v riziku z postizenych rodin. Dochazi k navySeni zachytu
nejen u gent vysokého nebo stfedniho rizika s definovanym doporucenim pro IéCebnad a preventivni opatreni,
ale i u jinych potencialné rizikovych gent s raritnim vyskytem patogennich mutaci a variant nebo gen( pro
zavazné recesivni syndromy, kde je potreba sledovat vyvoj poznatkd v budoucnu v ramci vyzkumu.

Dedikace: grant MZ CR — AZV NU23-03-00150; ERN GENTURIS.

Genetické priciny adenokarcinomu pankreatu (PAC)
Koudovd M., Chvojka S., Cernd L., Bittovd M., Urbanovd M., Hodulovd M., Honysovd B., Dvordckovd H.,
Kovdr M., Puchmajerovd A., Pokornd M., Hordkova L., Stejskal D.

GENNET a GNTlabs by GENNET, Praha

Uvod: Pankreaticky adenokarcinom (PAC) je devastujici malignita se $patnou prognézou, pozdni
diagndzou a s narustajici incidenci. PAC je soucasti fady dédicnych onemocnéni a nadorovych syndromu-
hereditarni pankreatitida, PJS, FAMMM, HBOC a HNPCC. Také heterozygotni nosi¢i mutaci v genech pro AR
dédi¢né nadorové syndromy, jako jsou geny ATM, FANCC a FANCG, maiji zvySené riziko PAC. Prezentujeme
vysledky testovani hereditarnich predispozic k nadorovym onemocnénim (HC) u ceskych pacientl s
diagndzou PAC a jejich rodin.

Metodika: V letech 2016-2024 jsme provedli genetické testovani 11 186 ceskych jedincl spliujicich
klinicka kritéria pro HC, z toho 125 pacientli s PAC a 1084 zdravych pfibuznych ptipadd PAC. Prezentované
vysledky byly vyhodnoceny ze standardnich short-read NGS dat (NextSeq 550, NovaSeq Xplus, lllumina)
ziskanych ze dvou panell — cileného hereditarniho panelu 226 genli CZECANCA (Roche, PMID: 29649263) a
customizovaného WES (Twist). Data NGS z obou panelll byla vedle platformy Franklin (Genoox) analyzovana
pomoci nasi vlastni bioinformatické pipeline s vyuZitim lokalni instalace genomické databdze Ensembl pro
anotaci a vlastni databaze variant CheckBase pro zpracovani dat a reportovani nalez(. Klinicka interpretace
byla prioritizovana podle primarni indikace, pfezkoumani na zakladé standard( IACR*, doporuceni ACMG
(PMID: 25741868) a genetické nomenklatury HGVS. Exonové delece/duplikace a velké genové prestavby byly
detekovany s vyuzitim nasi CNV analyzy spolu s pipeline Rainbow v ramci Franklinu (Genoox). Pozitivni
vysledky byly ovéfeny pomoci Sangerova sekvenovani, zatimco ndlezy CNV byly potvrzeny pomoci MLPA
(MRC Holland).

Vysledky: Klinicky relevantni varianty (class 4 a 5) byly zjistény u 23 % pacientl s PAC a ul7 % jejich
zdravych pfibuznych. Nejcastéji mutovanymi geny byly BRCA2, ATM, BRCA1, CHEK2, FANCI, FANCA, MUTYH



a PALB2. V genu BRCA1l prevaZovala patogenni varianta c.1687C>T(p.GIn563Ter) a v genu BRCA2
c.3847 _3848del (p.Val1283LysfsTer2).

Zavér: SLG CLS JEP doporuduje genetické testovani vrozenych dispozic u viech pacientd s
diagnostikovanym PAC a jejich rodin. Vysledky jsou dlleZité pro nastaveni klinického sledovani za Gcelem
prevence PAC (projekt HEPACAS) a dalsich nadorovych onemocnéni v rodiné a pro moznost cilené biologické
|éCby u pacientl s genovymi mutacemi. (napt. PARPi u BRCA pozitivnich pacienta).

RekKlasifikace klinicky nejasnych variant nalezenych u jedinci testovanych pro
hereditarni nadorové syndromy: soucasné poznatky a praxe
Spurnd Z., Panchdrtek D., Hnilickova 1., Schwarz M., FiSer M.

PRENET — prenatdlni diagnostika a genetika, Pardubice
Uvod a cil:

Reklasifikace variant je jednim z kritickych aspektd klinické genetiky. Vzhledem ke zvySujicim se
poctiim nalezenych variant je vsak stale naroénéjsi. Cilem této prace bylo shromazdéni aktudlnich poznatkd
a nasledna reanalyza klinicky nejasnych variant (VUS) u jedincd splfiujicich indikacni kritéria pro testovani
hereditarnich nadorovych syndromd.

Metoda:

Reanalyza variant byla provedena v souladu s platnymi doporucenimi a na zakladé novych dikazd.
Celkem bylo analyzovano 164 variant, které byly interné stratifikovany do kategorii VUS s benignim
potencidlem (N=23), VUS (N=114), VUS s patogennim potencidlem (N=27), v kohorté 1373 jedincu
testovanych v letech 2023-2024.

Vysledky:

Celkem bylo nalezeno 21 variant (12,80 %) vhodnych k reklasifikaci u 48 jedincl (3,50 %). Vétsina
vedla k pravdépodobné benigni klasifikaci, jedna varianta byla pfehodnocena na pravdépodobné patogenni.
Nejvice téchto variant bylo nalezeno v genech ATM a BRCA1 (N=3,3). Dale nebyl pozorovan vyznamny rozdil
v poctu reklasifikovanych variant mezi jednotlivymi lety (p=0.48). V ramci interni stratifikace variant doslo ke
snizeni poctu variant VUS a VUS s patogennim potencidlem (-7,32 % a -11,59 %) a ke zvySeni poctu variant
VUS s benignim potenciadlem (6,10 %).

Diskuze a zavér:

Vétsina zdrojl doporucuje reklasifikaci variant do 2 let od pocatecni klasifikace. V ramci onkogenetiky
se vsak uvadii méné nez rok. Tato prace potvrzuje zvysujici se rychlost prirtstku novych dlikaz( a zdlirazruje
potiebu reklasifikace variant v kratSim ¢asovém horizontu, tj. jeden rok a méné. Déle uvadi rozdilnou rychlost
zmén mezi jednotlivymi geny. Reklasifikace mlZe vést k vyznamnym zménam v diagndze, |éCebnych
strategiich i odlehéeni zatéze lékar(l a testovanych jedincd.



Funk¢na charakterizacia zarodocnych variantov u dedi¢nej trombocytopénie
asociovanej so zvySenym rizikom rozvoja hematologickych malignit

Likavcovd P.™Y, Stario Kozubik K.%*%, Vrzalovd Z.%?), Trizuljak J.%?%, Stika J.*?), Radovd L.”?, Blahdkovd I.>?),
Mareckovd A.@), Hynst 1.2, Pospisilovd $.%4%%, Doubek M.

1 Ustav lékarské genetiky a genomiky, FN Brno a LF MU, Brno

2 Centrum molekuldrni mediciny, Stfedoevropsky technologicky institut (CEITEC), Masarykova univerzita,
Brno

3 Interni hematologickd a onkologickd klinika, FN Brno a LF MU, Brno

Dedi¢né trombocytopénie (DT) tvoria heterogénnu skupinu vzacnych ochoreni charakterizovanych
znizenym poctom trombocytov. Niektoré DT, ako tie spdsobené patogénnymi zdrodocnymi variantmi v
génoch ANKRD26, ETV6 a RUNX1, si asociované so zvySenym rizikom rozvoja hematologickych malignit (HM).
U pacientov s tymito ochoreniami su krvacavé prejavy zvycajne mierne alebo absentujud, pricom hlavné riziko
predstavuje prdve vznik malignity. Diagnostika DT je komplikovanad absenciou Specifickych klinickych
priznakov a miernou trombocytopéniou, ktord mozZe ostat neodhalend pocas rutinnych vySetreni. Presna
diagnéza pacientov je €asto stanovend az pri vyskyte HM u viacerych rodinnych prislusnikov. Masivne
paralelné sekvenovanie zasadne zlepsilo genetickd diagnostiku tychto ochoreni, ale zaroven prinieslo vyzvy
spojené s interpretaciou a klasifikaciou génovych variantov. V niektorych pripadoch méze v rodine
segregovat s fenotypom ochorenia len variant nejasného klinického vyznamu (VUS). Spravna interpretécia
VUS je kltcova pre diagnostiku a klinicky manazment pacientov. Jednu z moznosti pre uréenie moznej
patogenity identifikovanych VUS predstavuju funkéné analyzy, ktorych metodické postupy sa liSia v zavislosti
na Ulohe génu, v ktorom sa variant nachadza. Patogénne varianty v 5' neprekladanej oblasti génu ANKRD26
su kauzalne pre vznik dedi¢nej trombocytopénie 2 (THC2), pricom priblizne 8 % pacientov s THC2 rozvinie v
priebehu Zivota myeloidnd malignitu. Pritomnost patogénnych variantov v ANKRD26 géne vedie k zvysenej
expresii tohto génu v megakaryocytoch, ¢o nardsa proces tvorby trombocytov a spdsobuje trombocytopéniu.
V nasej studii sme pomocou funkénej analyzy zahfiajucej stanovenie ANKRD26 expresie v trombocytoch,
metddami digitdlne a real-time PCR, stanovili vyznam ANKRD26 variantov c. 140C>G a c.-118C>T. Nase
vysledky ukazuju, Ze pritomnost variantu c.-140C>G nevedie k zvySenej expresii ANKRD26 v trombocytoch. V
kombindcii s klinickou charakterizaciou nositelov tohto variantu a jeho vysokou alelovou frekvenciou (6.6 %
v ACGT kohorte zdravych jedincov) tieto vysledky poukazuju na benigny charakter variantu c. 140C>G v
suvislosti s THC2. Naopak, pomocou funkénej analyzy sme potvrdili patogenitu variantu c.-118C>T, ktory
segreguje s fenotypom THC2 v troch generaciach jednej rodiny.

Projekt bol podporeny MZ CR grantom DRO (FNBr, 65269705); Masarykovou Univerzitou grantom
MUNI/A/1685/2024; Projektom Narodny Ustav pro vyskum rakoviny (Program EXCELES, ID: LX22NP0O5102) —
Financovdno Evropskou unii — Next Generation EU a grantovym projektom A-C-G-T z EFRR
(CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_026/00084438).

IDT = vas novy partner pre budicnost
Hordk P., Kutlikova L.

Pentagen s.r.o., Kladno

Prezentacia predstavi portfdlio spolocnosti Integrated DNA Technologies (IDT) v oblasti NGS rieseni,
ktoré zahfna flexibilné custom panely, rychlo dostupné predpripravené panely a spolahlivé komponenty pre



cielené NGS sekvenovanie. Tieto produkty umoznuju presnu a efektivnu pripravu kniznic pre Siroké spektrum
aplikacii nielen v klinickej genetike.

Na vyhodnotenie dat bude predstavena platforma SeqOne, ktorda ponuka moderné a klinicky
validované bioinformatické nastroje na analyzu, interpretaciu a reportovanie genetickych variantov.
Kombindacia IDT a SeqOne predstavuje robustny pracovny postup pre diagnosticku aj vyskumnu prax v oblasti
genetickych ochoreni.



Klinicka genetika a diagnostika

Sila amplikonti v dobé NGS technologii
Urbanovd, M., Hrabikovd, M., Kovar, M., Krutilkovd, V., Bittéovd, M., Koudovd, M.

GENNET, s.r.o., Praha

V poslednich letech se dostava do popredi diagnostika DNA zaloZzend na masivnim paralelnim
sekvenovani ve smyslu panelového, celoexomového aZ celogenomového sekvenovani a samotné
sekvenovani podle Sangera jiz byvd upozadéno. V nékolika ukazkach tak chceme predstavit velky vyznam a
prinos této technologie, kterd doklada, ze tato ,,stard” technologie ma stdle své opodstatnéni.

Jako samoziejmé bereme, Ze po nalezu patogenni varianty typu SNP/indel zachycené NGS, zpravidla
nasleduje konfirmace pomoci klasické PCR. Tento postup zaruci, Ze pacienta informujeme o realné varianté,
a nikoliv o technickém artefaktu.

Amplikony vSak mohou slouzit i jako primarni zdroj informace i v dobé NGS technologii, ackoliv
samotné amplikonové knihovny jsou vyuZivany ¢im dal tim méné a prednost maji knihovny obohacené
pomoci hybridizacnich sond.

Konkrétné bychom rddi prezentovali amplikon vysoce homologni oblasti genu PRSS1 spojeného s
dédi¢nou chronickou pankreatitidou ¢i genu CYP21A2 spojeného s kongenitdlni adrenadlni hyperplazii.
Zaroven bychom chtéli vyzdvihnout silu amplikonl v detekci mozaik de novo mutaci, a to u pfipadu WES
analyzy tria u vzacné formy osteogenesis imperfekta spojeného s genem KIF5B, kdy tyto amplikony
analyzujeme nezastupitelnou NGS metodou pomoci tzv. HybrAmp postupu.

Kompletni FeSeni pro kratka i dlouha ¢teni
Véle D.

3GENES

Metoda NGS obsahuje Siroky rozsah aplikaci s riznorodymi postupy. Integrace jednotlivych postupt
do koherentniho celku zjednodusuje rutinni praci a Setfi cas i reagencie. Cilem prednasky je predstavit
proces integrace postup, sdilet praktické priklady a predstavit moznosti dalSiho rozvoje. V prednasce se
zamérime na klicové aspekty implementace laboratornich postup(, a to pro short-read i long-read
sekvenovani — od izolace vzork(, automatizace aZz po analyzu dat. V prezentaci také zazni nase zkusenosti a
pfiklady z praxe pti zavadéni kompletnich NGS Feseni v laboratofich.

Po stopach pric¢in hereditarnich tubulointersticialnich nefropatii

Zivnd M.*?, Hodariovd K.Y, Vyletal P.%Y, Baresovd V.™, Svojsovd K., Kmochovd T.™", Hartmannovd H.,
Musdlkova D.™Y, Stranecky V.'Y, Vrbackd A.™Y, Treslovd H.?, Sovovd J.%Y, Votruba M., Kidd K.*?, Bleyer A.
J.%2 Kmoch S.+?

1 Laborator pro studium vzdcnych nemoci, Klinika pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu, 1.LF UK a VFN
v Praze
2 Section on Nephrology, Wake Forest School of Medicine, Winston-Salem, NC, USA



Hereditarni tubulointersticidlni onemocnéni ledvin (TKD) jsou charakterizované tubularni atrofii,
intersticidlni fibrézou a postupnym selhdanim ledvin vyZadujicim dialyzu a transplantaci. Dosud
charakterizované TKD reprezentuje zejména skupina onemocnéni souhrnné nazvand autosomalné
dominantni TKD (ADTKD).

Nejcastéjsi genetické pficiny ADTKD jsou mutace v genu UMOD kddujicim uromodulin, MUC1
kddujicim mucin-1 a REN kddujicim renin. Asi 35 % rodin s klinickymi a biochemickymi pfiznaky ADKTD nema
znamou genetickou pfi¢inu onemocnéni. V rdmci naseho vyzkumu jsme shromazdili soubor> 1000 rodin s
rznymi formami hereditarnich TKD.

V poslednich dvou letech jsme v nasem souboru TKD rodin pomoci celoexomového nebo
celogenomového sekvenovani a klinickych a funkénich studii identifikovali a charakterizovali patogenni
varianty ve 4 genech nové asociovanych s TKD s rlznym typem dédicnosti. Identifikovali jsme kauzalni
varianty genu APOA4 kdédujicim apolipoprotein A-IV; ALG5 kdédujicim dolichylfosfat B-glucosyltransferasu;
GLA genu na X-chromosomu kédujicim a-galaktosidasu A a MT-TF kédujicim mitochondrialni transferovou
RNA pro fenylalanin.

V rodinach (n=5) s variantou v APOA4 (p.D33N nebo p.L66V) jsme odhalily zvySenou amyloidogenicitu
mutovaného ApoA4. V disledku toho dochazi k tvorbé amyloidnich depozit ApoA4 v medule ledvin pacientd,
to vede k postupné ztraté jejich funkce a ledvinnému selhani.

U rodin (n=2) s variantou ALG5 (p.R79W) dochazi k poskozeni procesu maturace nékterych
glykoprotein napt. polycystinu-1 a uromodulinu. To vysvétluje tvorbu cyst a rozvoj TKD v postizenych
rodinach. Paralelné u pacientll dochazi k patologické lokalizaci ALG5 do Golgi aparatu, coZ mlzZe aktivovat
bunécnou stresovou reakci Golgi aparatu ledvinnych bunék.

Varianta GLA genu (p.L394P-AGAL) vede k zadrzeni mutované a-galaktosidazy A v endoplasmatickém
retikulu-Golgi intermediarnim kompartmentu ledvinnych tubuldrnich bunék pacient@ (n rodin= 6). Spatné
sbalena mutovand a-galaktosiddza A indukuje stres endoplasmatického retikula a apoptézu postizenych
ledvinnych bunék.

Diky nasemu dlouholetému vyzkumu jsme rozsitili spektrum genetickych pficin riznych forem TKD o
Ctyfi nové geny. Tato znalost zvySuje moznost uréeni spravné diagndzy, klinickou charakterizaci, kvalifikované
genetické poradenstvi a vybér zdravych darcl ledvin v postizenych rodinach. To vse je zakladem pro Uspésny
vyvoj specifické terapie.

Financovani: Tato prdce byla podporena grantem Narodniho institutu pro vyzkum metabolickych a
kardiovaskularnich onemocnéni (Program EXCELES, Cislo projektu: LX22NP0O5104) — Financovano Evropskou
unii — Next Generation EU, MSMT; MULTIOMICS_CZ (Program Jan Amos Komensky, Ministerstvo $kolstvi,
mladeZe a télovychovy, Ceska republika, ID Projektu CZ.02.01.01/00/23_020/0008540) — spolufinancovéano
Evropskou unii; grantem Ministerstva $kolstvi, mlddeZe a télovychovy Ceské republiky - LUAUS24087;
Narodni centrum lékarské genomiky (LM2023067); Institucionalnimi programy Karlovy Univerzity v Praze
UNCE/24/MED/022 a SVV 260631.

Monoalelicka varianta LAMAS podminuje v jedné rodiné autosomalné dominantni
tubulointersticialni nefropatii

Svojsovd K.™Y, Baresovd V.™Y, Vyletal P.*Y, Hodariovd K.®), Hartmannovd H., Stranecky V.™Y, Kidd K.™*?,
Bleyer A.J.*?, Kmoch S.%?, Zivng M.*+?



1 Laborator pro vyzkum vzdcnych nemoci, Klinika pediatrie a dédicnych poruch metabolismu, 1. LF UK,
Praha
2 Wake Forest School of Medicine, Section on Nephrology, Winston-Salem, NC, USA

Autosomalné dominantni tubulointersticidlni nefropatie (ADTKD) je heterogenni skupina
onemocnéni ledvin, které vedou k jejich selhani a nutnosti dialyzy a transplantace ve véku 30-70 let.
Nejcastéjsimi genetickymi pfi¢inami ADTKD jsou varianty v genech UMOD, MUC1 a REN. Asi 30 % pfipadu
stale z(stava bez znamé genetické diagndzy.

Cilem této prdce bylo objasnit genetickou pficinu a patogeneticky mechanismus selhani ledvin v
rodiné s fenotypem ADTKD a vylouéenymi mutacemi ve znamych kauzalnich genech. Celoexomové
sekvenovani odhalilo heterozygotni variantu LAMAS5 chr20:62324530C>T (NM_005560.6:c.5621G>A;
p.D1852N) u 3 klinicky postiZzenych jedinctl, zatimco genotyp 1 zdravého ¢lena byl WT. Naslednym cilenym
sekvenovanim jsme potvrdili pfitomnost varianty u dalsich 3 postizenych jedinct a vyloucili u 2 zdravych ¢len(
rodiny.

LAMAS kéduje laminin a5 (LAMAS), ktery spolu s podjednotkami B- a y- tvofi skupinu
heterotrimernich glykoproteinli, tzv. laminin{. Heterotrimery se glykosyluji a skladaji v lumen
endoplasmatického retikula, poté jsou transportovany do Golgiho aparatu a sekretovany do extracelularniho
prostoru. Lamininy jsou jednou z hlavnich sloZek bazdlnich membrdn. Zprostfedkovavaji propojeni
cytoskeletu bunék s extracelularnim prostfedim, ¢imz se podileji na bunéénych adhezich, bunécné migraci a
diferenciaci. Laminin a5 je jedinym a fetézcem v bazalnich membranach glomerulll a distalnich tubull v
diferencované ledvinné tkani.

V ramci charakterizace patogenetického mechanismu rozvoje ADTKD u pacientd s variantou
p.D1852N-LAMAS jsme technologii CRISPR-Cas9 pfipravili bunéény model epitelidlnich SiHa bunék stabilné
exprimujici studovanou variantu LAMA5 nebo WT. Pomoci konfokalni mikroskopie jsme lokalizovali
p.D1852N-LAMAS5 v endoplasmatickém retikulu, zatimco WT-LAMADS kolokalizovala s markerem fokalnich
adhezi vinkulinem. Ddle jsme pozorovali zmény na Urovni cytoskeletu, které jsou predmétem dalsiho
vyzkumu. Vysledky lokalizaéni studie z buné¢ného modelu jsme potvrdili na Urovni biopsie tlustého stfeva od
pacienta s p.D1852N, zatimco v kontrolni stfevni tkani jsme LAMAGS lokalizovali v oblasti bazalnich membran.

Identifikovana monoalelicka varianta LAMAS obdobné jako patogenni varianty MUC1, UMOD a REN
vede ke kumulaci mutovaného proteinu v kompartmentech rané sekrecni drahy, poruse proteinové
homeostazy, aktivaci bunécné stresové odpovédi a v disledku toho k selhani ledvin u pacientl s ADTKD.

Financovani: Tato prdce byla podporena grantem Ndrodniho institutu pro vyzkum metabolickych a
kardiovaskularnich onemocnéni (Program EXCELES, Cislo projektu: LX22NP0O5104) — Financovano Evropskou
unii — Next Generation EU, MSMT; MULTIOMICS_CZ (Program Jan Amos Komensky, Ministerstvo $kolstvi,
mladeze a télovychovy, Ceska republika, ID Projektu CZ.02.01.01/00/23_020/0008540) — spolufinancovano
Evropskou unii; grantem Ministerstva $kolstvi, mlddeZe a télovychovy Ceské republiky - LUAUS24087;
Narodni centrum lékarské genomiky (LM2023067); Institucionalnimi programy Karlovy Univerzity v Praze
UNCE/24/MED/022 a SVV 260631



Polycysticka choroba ledvin s prenatalnim nastupem v diisledku trialelické zmény v
PKD1 a PKD2

Godava M.*?, Dhaifalah 1., Civrny J.%), Indrdkovd J.”%, Michdlkovd K.?, Flégelovd H., Svarcovd J.(©,
Srovnal J.”

1 Fetmed s.r.o. - Centrum fetdIni mediciny, genetiky a gynekologie, Olomouc
2 Laborator lékarské genetiky, SPADIA LAB a.s., Novy Jicin

3 Radiologickd klinika, FN Olomouc

4 Laborator DNA diagnostiky, Oddéleni Iékarské genetiky, FN Ostrava

5 Nefrologickd ambulance, Détska klinika, FN Olomouc

6 Gynes s.r.o0., Hranice

7 Ustav lékar'ské genetiky, FN Olomouc

Polycystické onemocnéni ledvin se obvykle projevuje aZ v dospélosti (AD forma) nebo v ¢asném
détstvi / prenatalné (AR forma). Prenatalni nastup onemocnéni je v pripadé AD formy pomérné vzacny.
Kazuistika prezentuje pfipad plodu (ll. gravidita pacientky), u kterého byly dle UZ v 32 g.h. zachycené
bilaterdlné hyperechogenni ledviny hranic¢ni velikosti pfi normdlnim objemu plodové vody. Pacientka
(ukrajinsky ptivod) méla jiz jednoho syna ve véku 10 let, u kterého uvadéla v gravidité vétsi ledviny a nasledné
i oligohydramnion, postnatalné prfiméreny vyvoj a Udajné pfiméreny UZ vzhled ledvin. U syna byla provedena
komplexni DNA diagnostika se zamérenim na polycystdsu ledvin (NGS, MLPA, long-range PCR se Sangerovou
sekvenaci), tato odhalila patogenni variantu v PKHD1, ale pouze v heterozygotni formé. Prekvapivé byly
nalezeny 2 varianty v PKD1 - jedna je pravdépodobné patogenni hypomorfni varianta, druhd (extrémné
vzacna) byla zatim formalné hodnocena jako varianta nejasného vyznamu, dle komplexich prediktord spise s
moznou patogenitou. UZ ledvin u syna ve véku 10 let popsal hyperechogenni parenchym, drobné cysty
kortexu, vpravo ledvinu s hranic¢ni velikosti; bez patologie jater. UZ ledvin narozené dcery ve 2 tydnech byl s
nalezem hyperechogennich jasné zvétSenych ledvin s ¢etnymi drobnymi korovymi cystami, bez patologie
jater. U dcery jsou pfitomné pouze 2 varianty v PKD1. Literatura uvadi nékolik ptipadu s vyskytem bialelické
mutace v PKD1 (hypomorfni / inkompletné penetrantni alely), kdy doslo k manifestaci polycystdsy ledvin jiz
prenatdlné, pricemz ndlez simuloval spiSe AR PKD - postnatalni prlbéh a celkovd progndsa pak zavisi od
charakteru samotnych nalezenych mutaci. Je moziné, Ze i varianta v PKHD1 ovliviiuje celkovy fenotyp
onemocnéni.

Vyzvy a limity DNA testovania otcovstva a inych pribuzenskych vztahov, ,aneb i
porouchané hodiny dvakrat za den ukazuji spravny cas"

Baldovi¢ M.*2, Blandovd G.*3, Durisovd K., Elias V.Y, Krasrianskd G.%% Cervendk Z.%), Ferdk V.'V,
Konecny M.

1 Laboratdrium genomickej mediciny, GHC GENETICS SK s.r.o., Bratislava

2 Katedra molekuldrnej bioldgie, Prirodovedeckad fakulta UK, Bratislava

3 Ustav lekdrskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a UNB, Bratislava
4 Katedra Bioldgie FPV UCM, Bratislava 5V. internd klinika LF UK, Bratislava

DNA testy otcovstva sa v poslednych rokoch, najma vdaka niz§im nakladom, stali dostupnejsimi pre
Siroku verejnost. Aj ked z odborného pohladu ide o dnes uz pomerne trividlnu zaleZitost, s narastajdcim
poétom pripadov sa aj tu objavuju fenomény, ktoré vyzaduju blizsiu pozornostodbrnikov. Dochadza aj k
posunom v zmysle riesenych pribuzenskych vztahov, rozsirujiceho sa poctu vyuzivanych markerov a s tym
sUvisiacej Statistickej sily, ktord umoznuje spolahlivé vyhodnotenie testov aj pri Strukturovanej variabilite v



populacii. Stanovenie inych pribuzenskych vztahov ¢i uz za Géelom identifikacie pozostatkov pri hromadnych
nestastiach alebo kriminalnych pripadoch, ale aj ako nepriame testovanie otcovstva v obc¢ianskych sporoch
predstavuje stale naro¢né vyzvy pre forenznu genetiku. S ciefom zlepsit silu diskriminacie a informativnosti
DNA testov réznych stupriov pribuznosti sa tak venuje ¢oraz vacsSia pozornost jednak rozsirovaniu suboru
pouzivanych genetickych markerov, ale aj potencialu finanéne a procesne ndakladnejsich technoldgii MPS
alebo DNA Cipy, zatial pouzivanych prevazne len pri prenatalnom testovani otcovstva analyzou fetdlnej DNA.

V nasSom sledovanom subore vySe 8000 pripadov sme retrospektivne zhodnotili vyvoj tychto
genetickych testov v nasom laboratériu v poslednych rokoch. Zamerali sme sa predovsetkym na odsledovanie
problematiky mutacii ako aj komplexného stanovovania inych pribuzenskych vztahov, v neposlednom rade
aj medicinsky zaujimavé pripady a ,sociologicky” kontext DNA testovania otcovstva.

Ciefom nasho prispevku je aj nacrtnut vyvoj v tejto oblasti na najblizsie roky v nasich podmienkach
so zameranim sa na udrzanie ndkladovo efektivneho testovania otcovstva s dostatoc¢nou vypovednou silou
pri reflektovani najnovsich pristupov publikovanych v odbornej literature.

Vyznamnost tejto oblasti genetiky podciarkuje fakt, Ze spolahlivost a presnost testovania DNA z neho
robi cenny nastroj na stanovenie alebo vyvratenie biologickych vztahov a je tak Siroko pouZivané v pravnom
a forenznom kontexte. Zohrdva kl'ucovu Ulohu v ¢oraz ¢astejSich pripadoch tykajucich sa starostlivosti o deti,
pristahovalectva, dedi¢skych sporov a vySetrovania trestnych ¢inov.

Parodontitida ako nevhodné rodinné dedicstvo
Konecny M.

Laboratérium genomickej mediciny, GHC GENETICS SK

Parodontitida (PD) je chronické multifaktoridlne zapalové ochorenie lokalizované v Ustnej dutine,
ktoré zahffa vplyv medzi gingivdlnou mikrobidlnou dysbiézou, zapalom tkaniva parodontu, destrukciou
tkaniva a modifikujucimi faktormi, ako su Zivotny Styl, fajcenie, systémové ochorenia a genetika. Zavazna
parodontitida predstavuje jedno z najrozsirenejsich chronickych zapalovych ochoreni na svete, ktoré méze
ovplyvnit aj riziko inych systémovych ochoreni ako ateroskleréza, komplikacie tehotenstva, reumatoidna
artritida, aspiratnda pneumonia ¢i rakovina. Ludsky ordlny mikrobiém je druhou najcastejsSie skimanou
mikroflérou, pricom za posledné desatrocia sa poznatky o jeho Struktire a zloZeni v spojeni so zdravim
parodontu rozsirili. Zavedenie sekvenovania 16S rRNA do analyzy ordlneho mikrobiému odhalilo
,heviditelné” faktory, ktoré hraju doélezitu ulohu pri indukcii PD. R6zne celogendmové asociacné studie
(GWASs) hladaju v gendme bezné SNP, ktoré prispievaju k zvySenej nachylnosti na ochorenia, a identifikuju
niekolko lokusov spojenych s PD. V rdmci prednasky poskytneme komplexny pohlad na jednotlivé biologické
rizikové faktory ochorenia a pokusime sa odpovedat na otdzku, ¢i parodontitida moéze alebo neméie
predstavovat genetické ochorenie.

Neurometabolické a neurovyvinové ochorenia v romskej populacii
Giertlovd M.*>3%, Drenc¢dkovd P.™, Saligovd J.*”, Potocridkova L., Mistrik M.®, Okdlovad K., Honzik T.®,
Noskovd L. Zikdnovd M., Kmoch 5.1

1 Centrum klinického a predklinického vyskumu, MediPark, LF UPJS v KoSiciach
2 Neurologickd klinika, LF UPJS v KoSiciach



3 Ambulancia lekdrskej genetiky, DFNsP Banskd Bystrica

3 Ambulancia lekdrskej genetiky, Unilabs Slovensko s.r.o., KoSice

5 Ambulancia pre DPM, DFN v KoSiciach

6 Ambulancia lekdrskej genetiky, Unilabs Slovensko s.r.o., Spisskd Novad Ves
7 1l. DK SZU, DFNsP Banskd Bystrica

8 KPDPM, 1. LF UK a VFN v Praze

9 Laborator pro studium vzdcnych nemoci, KPDPM, 1. LF UK a VFN v Praze

V rémskej populdcii si zndme viaceré ochorenia s efektom zakladatela. V praci sa zameriavame na
neurovvyvinové a neurometabolické ochorenia. Okrem znamych uzZ popisanych ochoreni ako je PDHX deficit,
deficit proteinu TMEM70 alebo beta-mannoziddza, sme v poslednych rokov v nasej praxi identifikovali nové
varianty s efektom zakladatela (SLC13A5, EARS2, RCQL4) ale aj nové kandidatne gény (TBRG1). Niektoré
ochorenia sa v romskej populdcii vyskytuju s inym typom dedicnosti a inym fenotypom (NUS1, ADAM?22).
KedZe signifikantna cast romskej populédcie Zije vo wvlicenych komunitdch v extrémnych Zivotnych
podmienkach a je pritomnda segregacia na Urovni vzdeldvania, je niekedy naro¢né primerane hodnotit
intelektovy vyvoj u pacientov. Nasa praca potvrdzuje potrebu genomickej inkluzie etnickych podskupin,
prinos komplexnych genomickych analyz u etnickych podskupin a Specificky pristup na klinickej Grovni.

Vv

Pontocerebelarni hypoplazie typ 1B jako pri¢ina hypotonie, poruch polykani a
mikrocefalie u novorozencti romského etnika - vzacna geneticka diagnéza?
Ptdénikovd N.Y, Balaséakovd M., Wayhelovd M.V, Safka Brozkovd D.*?, Uhrovd Mészdrosovd A.,
Kopcilova J.*%), Zidkovd J.%)

1 Ustav biologie a lékarské genetiky 2. LF UK a FN v Motole, Praha
2 Neurogenetickd laborator Kliniky détské neurologie, 2. LF UK a FN v Motole, Praha
3 Centrum molekuldrni biologie a genetiky, IHOK, FN Brno

Pontocerebeldrni hypoplazie typu 1B (PCH1B) je neurologické onemocnéni s autozomalné recesivni
dédi¢nosti vznikajici na podkladé patogennich variant v genu EXOSC3. Onemocnéni je vzacné, nema
stanovenou prevalenci v béZzné populaci. V ¢eské romské populaci byl vdak prokdzan vyskyt founder varianty
NM_016042.4(EXOSC3):c.92G>C, p.(Gly31Ala) a frekvence prenasecli této varianty se udavad cca 4%
(Schwabova et al 2013).

Pro onemocnéni jsou typické mnohocetné strukturni abnormality mozku a michy (hypoplazie
mozecku, vermisu, mozkového kmene), déle hypotonie, progredujici mikrocefalie a zavaziné vyvojové
opozdéni. Umrti ¢asto nastava pied dosazenim jednoho roku véku v diisledku respiraéniho selhani.

V ramci predndasky budou prezentovany tfi kazuistiky novorozencl romského etnika vysetfovanych
pro tézkou hypotonii, poruchy polykdni, mikrocefalii a respiracni insuficienci s ndsledné potvrzenou
diagnézou PCH1B na podkladé nalezu founder varianty NM_016042.4(EXOSC3):¢.92G>C, p.(Gly31Ala) v genu
EXOSC3 v homozygotnim stavu.

Podporeno Islandem, Lichtenstenskem a Norskem prostfednictvim Fond( EHP reg. ¢. ZD-ZDOVA2-
001



Vyznam celoexomového sekvenovani pro dalsi management pacientii se zrakovym
postiZenim
Turnovec M., Vlyhndlkovd E.'”, Dvofdkovd L., Musovd Z.", Benes V. I11.1?, Havlovicovd M.(?

1 Ustav biologie a lékarFské genetiky 2. LF UK a FN v Motole, Praha
2 Neurochirurgickad klinika déti a dospélych 2. LF UK a FN v Motole, Praha

Prezentujeme dvé kazuistiky pacientl s hypoplazii optického nervu a vyhody prechodu od diagnostiky
pomoci cilenych paneld k celoexomovéhmu sekvenovani.

Prvni pacient byl doporucen ke genetickému vysetreni jiz ve tfrech mésicich véku pro bloudivé pohyby
oci, nystagmus a centralni poruchu zraku, mél téZz opozdén celkovy psychomotoricky vyvoj. V diferencialni
diagnostice byla zvazovana Leberova hereditarni optickou neuropatie, ktera se vsak cilenym vysetfenim
nepotrvdila, vysvétleni nepfineslo ani vysetreni cileného panelu gent asociovanych s oénimi vadami. Pfi¢inu
pacientovych potizi objasnilo az celoexomové sekvenovani probanda v triu s rodi¢i ndlezem patogenni
varianty c.139C>T p.(GIn47*) materndlniho plvodu a pravdépodobné patogenni varianty c.811C>T
p.(Arg271*) paternalniho plvodu v genu CLCN7 (NM_001287.6).

Ve druhém pfipadé Slo o pacientku doporucenou ke genetickému vysSetreni ve véku Ctyr let pro
suspektni hypoplazii ¢i atrofii optickych nervi. Asi o rok dfive rodice u ni pozorovali strabismus. Celoexomové
vySetreni zjistilo patogenni variantu c.856C>T p.(Arg286Trp) v genu CLCN7, kterd je maternalniho plvodu.

Tento gen kdéduje napétové fizeny chloridovy kandl typu 7, jehoZ poruchy jsou asociovany s
autozomadlné recesivni osteopetrézou typu 4, zndmou také jako infantilni maligni osteopetréza a dale
autozomdlné dominantni osteopetrdzou typu 2, oznacovanou také jako Albersova-Schénbergova nemoc ci
nemoc mramorovych kosti, u které je popisovana variabilni penetrance.

Ve druhém pfipadé se podafilo diky v€asnému stanoveni diagndzy a ndsledné neurochirugické
dekompresi optickych nervil zachovat u pacientky zrak. Casné stanoveni diagndzy, ke kterému pfispiva
celoexomové sekvenovani tak mlze pro pacienty predstavovat vyznamny prospéch s dopadem na dalsi
management a jejich progndzu.

Leberova hereditarni opticka neuropatie - aktualizace diagnostického algoritmu
Tesarovd M.V, ptackovd H.%Y, Kousal B.”?, Kelifovd S.*, Krej¢ovd H.™, Zahradnikovd J.%Y), Zajicovd
Docekalovd D.%, Trefilovd E.*Y, Zdhordkovd D.™Y, Zeman J."%, Liskovd P ?), Honzik T.("

1 Klinika pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu, 1. LF UK a VFN v Praze
2 Oc¢ni klinika 1. LF UK a VFN v Praze

Mitochondridlni onemocnéni prestavuji heterogenni skupinu vzacnych geneticky podminénych
chorob, které postihuji jeden organ nebo se manifestuji multisystémovou poruchou. PostiZzeni oka je jeden z
nejcastéjsich klinickych projevi mitochondrialnich onemocnéni a zahrnuje celou fadu neurooftalmologickych
pfiznakl. Leberova hereditarni neuropatie optiku (LHON) spolu s dominantni optickou atrofii (DOA) typu 1
patfi mezi nejcastéjsi nesyndromické dédicné neuropatie optiku, které vedou k zavainé poruse zraku a
nasledné slepoté. Minimalni odhadovana prevalence LHON v Evropé je 3,2 na 100 tisic obyvatel a jedna se
tak o nejCastéjsi a jasné klinicky odlisitelné mitochondridlni onemocnéni. Jako prvni patogenni varianta v
mitochondridlni DNA (mtDNA) byla popsand varianta MT-ND4: m.11778G>A (p.Arg340His) jako p¥icina LHON
(Wallace et al, 1988; gen MT-ND4 kdduje podjednotku komplexu | dychaciho retézce). Geneticky je vice nez



95% pripadd LHON zplisobeno patogennimi variantami v mtDNA, z toho u 90% z nich se vyskytuje jedna ze 3
prevalentnich variant. V roce 2021 byly identifikovany bi-alelické varianty v genu DNAJC30 (Stenton et al,
2021) jako dalsi z castych pric¢in LHON (navic s prevalentni variantou ve stfedo- a vychodoevropskych
populacich). Na nasem pracovisti jsme LHON geneticky potvrdili jiZz u 176 pacientl (24x DNAJC30, 152x
mtDNA). LHON je také jediné z mitochondridlnich onemocnéni, pro které existuje terapie (idebenon, v CR
schvédleno v 2018) a u 50% pacientl vede k vyraznému zlepSeni zraku. V roce 2024 byly podrobné
charakterizovany varianty v genu NQO1 (Aleo et al., 2024), které jsou u pacientli s LHON zodpovédné za
minimalni Uc¢innost terapie idebenonem a jeho poddvani mize naopak vice inhibovat zbytkovou aktivitu
komplexu |. Genotypovani variant NQO1 v souboru 24 ceskych a slovenskych pacientll na terapii
identifikovalo zatim pouze jednoho pacienta, u kterého bylo poddvani idebenonu ukonceno. Od roku 2025
jsme zaradili NQO1 genotypovani do diagnostického algoritmu pro rychlou a efektivni diagnostiku pacient( s
LHON.

Podpofeno projekty AZV NU22-07-00614, RVO VFN 64165 a programem Univerzity Karlovy
Cooperatio_Pediatrics.

VyuZziti single cell multiomiky v klinickém vyzkumu / Single cell multiomics in clinical
research
Omelchenko D.

DYNEX Technologies s.r.o, Bustéhrad

The emergence of single-cell multiomics technologies has revolutionized the modern view of cellular
complexity, enabling impactful insights into tissue heterogeneity, disease mechanisms, and therapeutic
responses at the individual cell level. This transformative approach, combining genomics, transcriptomics,
proteomics, and epigenomics, allows for the simultaneous profiling of multiple molecular layers within single
cells, providing a comprehensive view of cellular states and dynamics. In clinical research, single-cell
multiomics offers a powerful platform for exploring disease heterogeneity, identifying novel biomarkers, and
uncovering the molecular underpinnings of complex diseases such as cancer, neurodegeneration, and
autoimmune disorders. Moreover, single-cell transcriptomics can reveal the molecular background behind
transplant rejection and help identify it at early stages. Currently, in the Czech Republic and Slovakia, clinical
single-cell applications are limited but becoming more frequent in clinical research.

Here, we discuss the applications and challenges of integrating single-cell multiomics in clinical
research. We highlight recent advancements in experimental techniques and present an overview of the
current diversity of technologies. Specifically, we highlight the capabilities of avidity-based chemistry that
allows to combine traditional NGS sequencing, RNA and protein cytoprofiling, and untargeted in-situ
transcriptome sequencing in single cells on one instrument. This approach is enabling the dissection of tumor
microenvironments, immune responses, and tissue-specific alterations in chronic diseases. Furthermore, the
integration of multiomics data with clinical outcomes promises to accelerate personalized medicine,
facilitating the identification of patient-specific therapeutic targets and improving treatment strategies.

Neinvazivne prenatalne testovanie - skrining alebo diagnostika?
Mindrik G.*, Hyblovd M.™Y, Landlovd D.*, Rézovd I.%, Krizan P.



1 Trisomy test s.r.o., Nitra, Slovensko
2 Gyncare s.r.o., Bratislava, Slovensko

Uvod

Rozsirenie dostupnosti neinvazivheho prenatdlneho testovania (NIPT) ako bezpecnej a rychlej
alternativy pri detekcii Castych a zdvazinych chromozémovych poriuch plodu viedlo k revolucii v oblasti
prenatalneho skriningu. Zaroven vsak prinieslo mnoZstvo otdazok a kontroverzii, Specificky v pripadoch
spojenych so ziskanim nestandardnych - hrani¢nych, nejednoznaénych, necielenych alebo ndhodnych zisteni.

Ciel

Cielom prednasky je predstavit na konkrétnych prikladoch z literatiry a praxe $pecifikd hodnotenia
a interpretdacie vysledkov NIPT testov s ohladom na ich limitacie na jednej a mozZnosti na druhej strane,
stierajuc tak rozhranie medzi ich skriningovym a diagnostickym vyuzitim.

Metddy

Prostrednictvom detailnej analyzy manaimentu pripadov s nestandardnymi vysledkami NIPT
prezentovanymi v odbornej literatire a zistenymi v nasej praxi chceme predstavit komplexnost ich
hodnotenia. Zahrnuté budu aj vysledky spojené s detekciou Specifickych typov maternalnych nalezov, ktoré
mdzu mat vyznamny dopad na ich vyslednu interpretaciu a diagnosticky dosah.

Vysledky

Kym vyuzitie NIPT pre detekciu vybranych chromozémovych aneuploidii v standardnom nastaveni
preukazalo svoj klinicky benefit, moznost detekcie necielenych alebo ndhodnych zisteni, nielen fetalneho ale
aj materndlneho poévodu, stadle predstavuje vyzvu pre nasledny laboratérny a klinicky manazment.
Réznorodost a unikatnost specifickych nalezov ¢asto vedie k dilemam, ktoré je v praxi potrebné zohladnit aj
v kontexte volby a dostupnosti nadvazujuceho testovania, spésobenych obav u buducich rodicov a etickych
otazok, ktoré by mali byt zohladnené pri ich interpretacii a konzultacii.

Zaver

V nadvéaznosti na stdle vacsiu mieru vyuzivania NIPT a jeho presahom zo skriningu do diagnostiky je
potrebné sledovat a aktualizovat odborné standardy a klinické odporucania a to regionalne ako aj
medzinarodne. Zaroven je potrebné mat moZnost ich pouZivat tak, aby s nimi bolo moZné poskytovat aj
Specificky personalizované interpretacie pre optimalnu podporu klinického manazmentu a rozhodovania v
raritnych pripadoch.

Generika pro Genetika
Zdstera J.

Carolina Biosystems, s.r.o.

Spolec¢nost Carolina Biosystems se od pocatku své existence zaméfruje na vyhledavani cenové
dostupnych, ale zaroven vysoce kvalitnich produktl pro rutinni diagnostické i vyzkumné laboratore v oblasti
molekularni genetiky. V prabéhu vice nez 16 let jsme nasim zédkaznik{im vZdy pfinaseli mozZnosti pro snizovani



nakladl, aniz by doslo ke kompromisu v kvalité a pfesnosti vysledkl. Kromé dodavek originalnich vyrobka,
spotrebniho materidlu ¢i ndhradnich dild za ceny nizsi ve srovnani s oficidlni mistni distribuci jsme nalezli i
celou radu alternativnich feSeni. Produkty, které Ize oznadit za ,,generika” Siroce pouZivanych reagentl a
spotrfebniho materidlu, tak dnes predstavuji vyznamnou ¢ast nasi nabidky. Obdobné jako je tomu u
generickych Iécivych pfipravkd, i tyto alternativy jsou zcela ekvivalentni svym originalim. Financ¢né jsou vsak
vyrazné dostupnéjsi, coz umoznuje efektivnéjsi vyuZiti rozpoctl laboratofi. Do roku 2025 vstupujeme s
posilenou nabidkou v této oblasti. Otevirame tak nové mozZnosti pro spolehliva a ekonomicky vyhodna feseni
provadéni modernich molekularné genetickych analyz.

DPYD a haplotyp B3: Hluboka intronova varianta ¢.1129-5923C>G a jeji role v klinické
praxi

Janikovd M.*?, Kolafikovad K.*?, Kratochvilovd R.*?, Brisudovd A.**?, Langerovd H.*?), Curtisovd V.2,
RozZdnkovd Z.*¥), Slavkovsky R.*®), Vrté| R.(%?)

1 Ustav lékafské genetiky, FN Olomouc
2 Ustav Iékafské genetiky, LF UP v Olomouci
3 Ustav molekuldrni a translacni mediciny, LF UP v Olomouci a FN Olomouc

Dihydropyrimidin dehydrogenaza (DPD), kédovana genem DPYD, hraje klicovou roli v metabolismu
chemoterapeutik na bazi fluoropyrimidinQ, jako jsou 5-fluorouracil (5-FU) a capecitabine. Tyto léky se
pouzivaji k [écbé Sirokého spektra nador(, véetné nadoru kolorekta, prsu, zaludku a nador( hlavy a krku.

Bylo identifikovano nékolik variant v genu DPYD, které sniZuji nebo zcela rusi aktivitu DPD. Pacienti s
témito variantami maji zvySené riziko intoxikace pfi podani fluoropyrimidind, coz mdze vazné ohrozit jejich
zdravi nebo vést az k umrti. Klinické farmakogenetické konsorcium (CPIC) proto doporucuje testovat
pfitomnost klinicky nejrelevantnéjsich variant v genu DPYD, aby se na zakladé vysledkl genotypizace a
stanoveného skdre aktivity nastavila optimalni terapeuticka davka pro kazdého pacienta.

Mezi nejcastéjsi priciny snizené funkce DPD patfi haplotyp B3 (HapB3), ktery je ¢asto detekovan na
zakladé pfitomnosti benigni synonymni varianty ¢.1236G>A (p.Glu412=) (rs56038477) v exonu 11. Nicméng,
za poskozeni funkce DPD je zodpovédna varianta ¢.1129-5923C>G (rs75017182) v intronu 10, protoZe vytvari
nové kryptické sestfihové misto. Tyto varianty jsou obvykle ve vazbé a varianta p.Glu412= se proto oznacuje
jako ,SNP znacici haplotyp B3“. Nedavné studie ukazaly, Ze vazebni nerovnovaha (LD) mezi nimi neni
perfektni. To znamena, Ze néktefi jedinci mohou nést variantu c.1236G>A, avsak nejsou nositeli varianty
€.1129-5923C>G. Testovani pouze varianty c.1236G>A tak mlZe vést k falesné pozitivnim vysledkim testl a
suboptimalnimu davkovani, coz by mohlo negativné ovlivnit 1é¢bu a vyhlidky pacientd na preziti. Aby se
tomuto problému zabranilo, bude v rdmci prezentace nabidnuto mozné rfeseni.

Tato prace byla podpoiena Mz CR —RVO (FNOI, 00098892).



Vyznam prenasecstvi patogennich variant v genech pro syndromy chromosomalni
instability z hlediska rizika hematologickych malignit a toxicity protinadorové 1écby
Trizuljak J.%%>3, Blahdkovd 1., Helma R.%?, Vrzalovd Z.%*3, Radovd L.**3, Stika J.%?, Stario Kozubik
K.%23) [ikavcovad P.*, Pospisilovd S.*%*3, Doubek M.*+%3)

1 Ustav lékarské genetiky a genomiky, LF MU a FN Brno
2 Strfedoevropsky technologicky institut, Masarykova univerzita, Brno
3 Interni hematologickd a onkologickad klinika, LF MU a FN Brno

Syndromy chromosomalni instability (SCHI) jsou skupinou vzacnych autosomadlné recesivnich
onemocnéni, charakterizovanych nachylnosti chromozom( ke spontannim ¢i indukovanym zlomam. Tato
heterogenni skupina onemocnéni zahrnuje mimo jiné Fanconiho anémii, Ataxia teleangiectasia, Nijmegen
breakage syndrom, Bloomuv syndrom, Werner(v syndrom a Xeroderma pigmentosum. Mezi ¢asté rysy patfi
nizky vzrist, kozni projevy, dysmorfické rysy, chemosenzitivita, radiosenzitivita a dramaticky zvySené riziko
malignit véetné hematologickych. Incidence byva castéjsi v rodindch s konsanguinitou. Heterozygotni
prenasedi patogennich variant v téchto genech maji zvySené riziko solidnich nadord, zejména nékteré
komplementaéni skupiny pro Fanconiho anémii. Na souboru 1144 pacientd se solidnimi nadory lé¢enymi na
Interni, hematologické a onkologické klinice FN Brno jsme retrospektivné sledovali vyskyt hematologickych
malignit v rodinach pacientl nesoucich patogenni varianty v genech pro SCHI ve srovnani s pacienty, ktefi
Zadnou variantu nenesli. Dale jsme tyto skupiny srovndvali z hlediska toxicity chemoterapie a radioterapie.
Ackoliv rozdil incidence hematologickych malignit v rodindch mezi skupinami nebyl statisticky vyznamny, ve
skupiné prenasecl patogennich variant pros SCHI jsme pozorovali vyznamnéjsi ¢etnost nezadoucich Gcinkd
Iécby.

Projekt byl podporeny grantem DRO (FNBr, 65269705); projektem Narodni Ustav pro vyzkum
rakoviny (Program EXCELES, ID: LX22NP05102) — Financovano Evropskou unii — Next Generation EU; grantem
MUNI/A/1685/2024 — Financovano Masarykovou Univerzitou.

Genetické vyseti‘eni v personalizované 1é¢bé - od paliativni péce k uispésné 1écbé
Tajtlovd J.%Y, Kejkulovd R."Y, Friedovd N.™Y, BroZovd K.”?, Langovd M.

1 Oddéleni lékarské genetiky, FTN, Praha
2 Oddéleni détské neurologie, FTN, Praha

Pyridoxyin-dependentni epilepsie je vzacné neurometabolické onemocnéni charakterizované
epileptickymi zachvaty zacinajicimi v prvnich tydnech aZ mésicich Zivota # 266100. Na oddéleni détské
neurologie byl pfijat 4mésicni chlapec s epileptickymi zachvaty od patého dne po narozeni, byl Iécen
vysokymi davkami fenobarbitalu 30 mg/kg. Pfi probihajicim bakterialnim infektu doslo k rozvoji rezistentniho
status epilepticus, dité bylo prevedeno do thiopentalového kdmatu a rodina do paliativni péce.

Provedend vysSetfeni neodhalila pfi¢inu zachvatl (elektroencefalografie, ultrazvuk CNS,
oftalmologické vysSetieni a odbér mozkomisniho moku). Bylo provedeno masivni paralelni sekvenovani
epileptickym panelem (Custom Tier kit Sure Agilent ID 3368871, 223 geni) na NextSeq 500/550 DX (lllumina,
GeneTiCA), pipeline v softwaru GENOVESA (Bioxys), které detekovalo dvé patogenni varianty v genu:
HGVS/HGVp:  ALDH7A1  (NM_001182.5): c.1489+5G>A  p.-; dbSNP:  rs368820286; mat
HGVS/HGVp: ALDH7A1(NM_001182.5): c.1279G>C p.Glu427GIn; dbSNP: rs121912707; pat (trans pozice).
Obé varianty byly ovéreny Sangerovoym sekvenovanim.



Varianty v genu ALDH7A1 jsou asociovany s pyridoxin dependentni epilepsii. Na substituci
pyridoxinem, nizkolysinové dieté, suplementaci argininu a monoterapii fenobarbitalem je plné kompenzovan
po strance epileptickych zachvatl. Psychomotoricky vyvoj pokraduje velmi pfiznivé, vyvojovy progres je
patrny béhem kratkého obdobi 6 tydnl. Aktudlné odpovidad poloviné Il. trimenonu v 7 mésicich. V
neurologickém nalezu pretrvava hypertonicky syndrom s opistotonickou tendenci (ktera ale v ¢ase ustupuijici)
a persistenci nékterych novorozeneckych reflexud.

Guidelines SLG pro referovani sekundarnich a incidentalnich nalezii z NGS/WES/WGS
Koudovd M.

Vybor SLG CLS JEP

Prezentace se bude vénovat sezndmeni a diskusi s ndvrhem guidelines SLG CLS JEP pro referovani
sekundarnich a incidentdlnich nalez(i z NGS analyz, predevsim z (klinického) exomu a sekvenovani genomu.
Sekunddrni ndlez je definovan ndlez klinicky vyznamné varianty (pravdépodobné patogenni (class 4) a
patogenni (class 5) v predem definovanych genech nesouvisejicich s primarnim Gcelem testovani (mimo
oblast indikace — fenotyp HPO terms, indikované geny...) a mél by byt laboratofi reportovan. American
College of Medical Genetics and Genomics publikovala doporucéeni pro referovani téchto sekundarnich
nalezi. Seznam genU je pravidelné revidovan a aktualizovdn na zakladé nového vyzkumu. Nejnovéjsi
doporuceni je nyni verze ACMG SF v3.2. Incidentalni nalez je ndhodny nalez klinicky vyznamné varianty
(pravdépodobné patogenni (class 4) a patogenni (class 5) nesouvisejicich s primarnim ucelem testovani
(mimo oblast indikace — fenotyp HPO terms, indikované geny..) a mimo predem definované geny k
reportovani pro sekundarni nalezy —-mozna souvislost s fenotypem nebo rodinou anamnézou, reportovani
konzultovat s indikujicim genetikem. Bude diskutovano také referovani téchto ndlez(i v prenatalni
diagnostice a u déti. Guidelines bude poté publikovano na webu SLG CLS JEP.

Polygenni rizikové skére: Vyznam a implementace v DNA diagnostice
Kovdr M., Stejskal D., Hovhannisyan M.

GENNET s.r.o., Praha

Polygenni rizikové skére (PRS) predstavuje kvantitativni odhad souhrnného vlivu alel malého ucinku
na genetickou predispozici jedince k uréitému znaku nebo onemocnéni. PRS se vypocitava na zdkladé
pfitomnosti alel, které byly identifikovany jako vyznamné pro dany fenotyp v celogenomovych asociacnich
studiich (GWAS). Tyto alely jsou vazeny podle sily svého individudlniho vlivu na fenotyp a nasledné
agregovany do celkového skdre.

Jednim z klinickych vyuZiti PRS je jeho zaclenéni do multifaktoridlnich predikénich algoritm( pro
odhad rizika rakoviny prsu a vajecnikd, naptiklad do Breast and Ovarian Analysis of Disease Incidence and
Carrier Estimation Algorithm (BOADICEA).

V této prednasce se zamérime na metodologii vypoctu polygennich rizikovych skére pro rakovinu
prsu (BCAC_313) a vajecnikdl (OCAC_36) a jejich integraci do modelu BOADICEA v ramci webové aplikace
CanRisk.



Vzacné syndromy diagnostikované v raném véku na jednotkach intenzivni péce FN
Motol a jejich dopady na péci o pacienty
Balas¢akovad M., Dvofdkova L., Libik M., Peldova P., Votypka P. Ptacnikova N.

Ustav biologie a lékafské genetiky, FN v Motole a 2. LF UK, Praha

Genetickd onemocnéni a malformacni syndromy patfi mezi hlavni pfi¢iny dmrti u déti mladsich deseti
let. Souasnym trendem ve vyspélych zemich je ¢asné odhaleni genetické diagndzy u déti s vrozenymi vadami
a/nebo vicecetnymi anomadliemi s cilem nastaveni personalizované péce a zlepSeni kvality Zivota. Se
vzrhstajici frekvenci prokazanych vzacnych genetickych poruch je nezbytné porozuméni specifickym
potfebam téchto pacientl a jejich rodin. Na nasem pracovisti jsme provedli retrospektivni analyzu pfipadu
déti hospitalizovanych od roku 2020-2025 a na pfikladech kazuistik chceme pfispét k diskusi o diagnostickych
postupech a terapeutickém pfistupu.

Vyuzitel'nost celoexdmového sekvenovania v genetickej diagnostike roznych skupin
zriedkavych ochoreni,
Tomkovd E.*?, Hyblovd M.”?, Purgatovd A.™Y, Majerovd L."Y, Lukackovd R."Y, Krizan P."Y, Repiska V.©%)

1 Oddelenie lekdrskej genetiky, Medirex, a.s., Bratislava
2 Genetika Rozvoj, Medirex, a.s., Bratislava
3 Ustav lekdrskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky, LF UK, Bratislava

V sucasnosti je znamych viac ako 6000 zriedkavych ochoreni spésobenych pritomnostou mutacie v
jednom alebo viacerych génoch. Klinické manifestacie a vysledky rutinnych testov su ¢asto nespecifické, ¢o
staZuje stanovenie presnej diagndzy. Zriedkavé ochorenia nielen znizuju kvalitu Zivota postihnutého jedinca,
ale maju signifikantny dopad na eticky, psychologicky, socidlny a ekonomicky status celej rodiny. Presné a
vCasné stanovenie diagndzy je kritické pre spravnu liecbu, manazment a kvalitné genetické poradenstvo a
prevenciu v rodine. V sucasnosti na Slovensku postihuju zriedkavé ochorenia 6-8 % populacie (viac ako 300
000 pacientov) a 75 % tychto pacientov su deti.

Na identifikaciu kauzalnych variantov u pacientov su v zavislosti od indikacie okrem inych metdd
vyuzivané aj rozne pristupy DNA sekvenovania, ¢i uz sekvenovanie konkrétnych génov, klinického exomu
(CES) alebo celého exdému (WES). V zavislosti od jednotlivych diagndz poskytuje WES wvyssi celkovy
diagnosticky vytazok v porovnani s panelovym sekvenovanim, ¢o je markantné najma u pacientov s
komplexnym fenotypom, diskrétnym fenotypom, pripadne s nepresne urc¢enou diagnézou. Takto mdze WES
technoldgia prispiet k zvySeniu podielu pacientov so spravne stanovenou diagndzou. Metdda nasla Siroké
uplatnenie v klinickej praxi a moze byt aplikovana v prenatélnej aj postnatalnej diagnostike s osobitymi
vyhodami a tiez obmedzeniami.

V ramci prezentdacie sa zameriame na vyuzitie pristupu WES v diagnostike zriedkavych ochoreni v
subore slovenskych pacientov a stanovenie diagnostického vytazku v jednotlivych skupinach zriedkavych
ochoreni a tiez u pacientov s komplexnym fenotypom.

Geneticka diagnostika genii s dominantni i recesivni dédic¢nosti
Zidkovd J., Kramdrova T., Kopcilova J., Réblovad K., Fajkusova L.



Centrum molekuldrni biologie a genetiky, LF MU a FN Brno
Centrum molekuldrni biologie a genetiky, Fakultni nemocnice Brno a Lékarska fakulta MU

Neuromuskularni onemocnéni (NMD) jsou klinicky a geneticky heterogenni skupinou onemocnéni
postihujicich periferni nervovy systém, svaly a nervosvalova spojeni. Molekularni diagnostika NMD metodou
sekvenovani nové generace predstavuje klicovy nastroj pro identifikaci genetickych pticin téchto poruch.
Zvlastni vyzvu pro interpretaci ndlezu predstavuji geny, u nichZz se mize vyskytovat jak dominantni, tak
recesivni typ dédi¢nosti.

Vybrané kazuistiky pacientl z naseho souboru pacientli s NMD poskytuji pfiklady genli s obéma typy
dédicnosti. Patogenni varianty v RYR1 genu mohou zplisobovat dominantni myopatie s lehéim pribéhem a
vhimavost k maligni hypertermii, vedou ke zvysené citlivosti ryanodinového receptoru na aktivaci (gain-of-
function varianty). Zatimco varianty spojené se snizenou funkci ¢i snizenou expresi receptoru (loss-of-
function varianty) zpUsobuji recesivni vrozené myopatie s tézkou svalovou slabosti. Gen SCN4A kdduje alfa
podjednotku sodikového kandlu a je zdsadni pro excitabilitu kosterniho svalstva. Historicky byl gen SCN4A
spojen s dominantnimi nemocemi jako non-dystrofickd myotonie, hyperkalemicka/hypokalemicka periodicka
paralyza, jez jsou podminény zvySenou nebo abnormalni aktivitou sodikového kanalu. V poslednich letech
jsou popisovany pripady spojené s recesivnimi loss-of-function variantami a fenotypové se svalovou slabosti,
jako kongenitalni myastenicky syndrom a kongenitalni myopatie. Dalsim prikladem gen( s dominantni i
recesivni dédi¢nosti jsou geny CAPN3, NEB nebo LMNA.

Pochopeni molekuldrnich mechanism( vedoucich k tomuto dualnimu typu dédicnosti je nezbytné
pro interpretaci detekovanych variant. Pfesna geneticka diagnostika je klicova pro dalsi klinicky management
pacienta a genetické poradenstvi.

Nové formy hereditarnich ataxii SCA27B a CANVAS
Vyhndlkovad E.**®, Vyhndlek M.*3, Kuzmiak M., Blichovd Z.*3, Paulasovd Schwabovd J.%*, Havlovicovd
M. Musovg z.%3)

1 Ustav biologie a lékarské genetiky 2. LF UK a FN v Motole, Praha
2 Neurologickd klinika 2. LF UK a FN v Motole, Praha
3 Centrum hereditdrnich ataxii FN v Motole, Praha

Recentni objev dvou novych podtyp( hereditarnich ataxii: autozomalné dominantni ataxie SCA27B
zpUsobené expanzi GAA repetice v intronu genu FGF14 a autozomalné recesivni ataxie CANVAS (cerebellar
ataxia, neuropathy, vestibular areflexia syndrome) zplsobené bialelickou expanzi sekvence AAGGG v intronu
2 genu RFC1, zasadnim zpUsobem zvysil diagnosticky zachyt u pacientl s dédicnymi ataxiemi s pozdnim
nastupem v CR a u velké ¢€asti pacientd umoznil i cilenou lé¢bu. Obé velmi ¢asté ataxie jsou rutinné
vysetfovany v Centru hereditarnich ataxii, UBLG FN Motol. V pfispévku predstavuji formou videokazuistik
hlavni klinické priznaky SCA27B a CANVAS a uvadim nova evropska doporuceni pro diagnostiku ataxii v
dospélosti, kde je vysetreni obou podtypl integrovano.

A novel splicing variant of FGFR3 gene detected in patients with hypochondroplasia
and achondroplasia
Krulisovd V.', Zemkovd D.?, Marik 1.%, Paszekovd H."Y, Michalovskd R., Viekovd Z.V



1 GHC Genetics, Prague

2 Dept. of Paediatrics, Charles University, University Hospital Motol; Prague
3 Centre for Defects of Locomotor Apparatus l.l.c.; Prague

4 Faculty of Health Care Studies, West Bohemia University; Pilsen

Background:

Achondroplasia (ACH) and hypochondroplasia (HCH) are the most common skeletal dysplasias. Both
ACH and HCH are related to pathogenic variants in the fibroblast growth factor receptor-3 (FGFR3) gene. The
vast majority of cases can be attributed to the hotspot missense variants in heterozygous state in the FGFR3
gene: 99 % patients with ACH are carrying pathogenic variant ¢.1138G>A or ¢.1138G>C located in exon 10.
Approx. 70 % of individuals with HCH are carrying pathogenic variant c.1620C>A or ¢.1620C>G located in
exon 13.

Here we present 2 patients with a novel splicing variant c.1075+95C>G of FGFR3 that represents
probably recurrent causal variant in patients manifesting with ACH and HCH.

Case presentation:

Here we report a 15-year-old boy of Vietnamese origin with HCH. X-ray findings were corresponding
to HCH. However, some clinical features were corresponding rather to ACH. His family history was negative.
DNA testing for typical hotspot mutations in FGFR3 gene was performed with negative result, therefore DNA
analysis focused on the whole FGFR3 gene using clinical exome sequencing (CES) followed.

A deep intronic alteration ¢.1075+95C>G was detected in a heterozygous state in the FGFR3 gene.
Since the variant was originally evaluated as a variant of unknown significance, targeted testing of this
particular variant in both healthy parents was performed to elucidate the causality. Both parents were tested
negative for c.1075+95C>G FGFR3 variant and thus the causality was suspected. In the meantime, the
¢.1075+95C>G variant in the FGFR3 gene was described in the literature as likely pathogenic, causing HCH
and ACH.

The same likely pathogenic splicing variant was detected in one additional patient among genetically
unresolved patients with skeletal dysplasias in our affiliation:

A 10-year-old girl with phenotype showing both HCH and ACH features came for genetic counseling.
Her family history was negative. DNA testing for typical hotspot mutations in FGFR3 gene was performed
with negative result, therefore DNA analysis focused on the whole FGFR3 gene by CES followed. No causal
variant was described first.

After reanalysis, that was performed 3 years apart, the c.1075+95C>G variant in the FGFR3 gene in
heterozygous state was noticed. As this variant correspond to HCH, ACH and overlapping forms, we consider
this variant to be causal.

Conclusions:

Our results are in concordance with previous results in literature that c.1075+95C>G alteration in
FGFR3 represents recurrent variant causing HCH, ACH and overlapping forms of HCH/ACH. Recognition of
molecular genetic background enables appropriate surveillance for the patient. Furthermore, intronic variant
€.1075+95C>G represents a candidate for clinical trial strategies and subsequent treatment.



We recommend to include this variant in routinely used diagnostic tests for HCH and ACH. We also
recommend to reanalyse data of patients clinically diagnosed with HCH or ACH, who were tested negative
using methods based on New Generation Sequencing (NGS) technologies.

Nalezy a interpretace genetickych variant u onemocnéni Amyotroficka lateralni
skleréza

Lenka Slachtovd *?, Antonin Sipek Jr.*?

1 Ustav biologie a lékarFské genetiky 1. LF UK
2 Vseobecnd fakultni nemocnice v Praze

Amyotrofickd lateralni skleréza je vzacné neurodegenerativni onemocnéni, které se projevuje
progresivni ztratou funkce motorickych neurond a jejich odumiranim. Klinicky mGze dochazet ke slabnuti az
ztratou motorickych schopnosti koncetin, potizi s polykdnim, s obasnym zasazenim kognitivnich funkci. ALS
je multifaktoridlni onemocnéni a vétSina pacientd ma sporadicky vyskyt nemoci (sALS). Etiopatogeneze
onemocnéni ma jasnou genetickou pricinu prfiblizné u 15 % pacientd (fALS). Existuje vice neZ 40 genl
asociovanych s onemocnénim ALS, mezi nejcastéjsi z nich patii c9orf72, SOD1, TARDBP a FUS.

Co znamend potvrdit pri¢inu ALS na urovni DNA? Jak klinicky relevantné interpretovat nalezy
molekuldrné genetickych vysetreni v kauzalnich genech a jak v genech, které se spolupodileji na vzniku
onemocnéni? Co md obsahovat genetickd konzultace pacienta s ALS ve vztahu k nému a k riziku v jeho
rodinné anamnéze?

Nasledujici sdéleni provede nejcastéjSimi otdzkami z klinické praxe a nabidne moZnosti feseni
interpretaci vysledku a jejich konzultaci tak, aby byly u¢innou soucasti multioborové péce o pacienta.



Molekularni genetika a cytogenetika

Costellation - komplexni celogenomova analyza
Snitily F.

GeneTiCA

0d CGP po lymfomy - ako rychlé NGS pomaha zlepSit pracu laboratoérii a vysledky liecby
DrZik F.

Clinical Sequencing Division, ThermoFisher Scientific

Modernd onkologicka diagnostika zaloZzend na molekularnej detekcii pomocou technoldgie NGS
priniesla nesporné vyhody pre zdravotnickych pracovnikov aj pre pacientov. S vyhodami idu ruka v ruke aj
mnohé vyzvy a technoldgia je Casto skusana aZ na limit mozZnosti. Je moiné zjednodusit komplexné
genomické profilovanie solidnych nddorov (CGP) na jednu kratku analyzu a mat po ruke vsetky dolezité
hodnotiace kritéria ako napriklad MSI status, HRD skore ¢i stav mutacnej ndloze TMB v jednej sprave a to bez
zdihavej analyzy dat? Je moZné zoptimalizovat a zrychlit vySetrenia hematologickych a lymfoidnych malignit
na 24 hodin a umoznit tak vcéasnu liecbu tychto pripadov? V spoloénosti Thermo Fisher Scientific verime, Ze
ano!

Z kapsy do klinické praxe, skrz Nanopore k diagndze
Stiblik P., Brzon O.

I.T.A.-Intertact

Pro vyvoj v oblasti genomiky je nanopdrové sekvenovani klicovou technologii zefektiviujici klinickou
diagnostiku diky své schopnosti provadét rychlou a prenosnou analyzu DNA a RNA v readlném case.
Nanopdrové sekvenovani nabizi novy vhled do genetiky i epigenetiky a pfindsi posun pro diagnostiku,
sledovani a |é¢bu fady onemocnéni, coz znacné urychluje a zpresniuje klinické procesy a zasahuje do Sirokého
spektra medicinskych disciplin, véetné infekénich nemoci, onkologie a genetického poradenstvi.

Napfric studiemi a klinickymi zkouskami bylo prokazano, Ze nanoporové sekvenovani zasadné zlepsuje
rychlost a presnost diagnostiky, coZ je kritické pro spravné rozhodnuti. Implementace nanopdrového
sekvenovani do kazdodenni praxe umoznuje klinickym laboratofim provadét komplexni testy bez potieby
zdlouhavého zpracovani vzorkl a vysoce specializovaného vybaveni.

Innovative Transcriptomic Approaches: Unlocking New Potential in Biological
Research
Madsovd A., Kulinich V., Abaffy P., Valihrach L.

Biotechnologicky tstav AV CR v.v.i., Vestec

Advanced transcriptomic technologies have become an indispensable tool for uncovering the
complexity of gene expression in health and disease. We present practical applications of these technologies



and their impact on research and therapy development in projects recently supported by the GeneCore
Facility.

Bulk transcriptomics is a robust and cost-effective method for studying gene expression at the level
of cell populations. This technology has been successfully used to monitor response to novel treatments in a
preclinical stroke model, providing key insights into the cellular mechanisms of investigational therapeutics.
Single-cell transcriptomics ushes the boundaries of analysis by revealing cellular heterogeneity and allowing
the identification of rare cell populations that often play a key role in disease development or pathology. This
approach has proved invaluable in anorganoid model of the ultra-rare Alexander disease, where it helped to
uncover a potential new mechanism of disease. Spatial transcriptomics complements these methods by
reserving the spatial organisation of gene expression, allowing the molecular and cellular architecture of
tissues to be mapped at high resolution. With our support, this technology has been applied to a mouse
model of acute cerebral ischaemia, where it has contributed to the generation of a spatio-temporal map of
glial cell responses to injury. In addition, we represent our ongoing efforts to develop and standardise
methods for the analysis of small RNAs, which are key to understanding their regulatory role in gene
expression and pathology. Taken together, these applications demonstrate the versatility and potential of
advanced transcriptomic technologies to provide valuable insights into complex biological processes and to
open up new avenues for the development of therapeutic strategies.

Single-Cell Analysis of Endometrial Tissue in Fertility-Limiting Pelvic Disorder
Abaffy P.%Y, Hlineckd K., Lisa Z.”?, Richtarovd A.?, Lukavec V., Kuzel D.”?), Mdra M.

1 GeneCore Facility, Institute Of Biotechnology, Czech Academy Of Sciences, Biocev, Vestec, Czech Republic
2 Department of Obstetrics and Gynecology, General Faculty Hospital and 1st Medical Faculty of Charles
University, Prague, Czech Republic

Infertility is a significant medical, psychological, and social challenge that has become more pressing
as women increasingly postpone pregnancy into their forties and fifties. In response, fertility-preserving
treatments are in growing demand. This study examines the endometrium at the single-cell level in women
diagnosed with uterine fibroids (UF), deep endometriosis (DE), or adenomyosis (AD). Although the exact
incidence of these conditions is unknown, their prevalence is known to increase with age and is particularly
high among women of reproductive age and those experiencing infertility.

Endometrial samples were collected around day 20 of the menstrual cycle—coinciding with the
optimal window for embryo transfer in IVF—during fertility-preserving surgery and again two months post-
surgery. Controls included patients with minimal or mild endometriosis or those with infertility solely due to
male factors. Patients opting for conservative treatment were also included. Initially, 96 samples from 58
patients were analyzed using bulk RNA sequencing, leading to the identification of a new panel of genes that
are specific to the peak receptive phase of the cycle. Ten of these genes were subsequently used in gPCR to
verify the receptive phase status of the samples prior to single-cell analysis. Overall, 183 samples from 124
patients were tested for receptivity, and we observed that surgery altered the proportion of cell types in the
endometrium.

In the next phase, 104 samples underwent single-cell RNA sequencing, yielding approximately
300,000 cells (an average of 3,000 cells per sample) that were grouped into seven major clusters. Preliminary
results indicate that gene expression profiles differ between pre- and post-surgical states. These findings



offer detailed insights into the cellular composition of diseased endometrium and may help improve the
precision of surgical outcome monitoring.

This work was supported by the Ministry of Health of the Czech Republic (NU23-06-00327, REAdME),
the Institute of Biotechnology of the Czech Academy of Sciences (RVO 86652036).

Nova patogenni unsense varianta v genu ADSL vedouci k fatalnimu fenotypu deficitu
adenylosukcinatlyazy
Zikdnovd M.™Y, Klapperich A.?, Karakaya M., Mrdzové L., Treslovd H.%Y, Skopovd V.™

1 Klinika pediatrie a dédicnych poruch metabolismu 1. LF UK a VFN v Praze
2 MVZ Humangenetik KéIn, Germany
3 Institute of Human Genetics, University of Cologne, Germany

Deficit adenylosukcindtlydzy (ADSL) je vzacna vrozena porucha metabolismu purinl, kterd se
projevuje neurovyvojovym postizenim. Patogenni varianty v genu ADSL narusuji funkci enzymu, vedou k
hromadéni sukcinylpurind, poruseni formovani purinosomu a zpUsobuji rlizné stupné zavaznosti fenotypu.
Dosud vsak nebyla popsdna zadna patogenni unsense varianta v ADSL.

Exomové sekvenovani bylo provedeno u plodu s cetnymi vrozenymi anomdliemi, véetné
intrauterinniho rlstového opozdéni (IUGR), podezieni na svalovou atrofii, artrogrypdzy, hypoplazie mozecku,
polyhydramnie a suspektni kardiomegalie. Kvlli zdvaZznosti fenotypu rodice rozhodli o ukonéeni téhotenstvi
ve 24. tydnu.

Analyza fetdIni DNA odhalila nej¢astéjsi patogenni missense variantu ADSL (NM_000026.4): c.1277G>
A p. (Argd26His) na otcovské alele a variantu c.597G> A p. (Lys199=) na matefské alele, ktera se na zakladé
genetického kddu jevila jako synonymni. Predikéni software SpliceAl naznadil, Ze varianta ¢.597G> A by mohla
vést k aberantnimu sestfihu. Vzhledem k absenci fetalni RNA byla analyzovana RNA rodi¢d. RNA sekvenovani
u matky potvrdilo pfitomnost alternativniho sestfihového produktu ADSL c¢.597 654delinsA p.
(Gly200_Lys218del) v mnozZstvi mensim neZz 20%, pricemZ na zbyvajici mutované alele pravdépodobné
dochazi k NMD. Aktivita ADSL v perifernich mononuklearnich burnkach (PBMC) rodi¢l byla snizena (matka:
13 % se substratem SAMP, 39 % se substratem SAICAR; otec: 25 % se SAMP, 35 % se SAICAR oproti
kontrolam).

Potvrdili jsme, Ze varianta ¢.597G> A, ktera se podle genetického kédu jevi jako synonymni, ve
skutecnosti zplsobuje funkéné vyznamnou poruchu sestfihu ¢aste¢né vedouci k NMD. Snizend aktivita ADSL
u rodic podporuje patogenni roli této varianty. Vysledky naznacuiji, Ze i zdanlivé synonymni varianty by mély
byt peclivé analyzovany pfi hleddni genetickych pfic¢in poruch s nespecifickymi klinickymi projevy, jako je
napfriklad deficit ADSL.

Tato prace byla financovana grantem Ministerstva zdravotnictvi CR AZV NU23-01-00500.

Prekvapivy nalez maternalni tetrazomie 9p v NIPT
Kleinovd S.

Laborator a centrum Iék. genetiky, SPADIA LAB, a.s.
Laborator Iék. genetiky, GENVvia, s.r.o.



Tetrazomie 9p je velmi vzdcna aberace s prevalenci nizsi nez 1:1 000 000. Je provazena pritomnosti
nadbytecného derivovaného chromozomu, skladajiciho se obvykle z kratkych ramen chromozomu 9. Nalez
této aberace je Casto spojen s mnohocetnymi vyvojovymi anomaliemi, pficemz fenotypovy projev mlze byt
velmi variabilni. PIna tetrazomie 9p obvykle vede k umrti jiz v prenatalnim obdobi nebo kratce po narozeni,
zatimco mozaikové formy tetrazomie 9p vykazuji riznou miru postiZzeni v zavislosti na rozsahu a distribuci
zmén. Existuji také pripady, kdy pacienti vykazuji minimalni nebo Zadné viditelné klinické ptiznaky, coz Cini
diagnostiku obtiznéjsi.

V kazuistice popisujeme vzdcny pfipad zachytu ¢astecné tetrazomie 9p u samotné téhotné Zeny
béhem neinvazivniho prenatdlniho testovani (NIPT). K potvrzeni vysledku NIPT byla pouZita kombinace
nékolika diagnostickych metod - jednalo se o stanoveni karyotypu z periferni krve a molekularné
cytogenetické metody FISH, mFISH, mBAND a aCGH. Stanovenim karyotypu byl nalezen nadbytecny
derivovany chromozom, technikou mFISH byl odhalen jeho plvod, diky technice mBAND upfesnény body
zlomu a pomoci techniky FISH byla prokdzana mozaika, ktera potvrdila ndlez ¢aste¢né tetrazomie odhalené i
technikou aCGH. Uvedené metody pomohly zpfesnit neobvykly nadlez u pacientky bez zjevného fenotypu.
Pokud by se pacientka nerozhodla pro NIPT, tak tento nalez by pfi standardni prenatalni diagnostice (UZ
sledovani) nebyl odhalen. U vlastniho plodu nebyla tato chromozomalni aberace nalezena.

Cilem prednasky je ukazat komplexni pohled na detekci a konfirmaci vzacnych genetickych
abnormalit (primarné zachycenych pomoci NIPT), coZz umoznuje nasledné zpresniovat korelaci genotypu s
fenotypem.

Optické mapovani genomu (OGM) jako pokrocily nastroj pro analyzu prostorové a
Klonalni heterogenity glioblastomu

Lizcovd L., Lhotskd H.™, Hodariovd L., Pavlistovad L."Y, Koneénd D.?, Soukup J.”*, Netuka D.”?, Zemanovd
z

1 Centrum nddorové cytogenomiky ULBLD, 1. LF UK a VFN v Praze
2 Neurochirurgickd a neuroonkologickd klinika 1. LF UK a UVN Praha
3 Oddéleni patologie 1. LF UK a UVN Praha

Glioblastomy (GBM) jsou nej¢astéjsi primarni nadory mozku, které se vyznacuji rozsahlou genetickou
komplexitou a extrémné nepfiznivou progndzou. Klicovym znakem GBM je vyrazna inter- a intra-tumorova
heterogenita, kterd podporuje evoluci geneticky odlisnych subklon(, prispivajicich k rezistenci na lécbu a
recidivé onemocnéni. V ramci studia nadorové heterogenity jsme pouZili optické mapovani genomu (OGM)
k analyze prostorové odliSnych vzork( nadorové tkané (centralni oblast, okraj 1, okraj 2) odebranych od t¥i
rGznych pacientl s GBM (dvé Zeny, jeden muz).

Standardni diagnostické testy, v€etné I-FISH, MLPA a MS-MLPA, potvrdily pfitomnost typickych GBM
aberaci (+7/-10, mutace v genu TERT, metylaci promotoru MGMT) ve vsech diagnostickych vzorcich.
Naslednd pokrocilda cegenomova analyza kryptickych aberaci metodou OGM odhalila ve tfech rlznych
vzorcich z kazdého nadoru dalsi komplexni intra- a interchromozomalini pfestavby. U dvou pacientd jsme
pozorovali vyznamnou genetickou diverzitu mezi centralni ¢asti nddoru a okrajovymi oblastmi. V prvnim
pfipadé byly rozdily primarné spojeny se zménami poctu kopii (CNV), v€etné kryptickych deleci a duplikaci.
Ve druhém pripadé byl nador charakterizovan rozsahlymi CNV a rliznymi interchromozomalnimi strukturnimi
prestavbami ve vSech tfech analyzovanych oblastech. Naproti tomu u tfetiho pacienta nebyly aberace
pfitomné v centrdlni oblasti nadoru detekovany v okrajovych vzorcich, coz naznacuje moiny odbér



nenadorové tkané. Vsechny nové identifikované aberace detekované metodou OGM byly unikatni pro
jednotlivé nadory.

Nase vysledky ukazuji, Ze navzdory sdilenym diagnostickym markeriim vykazuji GBM znacnou
genomovou variabilitu jak mezi jednotlivymi nadory, tak v ramci jednoho nadoru. OGM umoziuje detailni
charakterizaci této komplexity a identifikaci regionalné specifickych genetickych zmén, které mohou
ovliviiovat klonalni evoluci a rezistenci na lécbu. Dlkladné pochopeni inter- a intra-tumorové heterogenity je
zasadni pro vyvoj cilenych a adaptivnich terapeutickych strategii s potencidlem zlepsit prognézu pacientl s
GBM.

Podpofeno granty MZ CR RVO-VFN64165 a AZV-NU21-04-00100.

Prinos detekce jednonukleotidovych polymorfizma v PGT-A
Blahutova D., Kubicek D., Navrdtil R., Horridk M., Veseld K.

REPROMEDA s.r.o., Brno
Uvod:

Preimplantacni genetické testovdni aneuploidii (PGT-A) ma za cil vybrat k transferu embryo s
nejvétsSim implantacnim potencidlem a vyradit ta embrya, kterd nesou aneuploidii. PrestoZe zlatym
standardem v PGT-A jiZ fadu let z(stava masivni paralelni sekvenovani v kombinaci se CNV analyzou, ma tato
metoda urcité limitace, jako je napfiklad neschopnost rozliseni meiotickych a mitotickych chyb. To muze
vyrazné ovlivnit klinicka data po transferu aneuploidnich embryi chybné reportovanych jako
vysokoprocentudlni mozaiky. Implementace detekce jednonukleotidovych polymorfizmd (SNP) do PGT-A
nam umozZnuje nékteré tyto limitace vyresit. S vyuZitim vzorku rodi¢e nam také poskytuje informaci o
parentalnim plvodu aneuploidii, coZ mlze mit vyznam pro presnéjsi klasifikaci detekovanych aneuploidii.

Metody a vysledky:

Pro vysetfeni biopsii trofektodermu a rodicovskych vzork( byla pouZita metoda PGT-A+, zaloZend na
detekci SNP markert pomoci Infinium™ Global Screening Array. Po detekci a vyhodnoceni 913 aneuploidii
bylo zjisténo, Ze pocet materndlnich meiotickych trizomii (398) je téméf totozny s poctem nalezenych
maternalnich monozomii (426). U aneuploidii paternalniho pivodu bylo detekovano 5,3x vice monozomii nez
meiotickych trizomii (75 vs 14).

Zavér:

Pomoci detekce jednonukleotidovych polymorfizm( (SNP) v rdmci PGT-A jsme schopni zvysit miru
spolehlivosti vysetteni, zachytit haploidni a triploidni nalezy, rozlisit meioticky a mitoticky pivod aneuploidii
a s vyuZitim referencéniho vzorku jednoho z rodica také urcit parentalni plivod aneuplodii (jak monozomii tak
trizomii). Analyzou téchto dat jsme zjistili, Ze pocet maternalnich meiotickych trizomii a monozomii je témér
totozny, avSak u aneuploidii paternalniho plvodu vidime vyrazny narlst po¢tu monozomii ku meiotickym
trizomiim. Tento rozdil je velmi pravdépodobné zplsoben skutecnosti, Ze v pripadé paternalnich aneuploidii
je narozdil od maternalnich vyrazné vyssi podil chyb mitotického plvodu. Lze tedy usuzovat, Ze u monozomii
paternalniho plvodu se z velké ¢asti jedna o mitotické chyby a tato embrya tak mohou byt do budoucna
klasifikovana jako potencialné transferovatelna po genetické konzultaci.
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Spektrum patogennich variant v genu OPA1 v souboru 56 pacientii s dominantni
optickou atrofii

Bacikovd D., Lokvencovd K.Y, Kousal B.”?, Zéhordkovd D.™¥, Ptdackovd H., Zajicovd Doc¢ekalova D.?,
Trefilovd E.™Y, Honzik T., Liskovd P.”?, Tesafovd M.

1 Klinika pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu 1. LF UK a VFN v Praze
2 Oc¢ni klinika 1. LF UK a VFN v Praze

Dominantni opticka atrofie (DOA) predstavuje nejcastéjsi vrozenou neuropatii zrakového nervu
zpUsobuji neurodegenerativni postiZzeni gangliovych bunék sitnice. Nastup onemocnéni se vyznacuje pomalu
progredujici nebolestivou ztratou zrakové ostrosti se zacatkem v prvni dekddé Zivota. U pfiblizné 65 %
pacient( je DOA zplsobena patogennimi variantami v genu OPA1, kddujici dynaminu podobnou GTPazu
OPAL. Protein OPA1 je nezbytny pro dynamiku mitochondrialni sité, tvorbu krist a stabilitu mtDNA. Kritickou
Casti proteinu v pripadé pfitomnosti patogennich variant je vysoce konzervovand GTP4zova doména, jejiz
dysfunkce muze vést k rozvoji dalSich extraokularnich priznak a klinicky zavaznéjsim fenotypovym projevim.
Cilem studie je charakterizovat spektrum patogennich variant v genu OPA1 v souboru pacientl vysetfenych
na nasem pracovisti v letech 2010-2025 s podezfenim na optickou atrofii. V rodinach pacient( s prokazanou
patogenni variantou v genu OPA1 provést korelaci genotypu s fenotypem. Mutacni analyza genu OPA1
(NM_015560.2) byla provedena Sangerovym sekvenovanim jednotlivych exonl z genomové DNA, nasledné
byla doplnéna MLPA analyzou (Salsa MLPA Probemix P229 OPA1) nebo masivné paralelnim sekvenovanim
(diagnosticky panel nebo exomové sekvenovéni). Doposud nepopsané varianty, zejména rozsahlé delece byly
nasledné podrobné charakterizovany pomoci long-range PCR s naslednym sekvenovanim. Od roku 2010 jsme
gen OPA1 analyzovali u >280 pacientll, bodova patogenni varianta byla nalezena u 56 pacientd. U 11 z nich
se jednalo o unikatni, doposud nepopsanou variantu. Rozsifeni mutacni analyzy o MLPA potvrdilo diagndzu
u dalSich Sesti pacientd, tfi z nich nesli unikatni rozsahlé delece v genu OPA1. Patogenni varianty byly
nasledné potvrzeny také u 78 rodinnych prislusnikd. Sledovani fenotypu u jednotlivych patogennich variant
v genu OPA1 potvrzuje variabilitu onemocnéni u pacientl s DOA, tak i variabilitu exprese onemocnéni v
jednotlivych rodinach. V¢asna diagnostika je zasadni pro mozné terapeutické ovlivnéni.

Prace byla podpofrena projekty AZV NU22-07-00614, RVO-VFN64165 a programem Univerzity Karlovy
Cooperatio_Pediatrics.

Vyuziti konfokalni mikroskopie k potvrzeni kauzality genetickych variant
Baresovd V.Y, Zivng M.*?, Zikénovd M., Treslovd H.®, Skopovad V.Y, Noskovd L.V, Stranecky V., Bleyer
A. 1.2 Kmoch §.+?
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2 Section on Nephrology, Wake Forest School of Medicine, Winston-Salem, NC, USA

Konfokalni mikroskopie je vhodnym nastrojem charakterizace funkéniho dopadu variant neznamé
signifikance (VUS) nebo variant genu(d) nové asociovanych s konkrétnim fenotypem. Pomoci konfokalni
mikroskopie mizZe byt odhalena aberantni lokalizace mutovanych proteinl v burice, coz je molekularnim



mechanismem celé fady onemocnéni tzv. proteinopatii. Zména lokalizace mutovaného proteinu v burfikach
aktivuje bunééné stresové odpovédi, které pfi dlouhodobém trvani vedou k poskozeni bunék, tkani, cilovych
orgadnl a rozvoji proteinopatii, napt. uréitych typl selhani ledvin, neurodegenerativnich onemocnéni,
kardiomyopatiich nebo diabetu mellitu.

Technické parametry konfokalniho mikroskopu umoZiuji specificky zaostfit na poZzadované roviny
preparatd, ziskani obraz( s vysokym rozliSenim a kontrastem a moznost jejich 3D rekonstrukce. Konfokalni
mikroskopie a nasledna softwarova analyza obrazu umoZiuji studovat bunécné struktury a proteinové
interakce, a to jak ve vitalnim, tak fixovaném materidlu bunék nebo tkani.

Vizualizace zmény subcelularni lokalizace, at uz do endoplasmatickéo retikula, ER-Golgi
intermediarniho kompartmentu nebo Golgiho apardtu metodou konfokdlni mikroskopie napomohla
interpretaci patogenetického mechanismu variant gen MUC1, SEC61A1, ALG5 nebo GLA asociovanych s
chronickym selhanim ledvin.

Dale se studie subceluldrni lokalizace uplatnila pfi studiu fyziologického mechanismu de novo syntézy
purind (DNPS) a interpretaci variant v genech kddujicich proteiny DNPS. V neposledni fadé napomohla
charakterizaci variant podminujicich vzacna onemocnéni jako neurondlni ceroidni lipofuscindza, GAPO
syndrom nebo Fanconi syndrom.

Konfokalni mikroskopie je zaroven vhodnou metodou pro sledovani uUcinku potencidlné
terapeutickych latek ovliviujicich intracelularni transport mutovanych protein pro rézné typy proteinopatii.

Financovani: Tato prace byla podpofena grantem Ministerstva zdravotnictvi CR AZV NU23-01-00500;
MULTIOMICS_CZ (Program Jan Amos Komensky, Ministerstvo $kolstvi, mladeie a té&lovychovy, Ceska
republika, ID Projektu (CZ.02.01.01/00/23_020/0008540) - spolufinancovano Evropskou unii;
Institucionalnimi programy Karlovy Univerzity v Praze UNCE/24/MED/022 a SVV 260631

KCND1: Kandidatni gen neurovyvojové poruchy s variabilni expresi - Pripad pétiletého
chlapce a analyza missense varianty v X-vazaném genu

Bendovd, S., Vyhndlkovd, E., Peldovd, P., Dvofdkovd, L., Hanédrovd, M., Prchalovd, D., Kfepelovd, A.,
Sedldcek, Z.

Ustav biologie a lékafské genetiky, 2. LF UK a FN v Motole, Praha

Celoexomové sekvenovani je uc¢innym nastrojem pro hledani genetickych pricin neurovyvojovych
poruch (NDD). Sekvenovali jsme trio s postizenym pétiletym chlapcem s regresem ve vyvoji ve véku 2,5 roku,
vykazujicim poruchu autistického spektra, poruchu feci, hyperaktivitu a stereotypni pohyby, bez vyraznych
dysmorfii a s rodinnou anamnézou NDD u zemielého maternalniho stryce matky. U chlapce jsme nenalezli
zadné vyznamné varianty v genech jasné asociovanych s NDD, ale nesl materndlné zdédénou missense
variantu v X-vazaném genu KCND1 kédujicim podjednotku alfa napétové fizenych draslikovych kanald Kv4.1
(NM_004979.6(KCND1):c.781C>T, p.(Arg261Trp)). KCND1 byl zajimavym kandidatnim genem a jeho role v
NDD byla potvrzena v ¢ervnu 2024 publikaci 17 mutaci v kohorté postizenych chlapcl s rdznorodymi NDD
variabilni zavaznosti, nékdy doprovazenymi epilepsii (Kalm et al., Am J Hum Genet 2024). Ze 17 mutaci
povaZovali autofi za jasné patogenni tfi zdédéné varianty vedouci ke vzniku predcasného terminacniho
kodonu a dvé de novo missense varianty. Interpretace zbyvajicich 12 zdédénych missense variant byla
problematicka: nékteré z nich byly nalezeny v hemizygotnim stavu v gnomAD v4 (jedna az 79x), soucasné ale,
bez ohledu na vyskyt v gnomAD, se vétSina testovanych variant ukazala jako skodliva ve funkénich studiich.



Zavérecné posouzeni podle ACMG kritérii bylo likely pathogenic u tfi variant a VUS u deviti (coZ je
nadpolovic¢ni vétsina celé kohorty). Do kategorie VUS spadd i varianta naseho pacienta, kterd se také
vyskytuje v gnomAD v hemizygotnim stavu 3x. Autofi publikace vySe uvedené paradoxy vysvétluji
,pozoruhodnou variabilitou fenotypové exprese a tiZze choroby”. Z obecnéjsiho pohledu mize tedy pfipad
genu KCND1 ilustrovat skutecnost, Ze kauzalni geny zplsobujici Castéjsi, zdvaziné, vysoce penetrantni a
fenotypové malo variabilni NDD byly jiz z vétsi ¢asti objeveny, a pfichazi ¢as identifikace genl odpovédnych
za vzacnéjsi a mirnéjsi NDD, které vykazuji neuplnou, nékdy spiSe nizkou penetranci, a velmi variabilni
expresivitu.

Podporeno grantem AZV NU22-07-00165.

Sledovani interni tandemové duplikace v genu FLT3 jako markeru méritelné zbytkové
nemoci u pacientd s akutni myeloidni leukemii

Berdnkovd M., Rehounkovd M.V, Baudysovd K.Y, Gancarcikovd M., Zavrelovd A.?, Zék P.?, Pavlikovd
L., Hyspler R.Y

1 Ustav klinické biochemie a diagnostiky, LF UK a FN Hradec Krdlové
2 IV. Interni hematologickad klinika, LF UK a FN Hradec Krdlové

Akutni myeloidni leukemie (AML) se vzhledem ke své Cetnosti v populaci fadi k nejcastéjsi akutni
leukemii u dospélych. Pfi stanoveni diagndzy, progndzy a volbé 1é¢by jsou s vyhodou vyuzivany molekularné
genetické techniky zahrnujici mimo jiné také sledovani méritelné zbytkové nemoci (MRD) pomoci Next
Generation Sequencing (NGS). Technika NGS je vhodnd i ke sledovani interni tandemové duplikace v genu
FLT3 (FLT3-ITD). Tento prognosticky marker je nalézan az u 25 % pacientli s AML, pticemz se jedna o nestabilni
marker ménici se v prlibéhu |écby onemocnéni.

Retrospektivni analyzou provedenou u deseti vybranych pacientt s diagndzou €920 (AML) v obdobi
od zachytu onemocnéni do soucasnosti jsme ziskali celkem 62 analyz. Ziskana data byla zhodnocena vlastni
bioinformatickou pipelinou (Tomas Hron, Altium) umoznujici sledovani vétsich strukturnich aberaci—inserce,
delece a duplikace.

Prezentovand kazuistika pacienta dokazuje, Ze sledovani MRD pomoci techniky NGS umoznuje
zachytit pocinajici relaps onemocnéni s nékolika mési¢nim predstihem ve srovnani s klasickou fragmentacni
analyzou potrasplantacniho chimerismu nebo FLT3-ITD pomoci kapilarni elektroforézy.

Z nasich prozatimnich vysledkl je patrné, Ze diky citlivym technikdm je mozna ¢asna detekce relapsu
onemocnéni jiz na molekularni Grovni.

Mnohocetny myelom jako idealni onemocnéni pro testovani moznosti metody
optického mapovani genomu

Bezdékovd Fillerovd R.™Y, Kotaskovd J.%>¥ Jarosovd M.%>3% Plevovd K. 3% Mareckovd A.?), Ondrouskovd
E.?), Bohunriovd M., Strénskad K.**, Adamovd S.?%, Dihel M.™Y, Kvapil P.™¥
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3 Centrum molekuldrni mediciny, CEITEC-Central European Institute of Technology, Masarykova univerzita,



Brno
4 Ustav lékarské genetiky a genomiky, LF MU a FN Brno

Chromozomalni aberace maji klicovy vyznam ve stratifikaci rizika hematologickych malignit. Pfesna
identifikace téchto aberaci umozZiiuje presnéjsi hodnoceni rizik, coZ usnadnuje lepsi prognostické predpovédi
a planovani l1écby. Mnohocetny myelom je druhy nejéastéjsi typ hematologickych malignit, ktery vznika
transformaci a klonalni expanzi plazmatickych bunék charakterizovanych abnormalnim zvySenim
monoklonalnich imunoglobulind.

Technologie optického mapovani genomu (OGM) predstavuje pokrocily nastroj pro detekci
strukturnich variant (SV) a variaci poc¢tu kopii (CNV) v celém genomu. OGM prekonava omezeni tradic¢nich
cytogenetickych metod tim, Ze nabizi vyssi rozliSeni nez karyotypizace a je schopna zkoumat celé genomové
spektrum ve srovnani s FISH, a také odhalovat vyvazené chromozomadlni abnormality, které nejsou
detekovatelné pomoci chromozomalnich mikrocip (CMA).

Laboratore IAB se ve spolupraci s klinickymi institucemi zaméfili na porovnani ucéinnosti konvencnich
cytogenomickych metod s analyzou OGM. Na&s studijni soubor tvofilo 10 pacientd s mnohocetnym
myelomem, u kterych byla k dispozici vSechna tradi¢ni cytogenetické vysetieni a opticka mapa genomu.

OGM ucinné identifikoval vétSinu cytogenetickych abnormalit pozorovanych v rutinni cytogenetice,
v€etné aneuploidii, hyperdiploidii a strukturdlnich variant. OGM také detekovalo vyvazené translokace
identifikujici partnery fusnich gen(, které nejsou bézné hledany jinymi technikami. Navic OGM prokazala
svou schopnost odhalovat dalsi cytogenetické abnormality, zejména komplexni prestavby.

OGM predstavuje slibny nastroj doplnujici limitace konvencénich metod s potencidlem vyznamné
zjednodusit laboratorni postupy a zaroven snizZit naklady na rutinni diagnostiku. Tato pokrocild technologie
mUze zasadné pfrispét k lepsimu porozuméni biologii onemocnéni a k prizplisobeni 1éCby individudlnim
potifebam pacientl, ¢imz se maximalizuji terapeutické ucinky.

Podékovani: Tento wvyzkum byl financné podporfen: MEYS-CZ MUNI/A/1558/2023; MH-CZ
RVO_65269705, AZV_NU21-08-00237.

Molekularné-patologicka diagnostika karcinomu GIT asociovaného s Lynchovym
syndromem

Brisudovd A.™?, Janikovd M.*?, KoFinkovd G.™Y, Knillovd J., Kucerovd L.™Y, KolaFikovd K.?), Kratochvilovd
R.@), Sisperovd R.?, Punovd L., Mrackd E.?, Slavkovsky R.?), Lemstrovd R.“, Vrtél R.”?, Steigerovd, J.%,
Bouchal J.

1 Ustav klinické a molekuldrni patologie

2 Ustav lékarské genetiky

3 Ustav molekuldrni a translacni mediciny

4 Onkologickd klinika, FN Olomouc a LF UP Olomouc

Hereditarni nepolypdzni kolorektdlni karcinom (HNPCC), také znamy jako Lynchlv syndrom, je
onemocnéni charakterizované zvysenym rizikem vzniku zhoubnych nadorl. Jednd se o autozomalné
dominantni onemocnéni s vysokou penetranci. Obvykle je zplisoben mutaci v tzv. ,,mismatch repair” genech,
hlavné MLH1, MSH2, MSH6 nebo PMS2 a vzacné také patogenni variantou v genu EPCAM, bezprostiedné
sousedici a ovliviiujici expresi genu MSH2. Inaktivace téchto proteinl vede k nestabilité mikrosateliti (MSI)



a ke vzniku a progresi nadord. U pacientll s Lynchovym syndromem se nadory objevuji v mladsim véku (40—
45 let), nejcastéji kolorektalni karcinom. Zeny s Lynchovym syndromem maji také zvysené riziko karcinomu
endometria a vajecnik(.

KAZUISTIKA

Tato kazuistika se zabyva rodinnou anamnézou karcinomU gastrointestinalniho traktu (GIT) napfic¢
generacemi. Proband byl diagnostikovan s ca tlustého stfeva (T3, N2, MO) ve véku 38 let a ca stfeva s
metastazami v jatrech ve 43. Jeho sestra a maternalni teta byly diagnostikovdny s karcinomem GIT a
sestfenice s karcinomem ovaria a pozdéji s uroteliarnim karcinomem. Pfi opakovanych ptipadech karcinomu
GIT v rodiné se doporucuje genetické vysetieni, zejména pfi podezieni na Lynch(v syndrom.

U pacienta byl histologicky diagnostikovdn metastazujici adenokarcinom tlustého streva.
Fragmentacni analyza odhalila mikrosatelitni instabilitu (MSI) a nasledné bylo zahdjeno vysetfeni
hereditarnich nadorovych syndromd. Mutaéni analyza vice nez 200 gen( (panel CZECANCA, Roche) byla
provedena metodou sekvenovani nové generace (NGS), pficemz vétsi prestavby gent EPCAM, MLH1, MSH2,
MSH6 a PMS2 byly analyzovdny metodou MLPA.

ZAVER

U probanda byl diagnostikovan adenokarcinom stfeva s vysokou mikrosatelitni nestabilitou (MSI-H).
U probanda a ¢lend rodiny s pozitivni onkologickou anamnézou byla identifikovana pravdépodobné
patogenni varianta v genu MSH2 (NM_000251.2:c.1815_1817delTGT, p.Val606del, rs267607978). Tato
varianta nebyla nalezena u zdravého syna a dcery probanda a zdravé maternalni netere, coz naznacuje jeji
roli v rodinné predispozici k nadorlm GIT. Segregacni analyza tedy naznacuje, Ze nalezeni této
pravdépodobné patogenni varianty objasnuje pfic¢inu vyskytu nador( GIT v rodiné. V ramci prevence CRC je
u pacientl s Lynchovym syndromem doporuceny pravidelny screening.

Tato prace byla podporena grantem LF_2025

Piredoperacni detekce patogennich variant u déti a adolescenti
Cillikovaé 0., Kuklikova V., Carkovd J.%Y, Vyhnalovd K.™Y, Vidclavikovd E.*Y, Bulanovd B.", Mastnikovd K.,
Rodovd M.™Y, Novdk Z.%, Pacesovd P.”?, Jiskra J.%), VEeldk J.%%, Bendlovd B.™Y

1 Oddéleni molekuldrni endokrinologie, Endokrinologicky ustav, Praha
2 Oddéleni klinické endokrinologie, Endokrinologicky ustav, Praha
3 Ill. interni klinika — klinika endokrinologie a metabolismu, VFN v Praze a 1. LF UK, Praha

UvoD:

V poslednich letech stoupd incidence nador( stitné Zlazy u déti a adolescentl. Tyto nadory vykazuji
v porovnani s dospélymi pacienty agresivnéjsi projev, vyssi invazivitu a tendenci metastazovat. Molekuldrné
geneticka analyza aspiracnich biopsii tenkou jehlou (FNAB) je efektivnim nastrojem pro presnéjsi diagnostiku
uzlG stitné Zlazy. Cilem studie bylo detekovat patogenni varianty v souboru déti a adolescentd.

SOUBOR A METODIKA:



Analyzovano bylo 145 vzork( FNAB od pacientl ve véku 6-20 let klasifikovanych beth I-VI, u kterych
byla nejprve pomoci alelicky specifické sondy vySetfena varianta V60OE v 15.exonu BRAF genu — nejcasté;si
genetickd zména papilarniho karcinomu (PTC). U pacientl s detekovanou variantou V600E v BRAF genu byly
nasledné vysetreny varianty C228T a C250T v promotoru genu TERT pomoci Real-Time PCR a u negativnich
pacientd bylo po cytologickém vysetfeni a domluvé s osettujicim lékafem provedeno vysetreni dalsich genl
prostfednictvim masivné paralelniho sekvenovani nebo kapilarni sekvenace. Pacienti bez detekované
varianty ve vySetfovanych genech byly dédle analyzovani na pfitomnost fuznich genl (ALK, BRAF, GLIS3,
NTRK1, NTRK3, PPARG, RET) pomoci Real-Time PCR.

VYSLEDKY:

Celkem byly zachyceny patogenni varianty u 38 pacientd - 9 v genu BRAF, 7 v genech RAS (1 HRAS, 1
KRAS a 5 NRAS), 11 fuznich genl (1 TPM3/NTRK1, 3 ETV6/NTRK3, 1 RET/PTC3, 5 RET/PTC1, 1 EML4/ALK), 4 v
genu TSHR a u 7 pacientl v genu DICER1, pficemzZ u 3 pacientl byla detekovana zarodecnd i somaticka
varianta v genu DICER1. Informace o pooperacnim histologickém vysetfeni byly k dispozici u 26 % pacient(
(37/145).

ZAVER:

Predoperacni molekularné geneticka analyza je daleZitd nejen u dospélych, ale také u pediatrickych
pacientl. Zatimco mutace BRAF V600E a fuzni geny jsou spojeny s vysokym rizikem malignity a je u nich
doporucovdna totdlni tyreoidektomie, mutace v RAS genech maji riziko malignity nizsi a je u nich
doporucovana spiSe lobektomie. Zarodecné mutace v genu DICER1 jsou spojeny s DICER1 syndromem, ktery
predisponuje k rozvoji riznych nadoru jiz od détského véku.

Podpofeno z AZV NU21-01-00448 a MZ CR RVO 00023761.

Klinicky exom v prenatalni diagnostice
Durcovd L., Vrédnovd T.™, Nikulenkov Grochovd D.™, Hiemerovd M.™, Dobsdkovd Z., Michenkovd A.”?),
Vlasin P.?), Kadlecovd J.%V

1 Cytogenetickad laborator Brno, Brno
2 Centrum prenatdini diagnostiky, Brno

Uvod:

Sekvenovani klinického exomu (CES) je NGS metoda zaméfujici se na analyzu klinicky vyznamnych
genu asociovanych s rliznymi dédicnymi onemocnénimi. V roce 2023 nase laborator zaradila do standardnich
prenatalnich vySetfeni exomové sekvenovani (CES), zamérené na TRIO mutacni analyzu genu souvisejicich s
konkrétnim ultrazvukovym ndlezem u plodu.

Metody:

Pro pfipravu knihoven pouzivdme KAPA HyperCap Heredity Panel (Roche). Sekvenace nasledné
probiha na sekvenatoru NextSeq 1000 (lllumina) a k analyze NGS dat vyuZivame nastroj Varsome Clinical, kde
za pomoci terminologie HPO selektujeme geny asociované s fenotypem plodu.

Vysledky:



Od roku 2023 bylo vysetfeno CES analyzou 90 proband, s 20% zachytem patogenni ¢i pot. patogenni
varianty asociované s fenotypem probanda. Prezentujeme zde kazuistiku rodiny s familiarnim vyskytem VvV
CNS popsanym u plodi ze 3 gravidit. TRIO analyzou byla detekovana kauzalni mutace v genu COL4A1.

Zaveér:

Pro vyhodnocovani dat ziskanych exomovym sekvenovanim se jako klicovy faktor ukazuje detailni
popis fenotypu probanda, stejné jako rodinnych pfislusnik(. A z toho vyplyva dlleZitost spoluprace pacienta
pfi sdélovani prfesnych informaci tykajicich se zdravotniho stavu a zaroven nezastupitelna role klinického
genetika a dalSich specialist( z 1ékarskych obord.

V dnesni dobé celoexomového a celogenomového sekvenovani ma klinicky exom stale své misto.

Moderni pristupy v klinické cytogenomice: iloha optického mapovani genomu a
sekvenovani s dlouhym ¢tenim pri detekci strukturni variability u pacientii s
neurovyvojovym onemocnénim

Dynkovd Filkovd H.*?, Rezny D.™*?, Stolfa M., Hladilkovd E.*»*>?, Réblovd K.™", Gaillyovd R., Soukalovd
1.%) Kuglik P.*?, vallova V.2

1 Centrum molekuldrni biologie a genetiky, FN Brno
2 Ustav experimentdini biologie, Pfirodovédeckd fakulta, Masarykova univerzita, Brno
3 Ustav lékarské genetiky a genomiky, FN Brno

Strukturni variabilita (SV) genomu je jednou z hlavnich pficin lidskych genetickych onemocnéni. Jeji
detekce v klinické praxi je stale zaloZena na tradi¢nich metodach klasické a molekuldrni cytogenetiky, které
ale casto nedokazou presné urcit zlomovd mista u translokaci, inverzi nebo detekovat komplexni
cytogenetické prestavby. V poslednich letech se v3ak objevily nové technologie zaloZzené na analyze dlouhych
molekul DNA, které by mohly tato omezeni prekonat.

Zaméili jsme se na porovnani optického mapovani genomu (OGM) a sekvenovani genomu s dlouhym
¢tenim (LR-WGS, Oxford Nanopore Technologies) pro detekci SV u pacientll s neurovyvojovymi poruchami
(NDD). Hlavnim cilem bylo posoudit G¢innost, presnost a praktickou pouZitelnost obou metod v klinické praxi
a porovnat jejich vysledky s prfedchozimi cytogenetickymi analyzami.

Diagnosticky potencidl téchto metod byl testovan u péti pacientld s komplexni nebo nedofesenou
chromozomovou prestavbou. Obé metody byly schopny detekovat vSechny predtim reportované genetické
zmény. OGM se ukazalo jako U¢innéjsi pro pocatecni screening diky nizSimu poctu detekovanych variant a
jasnéjsi vizualizaci vysledkd. LR-WGS byla presnéjsi pri urcovani presnych mist zlom( a detailnéjsi v
charakterizaci genl zapojenych do prestaveb. Generovala vsak rozsahlé mnozstvi dat, cozZ ztéZovalo analyzu
a interpretaci.

Nase vysledky naznacuji, Ze kombinace OGM pro rychly screening a LR-WGS pro podrobnou analyzu
SV muze byt optimalnim diagnostickym pristupem. Pro efektivnéjsi zpracovani a interpretaci dat LR-WGS je
vSak zapotiebi dalsi vyvoj analytickych nastroju.

Podpotreno Ministerstvem $kolstvi, mladdeze a télovychovy Ceské republiky, grant OP JAK ACGT2
CZ.02.01.01/00/23_020/0008555 a Masarykovou univerzitou, Ceskd republika. Viechna prava vyhrazena.



Geny s vyskytem patogennich variant v souboru pacientti s epilepsii, epileptickymi
syndromy a neurovyvojovymi onemocnénimi
Jerdbkovd B.*, Soukup Vodickovd M.*?, Zidkovd J., Réblovd K.™, Pouchld S.™¥, Fajkusovd L.*?

1 Centrum molekuldrni biologie a genetiky, FN Brno
2 Ndrodni centrum pro vyzkum biomolekul, Prirodovédeckd fakulta, Masarykova univerzita, Brno

Epilepsie je neurologické onemocnéni charakterizované opakujicimi se neprovokovanymi zachvaty
zpUsobenymi nadmérnou elektrickou aktivitou mozku. Zachvaty casto predstavuji jeden z projevl
zavaznéjsich onemocnéni, véetné epileptickych syndromi a neurovyvojovych onemocnéni.

Molekularné genetickd diagnostika je v Centru molekuldrni biologie a genetiky provadéna metodou
masivni paralelni sekvenace panelu 623 genl nebo metodou celoexomové sekvenace (WES). Bioinformaticka
analyza je zamérena na detekci variant malého rozsahu i rozsahlych deleci/duplikaci.

Analyza souboru 320 nepfibuznych pacientl s pozitivni genetickou diagnézou odhalila
patogenni/pravdépodobné patogenni varianty v 96 rlznych genech. Nejvétsi zastoupeni variant jsme
ocekavané zaznamenali v genech kddujicich napétové fizené iontové kanaly (SCN1A, KCNQ2, CACNA1A a
dalsi) a ligandem tizené iontové kandly (GABRRG2, GRIN2A, KCNT1 a dalsi). Kromé toho jsme detekovali
varianty v fadé dalsich funkénich skupin gen(, véetné téch zapojenych do mTOR signalizacni drahy nebo
synaptické regulace.

Genetickd diagnostika je zasadni pro odhaleni pficin epilepsii, epileptickych syndrom( a
neurovyvojovych onemocnéni. Nase vysledky ukazuji genetickou heterogenitu uvedenych onemocnéni a
zdlraznuji vyznam genetického testovani pro presnéjsi diagnostiku, predikci vyvoje onemocnéni a
potencidlni cilenou terapii.

Vyuziti celoexomového sekvenovani pri analyze genetickych pricin abortu
Grosup Friedovd N.™*?, Tajtlovd J.%Y, Kejkulovad R.™Y, Bradovd M., Langovd M.V

1 Oddéleni lékarské genetiky, FTN Praha
2 Ustav biologie a lékarské genetiky, 1. LF UK a VFN v Praze

Rekurentni téhotenska ztrata (RPL, recurrent pregnancy loss) je definovana nejméné dvémi
téhotenskymi ztratami pred 20. tydnem téhotenstvi. Dle mezinarodnich studii pfiblizné 5 % téhotnych parl
prodéld idiopatickou RPL. Rekurentni téhotenska ztrata je heterogenni onemocnéni s rliznymi pfic¢inami,
vCetné hormonalnich ¢i genetickych.

Celoexomové sekvenovani (WES) muUZe byt zasadnim prinosem v diagnostice genetické priciny
opakovanych reprodukénich ztrat, u nichZz nebyla bézné uZivanymi metodami (QF PCR, array CGH, pfip.
stanoveni karyotypu) nalezena geneticka pric¢ina abortu a soucasné pretrvava klinické podezfeni, Ze pfricina
méla geneticky podklad. Z tohoto dlvodu byla tato analyza zahrnuta do naseho workflow u vysetifeni
produktld koncepce. Kvysetfeni je vyuZivana tkan plodu, pacientky svysetfenim sepisuji informovany
souhlas.

Mezi lety 2022-2024 bylo na Oddéleni lékafské genetiky FTN vySetfeno celkem 52 produktl
koncepce. Metodou QF-PCR byla nalezena pficina abortu u 11 vySetfovanych pripadl. Vysetfeni array CGH
bylo nasledné provedeno u 35 produktd koncepce s moznou souvislosti s abortem u 10 vysetfovanych vzorkd.
Metodou WES bylo analyzovano 11 vzork(. Sest vzork& muselo byt z analyzy vyfazeno z déivodu maternalni



kontaminace. V budoucnu planujeme reanalyzu dat ziskanych metodou WES s ohledem na aktudlni klasifikaci
variant a nové zjisténé skutecnosti.

V posteru uvadime zkuSenosti naSeho pracovisté se vyuzivani metody WES pfi detekci pfic¢in RPL.
Vysledky vySetfeni ndm prinaseji nejen cenné informace ohledné pficiny abortu, ale maji rovnéz i dileZity
pfinos pro planovani dalsi reprodukce paru.

Pokrocilé cytogenomické techniky v diagnostice CNVs u pacienta s neurovyvojovym
onemocnénim: vyznam optického mapovani a sekvenovani s dlouhym ¢tenim.
Kazuistika.

Hladilkovd E.%3), Stolfa M., Dynkovd Filkovd H.*?, Rezny D.?, Réblovd K.Y, Beharka R.?, Soukalovd J.*?),
Kuglik P.*2), Vallovg V.*?

1 Centrum molekuldrni biologie a genetiky, FN Brno
2 Ustav experimentdini biologie, Pfirodovédeckd fakulta, Masarykova univerzita, Brno
3 Ustav lékarské genetiky a genomiky, FN Brno

Vyznam variant poctu kopii (CNVs) v patogenezi rlznych onemocnéni je nesporny. Zlatym
standardem pro detekci CNVs v celém genomu je chromozomalni microarray (CMA). Nové se vsak objevu;ji
cytogenomické techniky, jakym je optické mapovani genomu (OGM) nebo celogenomové sekvenovani s
dlouhym ¢tenim (LR-WGS), které maji znacny potencial nejen pro detekci strukturnich variant, ale i pro jejich
detailnéjsi analyzu.

V této kazuistice jsme porovnali detekci CNVs u pacienta s neurovyvojovym onemocnénim pomoci
tfi riznych metod: CMA (Agilent Technologies), OGM (Bionano Genomics) a LR-WGS (Oxford Nanopore
Technologies). Nasim cilem bylo posoudit presnost a spolehlivost téchto metod pfi identifikaci CNVs v
porovnani se zavedenym standardem CMA.

Analyza pomoci CMA identifikovala rozsahlou deleci a duplikaci na chromozomu 12. Jednd se o
duplikaci oblasti 12p13.31p12.1 o velikosti cca 16,7 Mb doprovdzenou deleci oblasti 12p12.1p11.23 o
velikosti cca 2,4 Mb. Detekované CNVs byly nasledné potvrzeny metodami OGM i LR-WGS. OGM, diky své
schopnosti vytvaret optické mapy genomu, umoznila identifikaci struktury chromozomadlni prestavby s
vysokym rozliSenim. LR-WGS pak poskytlo velmi podrobny pohled na identifikovanou pfestavbu, s
preciznéjsim uréenim koordinat CNVs a hlubsi analyzu dopad(i na geny v oblasti zmén.

OGM a LR-WGS predstavuji pokrocilé metody s velkym potencidlem pro detekci CNVs v klinické praxi.
Je vSak nutné zohlednit omezeni téchto metod, jakymi jsou vys$si naklady, technicka a casova narocnost analyz
a peclivé zvazit jejich zafazeni do diagnostickych algoritm pro dosazeni optimalniho klinického vyuZziti.

Podpofeno Ministerstvem $kolstvi, mladeie a télovychovy Ceské republiky, grant OP JAK ACGT2
€Z.02.01.01/00/23_020/0008555 a Masarykovou univerzitou, Ceskd republika. Viechna prava vyhrazena.

Rok s WESem
Chvojka S., Dohnalovd L., Hrabikovd M., Krdl J., Zembol F., Suhajovd S., Koudovd M., Bittéovd M.

GNTlabs by Gennet, Praha



Exomové sekvenovani (Whole Exome Sequencing, WES) je pokrocild metoda genetické analyzy
zamérena na kodujici oblasti genomu. Tato technologie se Siroce vyuziva v klinické genetice, onkologii a
reprodukcni mediciné, kde umoziuje identifikaci patogennich variant spojenych s dédi¢nymi a vrozenymi
onemocnénimi. Pomdaha k lepSimu pochopeni genetickych pfi¢in nemoci, presnéjsi diagnostice a
personalizované |écbé. Diky WES lze odhalit vzacné mutace, coz je klicové pro cilenou terapii a genetické
poradenstvi.

V laboratofi GNTLabs jsme v roce 2024 implementovali WES s vyuzitim automatizovaného systému
CyBio Felix (Analytik Jena) pro pfipravu knihoven, coz nam umoZiuje zpracovat 192 vzorkd tydné.
Sekvenovani probiha na platformé NovaSeq X Plus na flowcelle 10B (lllumina). Bioinformaticka analyza je
provadéna kombinaci aplikace Franklin (Genoox) a nasimi in-house bioinformatickymi skripty. Dle indikace
pacienta se mizZeme diky virtudlnim panellm zaméfit na konkrétni vycet gend, prikladem mize byt
onkologicky panel CZECANCA, Carrier Test pro rodice zakladajici rodinu nebo samotné hodnoceni exomu pfi
specifické diagndze, a mnoho dalsiho.

Béhem jednoho roku jsme zpracovali 11 329 vzork(, z toho 2447 v rdmci panelu CZECANKA, 8079 v
Carrier testu a 803 pacientl indikovanych na exomové vysetieni. Diky WES jsme kromé cilené diagnostiky
mohli pacientim vyhodnotit i sekundarni a incidentalni nalezy, coZ rozsifuje klinickou vyuZitelnost této
technologie ve srovnani s panelovym sekvenovanim.

Zavedeni WES do rutinni diagnostiky ndm umoznilo efektivné analyzovat genetické predispozice
pacientu. Klicovou vyhodou této metody je mozZnost jednorazového sekvenovani s dodatec¢nou analyzou
dalsich panelll dle aktualnich diagnostickych potreb, coZ poskytuje flexibilitu v diagnostice a umozniuje
zptesnéni klinickych zavér( v prabéhu Casu. Tato strategie zvySuje efektivitu genetického testovani a zaroven
sniZuje nutnost opakovaného sekvenovani, ¢imz Setfi ¢as i naklady.

Dédicna predispozice ke vzniku karcinomu tlustého sti‘eva u pacienti v ¢eské populaci
Janatovd M., Soukupovd J."Y, Kleiblovd P.*?, Nehasil P.*>%, Kleibl Z.%3), CZECANCA konsorcium

1 Ustav lékafské biochemie a laboratorni diagnostiky, 1. LF UK a VFN v Praze
2 Ustav biologie a lékaFské genetiky, 1. LF UK a VFN v Praze

3 Ustav patologické fyziologie, 1. LF UK, Praha

4 Klinika pediatrie a dédicnych poruch metabolismu, 1. LF UK, Praha

Kolorektalni karcinom (CRC) je celosvétové druhym nejcastéjsim nadorovym onemocnénim a zUstava
vyznamnym celosvétovym zdravotnim problémem. Pfiblizné 5-15 % ptipad(i CRC je zplsobeno zarodecnymi
patogennimi variantami (gPV) v nadorovych predispozi¢nich genech. Analyza gPV je nezbytna pro identifikaci
jedincl ve vysokém riziku CRC ev. dalSich asociovanych tumor(. Provedli jsme genetické testovani zarodecné
DNA pomoci panelového sekvenovani nové generace (NGS) u 2040 ceskych pacient s CRC, vysetfili jsme
pfitomnost gPV ve 40 nadorovych predispozi¢nich genech a porovnali osobni a rodinnou onkologickou
anamnézu u nosi¢l a nenosicl. Studie odhalila vyznamné vyssi frekvenci nosi¢d gPV mezi pacienty s CRC ve
srovnani s populaénimi kontrolami (331/2040; 16,2 % vs. 520/6876; 7,6 %; p=2,3x10-31). Zejména varianty v
genech pro Lynchliv syndrom (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) a familiarni adenomatozni polypdzu (APC) byly
spojeny s vyrazné zvySenym rizikem vzniku CRC. gPV v téchto genech se vyznamné castéji vyskytovaly u
indikovanych nez u neindikovanych pacientl (92/839; 10,9 % vs. 35/1201; 2,9 %; p=2,6x10-13). Kromé toho
byli identifikovani nosici gPV v dalSich nadorovych predispozi¢nich genech, spojenych predevsim s dédicnym
syndromem karcinomu prsu a ovaria (BRCA1, BRCA2, CHEK2, ATM, PALB2, RAD51C). Jejich frekvence se



nelisila mezi indikovanymi a neindikovanymi pacienty (92/839; 4,6 % vs. 42/1201; 3,5 %; p=0,2), ale lisila se
od kontrol (161/6875; 2,3 %; p=0,0001, resp. p=0,024). Studie zdlrazriuje vyznam komplexniho genetického
testovani pro identifikaci jedinc( se zvySenym rizikem vzniku CRC, u nichZ usnadriuje personalizovany dohled
a preventivni opatreni.

Podpofeno granty: MZ CR: RVO-VFN-00064165; Karlova Univerzita: COOPERATIO, SVV260631,
UNCE/24/MED/022; MSMT CR: Projekt Ndarodni Ustav pro vyzkum rakoviny (Program EXCELES, ID:
LX22NP05102) — podporeno Evropskou unii — Next Generation EU.

Joubertovej syndrom: Vyznam masivneho paralelného sekvenovania (WES) v
diagnostike zriedkavych genetickych ochoreni - kazuistika
Janec&kova L., Mdtydsovd K., Brennerovd K.”?, Hrékova G.?, Skalickd K.

1 Laboratérium klinickej a molekulovej genetiky Detskej kliniky LFUK a NUDCH, Bratislava
2 Detskd klinika LFUK a NUDCH, Bratislava

Joubertove] syndrém je zriedkavé geneticky podmienené ochorenie, charakterizované tromi
zakladnymi znakmi: (1) obrazom ,, molar tooth sign”“ na MRI mozgu, (2) hypotdniou v dojcenskom veku a
naslednym rozvojom ataxie v neskorSom detstve, a (3) oneskorenim psychomotorického vyvoja s poruchou
intelektu. Okrem tychto priznakov sa v Specifickych podtypoch syndrému moézu vyskytovat aj ochorenia
obliciek (napr. nefronoftiza) a fibréza pecene.

Prezentujeme kazuistiku probanda (nar. 2019) s oneskorenym psychomotorickym vyvojom a
hypotdniou. V case diagndzy (2020) mal negativne EMG/MRI vySetrenie a nevykazoval numerické ani
Strukturdlne imbalancie gendmu (karyotyp, array CGH). V roku 2023 sa pri ultrazvuku brucha objavil
nefrologicky nadlez mikrocyst. Na zaklade tychto nalezov bola indikovana genetickd diagnostika s podozrenim
na ciliopatiu alebo kongenitalnu poruchu glykozylacie typu la.

Pomocou masivneho paralelného sekvenovania (WES) sme identifikovali dva varianty génu TMEM67:
patogénny  variant NM_153704.6:c.1843T>C(p.Cys615Arg) a  variant nejasného  vyznamu
NM_153704.6:¢c.2239C>G(p.GIn747Glu). Segregacnd analyza (Sangerovo sekvenovanie) potvrdila, Ze tieto
varianty segreguju od rodicov probanda v trans-konfiguracii. Gén TMEM®67 je klicovym génom asociovanym
s Joubertovej syndromom (JBTS6, MIM:610688), ktory je Casto spojeny s postihnutim pecene a obliciek.
Geneticky nalez je v sulade s obrazom MRI mozgu, ktory v roku 2024 ukdazal ,molar tooth sign“, co
nasmerovalo diagnostiku na autozomalne recesivnu formu Joubertovej syndrému.

Nalez variantov TMEMG67 v trans-konfiguracii prispel k objasneniu genetickej priciny symptémov
probanda. Nasa kazuistika potvrdzuje, Ze diagnostika zriedkavych genetickych ochoreni méze trvat niekolko
rokov, najma v pripadoch bez jednoznacnej syndromologickej asociacie. WES predstavuje u¢inny nastroj na
skratenie diagnostickej odysey a vyznamne prispieva k multidisciplinarnemu pristupu k diagnostike
zriedkavych genetickych ochoreni na naSom pracovisku.

Evaluation of quality of WGS and WES results using the validated protocols
Kvapilovd K. *?, Misenko P.**, Radvanszky J.”¥, Budis J.*), Gazdarica J.*), Pos 0.7, Korabeénd M., Kasny
M., Szemes T.%), Kvapil P.%Y, Paces J.”, Kozmik Z.¢)



1 Institute of Applied Biotechnologies a.s., Prague

2 Charles University, Faculty of Science, Prague

3 Geneton s.r.o., Bratislava

4 Institute of Biology and Medical Genetics, First Faculty of Medicine, Charles University and General
University Hospital in Prague, Prague

5 Institute of Molecular Genetics of the Czech Academy of Sciences, Laboratory of Genomics and
Bioiformatics, Prague

6 Institute of Molecular Genetics of the Czech Academy of Sciences, Laboratory of Transcriptional

Regulation, Prague

Whole exome sequencing (WES) and whole genome sequencing (WGS) are standards in human
clinical diagnostics and population genomics. We evaluated the quality and genotype concordance of single
nucleotide variants (SNVs) and small insertions/deletions (indels) in paired blood and saliva genomic DNA
(gDNA) isolates for WES and WGS protocols using reference-validated protocols.

The NIST standard Coriell NA12878 was repeatedly sequenced to validate WGS and WES protocols.
NA12878 data calls were compared to the truth dataset published by the Genome in a Bottle Consortium. A
paired comparison of blood-derived gDNA and saliva-derived gDNA was performed for SNVs and indels for
both, WES and WGS. The level of genotype concordance was studied using ACMG SF v 3.2. gene set in two
settings: exonic regions only/complete genes.

The F1 score of ten paired blood-saliva samples range between 0.8030-0.9998 for SNVs and between
0.8883-0.9991 for indels in the WGS, and between 0.8643-0.999 for SNVs and between 0.7781-1.000 for
indels in WES. The quality pattern of called variants obtained from genomic-reference-based technical
replicates correlates with data calls of paired blood—saliva-derived samples in all levels of tested
examinations.

The resulting data shows a clear advantage of the WGS approach over WES; especially for indels
analysis while confirming no significant differences between blood and saliva samples.

Funding: This research was supported by Operational Programme Integrated Infrastructure for the
project ITMS: 313021BUZ3 (USCCCORD) co-financed by the European Regional Development Fund. Grant
IMPAKT no. VJ01010123 provided by the Ministry of Interior of the Czech Republic.

Kratky prolog pro dlouha ¢teni (v rutinni diagnostice)
Hirschfeldovd K.*?, Doubkovd K.*?, Senkyrik P.**?, Hrachovsky 0., Obeidovd L.*?

1 Ustav biologie a lékarské genetiky, Laboratoi molekuldrni diagnostiky, VFN v Praze
2 Ustav biologie a lékarské genetiky 1. LF UK, Praha

Prestoze za posledni dekddu doslo k bouflivému rozvoji novych metod sekvenace DNA, které vyrazné
posunuly moZnosti diagnostiky dédi¢nych onemocnéni, stéle zUstavaji oblasti, kde samotna povaha aberace
genetické informace cini jeji rutinni diagnostiku obtiznou, nebo nemoZnou. Jednim ze zplsobl, jak
preklenout problémy pfi analyze takovych aberaci, je vyuzZiti sekvenace zaloZzené na technologii dlouhého
Cteni. Nasim cilem bylo otestovat vhodnost technologie dlouhého ¢teni od firmy Oxford Nanopore
Technologies (ONT) a stanovit optimalni laboratorni postupy pro sekvenovani v rutinnich podminkach
klinické laboratofe.



S ohledem na kompaktnost a cenovou dostupnost jsme si pro testovani nanopdérového sekvenovani
vybrali pfenosny sekvendtor MinlON™ Mk1B. Jako pilotni oblasti testovani jsme zvolili genomické lokusy
c9orf72, GBA, PKD1, SMN1, TPSAB1. Rutinni diagnostika pravé téchto oblasti mlzZe byt komplikovana
vysokou homologii pseudogen(i nebo genovych duplikatd, tvorbou fuznich genli nebo rozsahlou expanzi
kratkych repetic.

Navzdory doporuceni jsme si vytvofili knihovny ze smési amplikon( s vyraznym délkovym rozpétim
(1-28 kb) a porovnali rovhomérnost pokryti vSech zahrnutych amplikond. Vzhledem k pfitomnosti velkého
mnozstvi oligonukleotidovych primér( v amplikonovych smésich jsme vyzkouseli postupy s a bez jejich
enzymatického odstranéni a vystupni data porovnali. Otestovali jsme rovnéz ,adaptive sampling” pro
rovnomérnéjsi pokryti index jednoho béhu, Zivotnost flowcelly, mozZnosti jejich opakovaného pouiiti i
pozadavky na bioinformatické zpracovani dat. Zvazili jsme rovnéz ¢asovou a technickou ndroc¢nost pripravy
knihovny a vlastni sekvenace.

Nanopdrové sekvenovani Ize, dle nasich zkuSenosti, zavést s relativné nizkymi naklady do provozu
rutinni laboratore. Software Epi2Me urceny pro analyzu dat dodavany vyrobcem je dostacujici a uzivatelsky
privétivy i pro pracovisté bez vlastniho bioinformatického zazemi. ONT pfistup je velmi flexibilni a robustni,
nicméné z hlediska provoznich naklad(, rentability vySetfeni a relativné kratké Zivotnosti flowcelly, je potreba
provadét vysetieni v dostatecné velkém poctu Uctovatelnych vzork(, coz mlze byt prekazkou v pFipadé
statimovych vysetfeni.

Studie hrazena z interniho grantu VFN GIP-24-NL-06-880.

Vyhodnoceni genomickych TRIO dat u endemického parkinsonismu
Kolafikovd K.**?, Vodi¢ka R.**?, Radek Vrtél, R.*?), Mensikovd K.?, Prochdzka M.*?, Kariovsky P.?/

1 Ustav lékafské genetiky, FN Olomouc
2 Ustav Iékarské genetiky LF UP v Olomouci
3 Neurologickd klinika FN Olomouc a LF UP v Olomouci

Uvod

Parkinsonismus patfi mezi Castd neurodegenerativni onemocnéni. Na zakladé nasi predchozi
epidemiologické studie jsme popsali vyssi prevalenci tohoto onemocnéni na Horfldcku (oblast jihovychodni
Moravy).

Cile studie
1) vybrat vhodné a dostupné vzorky pro WGS
2) provést WGS u vybranych jednotlivct

3) vyhodnotit nalezené genetické varianty pomoci Varsome Clinical

Metody



Celogenomové sekvenovani (platforma lllumina) bylo provedeno u 5 trii. Nalezené varianty byly
filtrovany s ohledem na jejich frekvenci v populaci <0,1% (MAF-frekvence minoritni alely), klasifikace varianty
dle databaze ClinVar a ddle s ohledem na fenotyp (geny asociované s parkinsonismem).

Vysledky

V ramci kazdého tria jsme nalezli kolem 7 miliond variant, z toho 300 000 z nich je v exonovych a
sestfihovych oblastech. V této studii nebyla nalezena zddnd kauzalni varianta. Nicméné bylo nalezeno nékolik
zajimavych (vzacnych a souvisejicich s fenotypem) variant.

Zavér: Vysledky studie genetického pozadi parkinsonismu u izolované populace naznaduji, ze
rizikovym faktorem by mohla byt kumulace vice rizikovych genetickych faktord. Pro ovéreni vlivu variant by
bylo vhodné provést rozsahlejsi populacni studii a funkéni analyzu.

Tato prace byla podporena grantem MZ CR — RVO (FNOI, 00098892)

CODAS syndrom
Kraj&ovicova V., Pozgayovd S.”*, Hamidovd 0., Skalickd K., Il¢ik M.?), Kunova N.*, Kutejovad E.”

1 Laboratdrium klinickej a molekulovej genetiky, Detskd klinika LF UK a NUDCH, Bratislava
2 Ambulancia lekdrskej genetiky, Detskd klinika LF UK a NUDCH, Bratislava

3 Rddiodiagnostické oddelenie NUDCH, Bratislava

4 Ustav molekuldrnej bioldgie SAV, Oddelenie biochémie a struktury proteinov, Bratislava

CODAS syndrém je vzacne multisystémové genetické ochorenie sposobujlce vyvojové anomalie na
urovni mozgu, oci, zubov, usi a skeletu (MIM:600373). V roku 2015 bol objasneny geneticky pévod fenotypu
tohto syndromu identifikaciou bialelickych patogénnych variantov v géne LONP1. LONP1 kdéduje Lon
protedzu, mitochondridlny homohexamérny enzym, ktorého hlavnou ulohou je selektivna degradacia
mitochondridlnych proteinov, ¢im udrziava celkovd homeostazu mitochondrii. Incidencia CODAS syndréomu
je celosvetovo mensia ako 1: 100 000 000 postihnutych jedincov. Klinické prejavy nastupuju uz v ranom
detstve, pricom ich pritomnost a zavaZnost sa u jednotlivych pacientov mézZe odliSovat. Spoloc¢nym
fenotypovym znakom vsetkych doteraz popisanych pripadov je v3ak pritomnost katarakty a epifyzalnej
hypoplazie.

Celoexdmovym sekvenovanim (WES) sme identifikovali dva DNA varianty v géne LONP1 u dnes 10-
rocného chlapca s ptézou lavého viecka, uzSou ocnou Strbinou a hypermetropiou, dysplaziou favej usnice,
vyraznymi epikantami, naznacenou syndaktyliou 2-3 prsta na nohe, lahkym axidlnym hypotonusom, miernou
poruchou reci a slabym korefiom jazyka. Rast je na spodnej hranici normy. Zo skeletdlnych abnormalit bola
sledovana pomalsia osifikacia jadierok a v 6. roku Zivota vyrazna extrarotacia pravej nohy a patologické zmeny
v oblastiach oboch epifyz femurov, vyraznejsie vlavo so zndmkami nekrézy hlavy femuru so znizenim vysky a
bez zndmky sekunddrnej dysplazie.

V préci prezentujeme kazuistiku pacienta s CODAS syndrémom ako extrémne zriedkavu skeletdlnu
dysplaziu vyplyvajucu z poruchy na urovni mitochondrii a poukazujeme na variabilitu klinickych prejavov
tohto ochorenia. V spolupraci so Slovenskou akadémiou vied tieZ prezentujeme funkénu analyzu mutacii Lon
protedzy potvrdenych u pacienta.

Praca je podporena Stipendiom pre excelentnych vyskumnikov a vyskumni¢ky R2 — hLON CODASS —
09103-03-V04-005580. Financované Eurdpskou Uniou z prostriedkov Planu obnovy a odolnosti SR.



Pripadové studie diagnostického hodnoceni celoexomovych dat za pouZiti aplikace
Franklin Genoox
Krdl J., Honysovd B., Hrabikovd M., Chvojka S., Soldatovd ., Svatori J., Zembol F., Bittéovd M., Koudovd M.

GNTlabs by Gennet, Praha

Uvod: V nasi laboratofi provadime hodnoceni celoexomového sekvenovani za poufiti platformy
Franklin Genoox. Franklin pfedstavuje vhodny nastroj pro hodnoceni exomovych dat, jelikoz prioritizuje
relevantni varianty na zakladé fenotypu, ktery mu je zadan ve standardizované formé jako HPO terminy.

Materidl a metody: Sekvenujeme cely exom za poutZiti panelu Exome 2.0 VCGS (Twist Bioscience) a
sekvenatoru NovaSeq X Plus (lllumina). Primarni analyza je provadéna softwarem DRAGEN (FPGAtechnology)
a sekundarni a terciadlni analyza pomoci platformy Franklin (Genoox). Vyhodnocovaci proces se zaméruje na
geny spojené s fenotypem zadanym pomoci HPO termin(. Franklin integruje data z populacnich a klinickych
databazi a z publikované literatury. Franklin zaroven vyuzivd umélou inteligenci pro selekci relevantnich
genetickych variant, stejné jako automaticky navrhuje klasifikaci na zakladé ACMG kritérii. Vyhodnocujeme
jak SNP, tak CNV varianty. Reportujeme sekundarni nalezy dle doporuceni ACMG, véetné patogennich variant
pro deset recesivnich onemocnéni, ktera jsou bézna v nasi populaci.

Vysledky: Pomoci celoexomového sekvenovani jsme vyhodnotili 276 pripadd, které zahrnovaly 72
prenatdlnich a 204 postnatdlnich pfipadl. Vétsina prenatalnich pripad( byly trio analyzy indikované na
zakladé zvySené nuchalni translucence nebo vrozené vyvojové vady. Genetickou pfic¢inu jsme identifikovali
ve 14 % prenatdlnich a 24 % postnatalnich pfipada.

Zavér: Uspésné nalezeni kauzdlni varianty je nizéi u prenatalnich exomovych p¥ipadl ne? u
postnatalnich, coz je pravdépodobné zplsobeno tim, Ze postnataini fenotyp je mozné popsat s vyssi mirou
specifity. Radi bychom vam predstavili nékteré zajimavé kazuistiky z naseho diagnostického exomového
sekvenovani.

Detekce CNV u pacienti s dédi¢cnym srde¢nim onemocnénim pomoci sekvenovani nové
generace
Kramdrovd T.%, Zidkovd J.*Y, Beharka R.?), Novotny T.?®, Fajkusovd L.*”

1 Centrum molekuldrni biologie a genetiky, FN Brno
2 Ustav lékar'ské genetiky a genomiky, FN Brno
3 Interni kardiologickd klinika, FN Brno

Varianty v poctu kopii (copy number variant — CNV), véetné deleci a duplikaci exon(, se vyznamné
podileji na patogenezi riznych genetickych onemocnéni. Tyto strukturdlni zmény mohou narusit regulaci,
funkci nebo mnozZstvi genl a nasledné proteinl, coz vede k Sirokému spektru onemocnéni, zahrnujicich
rovnéz kardiomyopatie a arytmogenni syndromy. Pokrok v technologiich genetického testovani, zejména
sekvenovani nové generace, vedl ke zdokonaleni detekce CNV, a tim k urceni genetické diagndzy u vétsiho
mnozZstvi pacientl a zhodnoceni rizik.

Nase studie vychazi z dat cileného sekvenovani genl spojenych s dédiénym srde¢nim onemocnénim
a bioinformatické analyzy pro detekci malych genovych variant a CNV.



Prezentujeme genetické nalezy u naseho souboru ceskych pacientll s kardiomyopatiemi a
arytmogennimi syndromy. Patogenni nebo pravdépodobné patogenni varianty byly identifikovany u 104
nepfibuznych pacientt (26,3 %). CNV - konkrétné delece celych exonl v ramci gen( - byly zjistény u 4 pacient(
v genech JUP, NEXN, RYR2 a SNTAL. V literature byly doposud popsany pouze delece zahrnujici cely gen NEXN,
my jsme vSak u pacienta se srdecnim selhanim v kojeneckém véku zjistili novou deleci zahrnujici 2. - 5. exon
v homozygotnim stavu. Tento ndlez rozsifuje spektrum pacientll s autozomalné recesivni dédi¢nosti v genu
NEXN. Soucasné delece exon( v genech JUP a SNTA1 nebyly prozatim viibec popsany.

Identifikace novych CNV v genech JUP, NEXN a SNTAL1 rozSifuje nase znalosti o genetickych pfi¢inach
dédi¢nych srdecnich onemocnéni. Tyto vysledky zdlraznuji vyznam komplexniho genetického testovani,
vCetné analyzy CNV, pro zvyseni piesnosti diagnostiky a zlepseni péce o pacienty.

Studie byla podpofena grantovym projektem Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky — NU22-02-
00348.

Vysetreni klonalni piestavby u lymfoproliferativnich onemocnéni
Krystofovd H.*?, Bovovd N., Kudrejovd M., Zidlik V., Skarda J.*?

1 Ustav molekuldrni a klinické patologie a klinické genetiky, FN Ostrava
2 Ustav klinické a molekuldrni patologie, LF UP v Olomouci

Uvod:

Lymfoproliferativni onemocnéni predstavuji heterogenni skupinu malignit vychazejicich z B a T
lymfocytl, pripadné NK bunék. Klonalni prestavby imunoglobulinovych (IgH, IgK, IgL) a T — bunécnych
receptorovych genl hraji klicovou roli v patogenezi nemoci, ale také v diagnostice a monitorovani téchto
onemocnéni. Molekularni analyza klondlnich prestaveb umoznuje presnou identifikaci maligni populace,
hodnoceni minimalni zbytkové nemoci, pfipadné sledovani klonaini evoluce v prabéhu l1écby. Zasadni vyznam
miva pfi nejednoznacnych ndlezech nebo atypickych ptipadech, kdy béiné histologické a
imunohistochemické metody nestaci.

V radmci nasi prace, prezentujeme metody detekce klonalnich prestaveb, pouZivané na nasem
pracovisti.

Material a metodika:

V roce 2023 a 2024 bylo na naSem pracovisti provedeno vysetfeni klonalni prestavby celkem u 140
pacientl. Analyza je zaloZena na polymerazové retézové reakci (PCR), kterou se za poutZiti specifickych
primerd amplifikuji urcité oblasti gend. Nasledné po PCR jsou produkty amplifikace tepelné denaturovany (5
min, 95 °C) a naslednym prudkym ochlazenim (4 °C) dochazi k indukci homo — nebo heteroduplexni formace.
PCR produkty jsou analyzovany pomoci horizontalni elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (PAA) a
fragmentacni analyzou na genetickém analyzatoru ABI 3130xl.

Amplifikované produkty elektroforeticky rozdélené na PAA gelu vytvofi u klondlni populace ostry
prouzek (band), kdeZto u polyklondlni populace se projevi jako smear sloZeny z fragment( riznych velikosti.
Datové soubory z fragmentacni analyzy se vyhodnoti pomoci softwaru GeneMapper 4.0, kdy se urcuje
velikost fragment(l ve specifickém rozmezi.

Vysledky:



Klonalni prestavba imunoglobulinovych gen( byla zjisténa ve 44 pripadech, prestavba TCR receptori
byla stanovena u 6 pacient(l. Ve dvou pripadech byla diagnostikovana prestavba jak imunoglobulinovych, tak
TCR receptor(.

Zaveér:

Stanoveni klonalni prestavby je dulleZité pro diagnostiku lymfoproliferativnich onemocnéni.
Umoziuje upresnit diagndzu, monitorovat minimalni rezidualni nemoc nebo sledovat klonalni evoluci bunék.
Vysledek vysSetfeni klonalni prestavby je vidy nutné korelovat s klinickymi a histopatologickymi nalezy.

Prenatalni zachyt syndromu Rabin-Pappas na podkladé ultrazvukového nalezu
Lastivkovd J."Y, Kacerovskd 1., Uhrovd Meszdrosovd A.?, Peckovd A.™Y, Liskovd L.V, Cejnovad V.Y

1 Oddéleni IékaFské genetiky, Krajskd zdravotni, a.s., Masarykova nemocnice v Usti nad Labem, o.z.
2 Zenské oddéleni, Krajskd zdravotni, a.s., Nemocnice Most, o.z.
3 Neurogenetickd laborator, Klinika détské neurologie, 2. LF UK a FN v Motole, Praha

Uvod:

Syndrom Rabin-Pappas (RAPAS) je velmi vzacné multisystémové onemocnéni, které bylo poprvé
popsano v roce 2020. PFicinou onemocnéni je specificka heterozygotni missense varianta (R1740W) SETD2
genu. Fenotyp pacientl s patogenni variantou c.5218C>T (p.Argl1740Trp, R1740W) je ¢astecné odlisny od
ostatnich SEDT2 neurovyvojovych onemocnéni (SEDT2-NDD). Varianta c.5218C>T je spojena s vySSim
vyskytem mnohocetnych kongenitdlnich anomalii oproti ostatnim SEDT2-NDD. Fenotyp RAPAS zahrnuje
mikrocefalii, malformace mozku, tézkou intelektovou nedostatecnost s chybénim feci, neprospivani a Siroké
spektrum organovych malformaci.

Popis ptipadu:

Prezentujeme pripad syndromu Rabin-Pappas zachyceného na zékladé prenatalniho ultrazvukového
vySetfeni. Ke genetickému vysetieni byla odeslana pacientka ve 21. tydnu gravidity pro UZ nalez Dandy-
Walker malformace u plodu. Kombinovany screening

1. trimestru i integrovany screening byl negativni. UZ vySetfeni ve 21. tydnu grav. u plodu prokazalo
dilataci IV. mozkové komory, parcidlni agenesi vermis mozecku s jeho abnormalni rotaci a abnormalni drzeni
prstl hornich koncetin. Rodice se rozhodli pro ukonceni gravidity.

U plodu byl zjistén normalni profil aCGH - arr(X,1-22)x2. VysSetfeni klinického exomu u plodu
detekovalo heterozygotni patogenni variantu NM_014159.6(SEDT2):c.5218C>T (p.Arg1740Trp) de novo.

Zavér:

Nas pripad dokumentuje moznost prenatalniho zachytu RAPAS a doklada duleZitost spoluprace
precizni ultrazvukové diagnostiky s modernimi laboratornimi metodami (NGS) pfi objasfiovani pficin
vzacnych zavaznych poruch vyvoje plodu. Jedna se zifejmé o prvni pfipad prenatalniho zachytu syndromu
Rabin — Pappas.



Vysledky externiho hodnoceni kvality pro kvantitativni vySetieni bunécného
chimerizmu za rok 2024

Leontovycovd M., Lastovkovd H., Pferovskd R., Zvolskd A., Hvalédkovd T., Hrabdkovd P., Zizkovd R., Starikovd
M., Bfezinovd D., Stefflovd L.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Oddéleni buné&ného chimerizmu Ustavu hematologie a krevni transfuze organizuje externi
hodnoceni kvality (EHK) pro kvantitativni vySetfeni bunécného chimerizmu jiz od roku 2005. V roce 2024 se
EHK Gcastnilo 14 laboratofi — 5 ceskych a 9 ze zahranicéi — 4 laboratore v zakladni varianté, 10 laboratofi v
rozsifené varianté. Nepovinnou ¢ast — vySetfeni informativity (genotypizace) — zaslalo 7 ucastnik(l. Kazdy
Ucastnik zpracoval vzorky metodami béziné pouzivanymi ve své laboratofi. Vysledky byly statisticky
vyhodnoceny pomoci medidnu ziskanych hodnot a smérodatné odchylky. Ta byla poté prepoctena na
hodnotu Z-skére a vysledek roziazen do jedné z 5 hodnoticich kategorii. Celkové bylo 86 % vysledkl v
kategorii Vyborné, 11 % v kategorii Dobré, 0 % v kategorii Akceptovatelné, 0 % v kategorii Kritické a 3 % v
kategorii Pod detekéni limit laboratore. VSichni Gcastnici splnili podminky Uspésné ucasti (dosazeni 80%
Uspésnosti). Doplrikové kolo nebylo v roce 2024 organizovano. PFisti radné kolo EHK pro oblast
kvantitativniho vysetteni bunécného chimerizmu po alo-HSCT bude probihat v prvni poloviné roku 2025
podle obvyklého harmonogramu.

Podpoteno projektem (Ministerstva zdravotnictvi CR) koncepéniho rozvoje vyzkumné organizace
(00023736, UHKT).

Diagnosticky opomijené defekty v nadorovych supresorech TP53 a CDKN2A/B
negativné ovliviiuji progndzu a preziti pacienti s difiznim velkobunéénym B-
lymfomem

Mareckovd A.™Y, Navrkalovd V.*?, Reigl T.?, Porc J. P.?, Cindtlovd K.Y, Janikovd A.™Y, Kotaskovd J.%?

1 Interni hematologickd a onkologicka klinika, FN Brno a LF MU, Brno
2 Centrum molekuldrni mediciny, Stfedoevropsky technologicky institut (CEITEC), Masarykova Univerzita,
Brno

Uvod

Difazni velkobunéény B-lymfom (DLBCL) je nejcastéjsi ne-HodgkinGv lymfom s heterogennim
klinickym pribéhem. Zatimco pfiblizné 60 % pacientll s diagnostikovanym DLBCL dosahne dlouhodobé
remise hned po prvni linii imunochemoterapie, zbylych cca 40 % pacientd opakované relabuje ¢i je
refrakternich na Ié€bu. V poslednich letech se s rozmachem sekvenacnich metod stale vice pozornosti vénuje
genetickym zménam, které mohou ovlivnit prognézu a odpovéd na lécbu u téchto pacientl. Diagnostickym
standardem je imunohistochemické vySetfeni zahrnujici detekci vybranych proteinl a vyznamnych
translokaci jako je napf. BCL2::IGH. Analyza dalSich genomickych aberaci pomoci sekvenovdni je spise
vyjimkou. V nasi praci jsme se zaméfili na detekci genetickych zmén u DLBCL pacientt s velmi kratkou dobou
do progrese (PFS<1 rok) s cilem identifikovat defekt, ktery stoji za agresivitou onemocnéni.

Material a metody



Vysetfili jsme DNA izolovanou z uzlin 29 DLBCL pacientl. Tito pacienti byli vySetfeni pomoci
zavedeného NGS panelu LYNX (1), cileného na analyzu bodovych mutaci (SNV), chromozomovych zmén (CNV)
a vybranych translokaci.

Vysledky

U 12/29 pacientl (41,4 %) jsme detekovali bialelicky defekt (mutace/delece) nadorového supresoru
TP53 a u dalsich 6 pacientt (20,7 %) jsme detekovali pouze del17p. 8/29 pacientl (27,6 %) mélo bialelicky
defekt dalSich nadorovych supresorii CDKN2A/CDKN2B. V sedmi pfipadech se jednalo o bialelickou deleci, v
jednom pripadé slo o kombinaci delece na jedné a mutace na druhé alele. U 10/29 pacient(l (34,5 %) jsme
dale identifikovali mutace v genech MYD88 a/nebo CD79B, které jsou charakteristické pro skupinu pacientd
s horsi progndzou, tzv. MCD geneticky subtyp DLBCL. Kromé vyse uvedenych aberaci méla vétSina pacient(
(82,8 %) komplexni karyotyp, ktery je u nadorovych onemocnéni vidy spojen s agresivnim pribéhem
onemocnéni a u DLBCL se nevysettuje.

Zavér

Gen TP53 kdduje tumor supresorovy protein p53, ktery hraje klicovou roli v regulaci bunééného cyklu
a prevenci vzniku nador(. Pritomnost bialelického defektu je prokazatelné spojena s agresivnim pribéhem
onemocnéni a rezistenci na terapii napfi¢ hematologickymi malignitami, DLBCL nevyjimaje. Podobné
zédvaznou aberaci je defekt v genech CDKN2A/CDKN2B, které koduji inhibitory cyklin-dependentnich kinaz
(CDK), ¢imz kontroluji bunécny cyklus a zabranuji neomezené proliferaci bunék. PrestoZe vsechny tyto
aberace jsou opakované spojovany s rezistenci na terapii, progresi onemocnéni a horsi progndzou pacientd,
neni jejich stanoveni u DLBCL soucasti aktualnich doporuceni. Nase vysledky podtrhuji potfebu revize
klinickych doporuceni a zavedeni testovani minimalné mutacniho stavu gen TP53 a CDKN2A/B do rutinni
praxe pro optimalizaci terapeutickych strategii u pacientt s DLBCL.

Podpoteno granty MZ CR AZV NU22-08-00227 a MZ-CR RVO 65269705.

1. Navrkalova V, Plevova K, Hynst J, Pal K, Mareckova A, Reigl T, et al. LYmphoid NeXt-Generation
sequencing (LYNX) panel: a Comprehensive capture-based sequencing Tool for the analysis of prognostic and
predictive markers in lymphoid malignancies. J Mol Diagn. 2021;23:959-74.

Genetické faktory ovliviujici bolest pri revmatoidni artritidé
Nekvindovd J., Barvik 1.?), Akantisovd L.®), Ganéar&ikovd M.™Y, Tom$ 1., Libra A.Y, Hy$pler R.%Y, Soukup
7. Vlachovd V.?%

1 Ustav klinické biochemie a diagnostiky, FN Hradec Krdlové

2 Fyzikdlni ustav, Matematicko-fyzikalni fakulta, UK, Praha

3 Oddéleni bunécné neurofyziologie, Fyziologicky tstav AV CR, Praha
4 Il. interni gastroenterologickd klinika, FN Hradec Krdlové

Uvod: Revmatoidni artritida (RA) je chronické autoimunitni onemocnéni postihujici synovidlni klouby,
pricemz bolest je pravdépodobné nejvyznamnéjsi symptom omezujici kvalitu Zivota pacientl. Pokrok v 1é¢bé
zUstava limitovan nedostateénym pochopenim molekularnich mechanism( bolesti a genetickych faktord,
které ovliviuji individualni odpovéd na lécbu. V této studii jsme se zaméfili na identifikaci genetickych
predispozic k bolesti u pacientl s RA prostfednictvim analyzy polymorfism( v genech souvisejicich s vlastnim
onemocnénim, dale s metabolizmem klicovych |éCiv a zejména TRP (transient receptor potential channels)



iontovymi kandly, coz je skupina receptor, které hraji klicovou roli v senzorickych procesech, jako je vnimani
teploty, bolesti a mechanickych podnétd.

Metodika: Do studie bylo zafazeno 233 pacientl s RA spliujicich klasifika¢ni kritéria ACR/EULAR 2010.
Pacienti byli vySetfeni revmatologem vcetné hodnoceni pomoci vizudlni analogové skaly bolesti (VAS) a
dalsich validovanych dotaznikG (RAID, HAQ, SF-36). Z klinickych dat byla zaznamenana aktivita nemoci
(DAS28), terapie, prfitomnost autoprotilatek (RF, ACPA) a dalsi faktory (vék, BMI, koureni, deprese aj.).
Geneticka analyza zahrnovala sekvenovani nové generace (NGS) panelu 27 gen( ze tfi hlavnich skupin: (1)
geny asociované s RA (napf. CD244, IL10, PTPN22), (2) geny metabolizujici adenosin a metotrexat (napf.
MTHFR, ATIC, ADORA2A), a (3) geny kodujici TRP kanaly a jejich interaktom (napf. TRPA1, TRPC1, TRPC4,
AKAPS5). NGS data byla analyzovdna generalizovanym linedrnim modelem (PLINK 2.0) a statisticky pomoci
vhodnych testl dle charakteru posuzovanych hodnot, napt. Kolmogorov-Smirnovovym testem. U vybranych
SNP byla provedena genotypizace pomoci qPCR. Strukturdini dopad mutaci v proteinech byl analyzovan
pomoci nastroje AlphaFold3 a funkcni testovani vybranych variant TRPA1 probéhlo v heterolognim
expresnim systému pomoci elektrofyziologickych méreni.

Vysledky: Celkem bylo detekovdano 393 SNP, z nichZz 123 bylo statisticky hodnotitelnych.
Nejvyznamnéjsi nalezené varianty zahrnovaly TYK2 (rs280523, rs12720352) — vysoce signifikantni asociace s
intenzitou bolesti, TRPA1 (rs959976, rs920829, rs28546865) — pravdépodobny vliv na vnimani bolesti zménou
interakce receptoru s Ca?* senzorem kalmodulinem a hraniéné vyznamny polymorfismus MTHFD1
(rs1950902). Dale byly nalezeny vyznamné SNP v genech CITA, SLC22A4, AKAP5, TRPC1, TRPC4, jejichz
distribuce u pacientl naznacuje mozny vliv na vnimani bolesti. Statistické analyzy ukazaly, Ze heterozygoti u
TRPA1 rs920829 vykazuji zavislost intenzity bolesti na délce trvani onemocnéni. Strukturalni modelovani
pomoci nastroje AlphaFold3 odhalilo, Ze nékteré SNP v TRPC1/TRPA1 se nachazeji v oblastech proteinu
vazicich Ca?* senzor kalmodulin, coZz mlze ovlivnit signalni drahy bolesti. Rekombinantni TRPA1 proteiny
nesouci mutace H1018R a E179K byly nasledné testovany elektrofyziologicky, pficemz obé mutace vedly ke
zvysSené citlivosti kandlu na oxidacni stres.

Zavér: Nase vysledky naznacuji, Ze genetické varianty postihujici TRP kanaly mohou hrat klicovou roli
v ovlivnéni vnimani bolesti u RA pacientll a nastifuji moZnost budouci personalizace lécby na zakladé
genetického profilu pacienta. Zaroven podtrhuji vyznam kombinace NGS, in silico analyz a funkcnich testu a
pro identifikaci novych biomarkeru bolesti.

Neinvazivni diagnostika karcinomu mocového méchyre pomoci testu Bladder EpiCheck
- prvni zKuSenosti
Pazourkovd E.%Y, Mastdlkovd P.”Y, Santorovd $.%Y, Slemendovd M., Soukup V., Hofinek A.Y

1 Ustav biologie a lékarské genetiky 1. LF UK a VFN v Praze,
2 Klinika urologie 1. LF UK a VFN v Praze

V letech 2020-2022 probéhla na Ustavu biologie a lékafské genetiky 1. LF UK a VFN v Praze ve
spoluprdci s Klinikou urologie 1. LF UK a VFN v Praze pilotni studie neinvazivniho testovani pfitomnosti
karcinomu mocového méchyre ze vzorkl moci. Pro testovani byl pouzit komeréni kit Bladder EpiCheck
(Nucleix, Izrael) detekujici metodou qPCR zmény metylacniho profilu vybranych 15 DNA biomarker( v moci
pacientl. Vysledek je vyhodnocen v podobé hodnoty EpiScore, tedy Cisla od 0 do 100. EpiScore vyssi nez 60
je hodnoceno jako pozitivni, znacici vysokou pravdépodobnost pfitomnosti karcinomu mocového méchyie
nebo urotelidlniho karcinomu hornich mocovych cest. Celkem bylo zpracovano 179 vzorkd, pro statistické



vyhodnoceni bylo pouZito 129 vzorkd, z toho 68 pacientl a 61 kontrol. Do vyhodnoceni nebyly zahrnuty
vzorky z prvni faze (optimalizace metodiky) a problematické vzorky (vzorky s jinym typem nadoru, s nizkym
vytéZzkem DNA izolace apod). Celkova senzitivita testu byla 75,00 % (vyrobcem uddvana je 68,18 %).
Senzitivita pro stadia pT1 a vice byla 88,89 % (vyrobcem udavana 91,67 %), pro stadia pTa byla 66,67 %
(vyrobcem udavana 51,85 %). Celkova specificita byla 96,83 % (vyrobcem udavana 88,03 %). Po vyhodnoceni
studie byla v roce 2024 tato neinvazivni metoda zavedena do rutinniho provozu jako dopliujici vysetreni ke
stdvajicim diagnostickym metodam. Tento krok umozni prodlouZit interval mezi cystoskopickymi vySetienimi
zvlasté u pacient( v remisi, kdy je indikovano trvalé sledovani.

Podpora projektu: MZ CR — RVO VFN64165

Kazuistika: hypomyeliniza¢ni leukodystrofie asociovana s homozygotni mutaci c.-273_-
271delTCA genu UFM1 u romské pacientky
Piskdckova T.'Y, Paszekovd H.?, Hojsdkovd M.™Y, Michalovskd R.”?, Dolinovd 1.

1 OGMD, Krajskd nemocnice Liberec, a.s.
2 GHC Genetics

Hypomyeliniza¢ni leukodystrofie (HLD14) spojend s mutaci genu UFM1 je vzacné neurologické
onemocnéni s ranym nastupem, vysokou mortalitou a autozomalné recesivnim typem dédi¢nosti. Doposud
bylo popsano pouze u nékolika pacient(, pfevainé z romské populace v Evropé, véetné Slovenska.

NasSe kazuistika prezentuje pacientku z romské rodiny, ktera byla od tfetiho mésice Zivota
vySetfovana pro tézké psychomotorické opozdéni, poruchu zraku a sluchu, centralni kvadruparézu, axialni
hypotonii, mikrocefalii a facidlni stigmatizaci. Zemrela ve véku 20 mésicl. Celoexomové sekvenovani (WES)
u ni odhalilo homozygotni patogenni variantu c.-273_-271delTCA v promotorové oblasti genu UFM1. Tato
varianta byla popsana v homozygotni formé i u dalSich pacientll s HLD14, velmi pravdépodobné se zde
uplatriuje tzv. efekt zakladatele. Podle dosud publikovanych dat je podil prenasecll této varianty v evropské
romské populaci odhadovan na 3 %25 %.

U obou zdravych rodi¢i pacientky byla potvrzena heterozygotni pfitomnost varianty c.-273_-
271delTCA genu UFM1, konsangvinitu neuddvaji. V rodiné matky i otce pacientky se vyskytly dalsi ptipady
déti s mentalni retardaci, avSak podrobnéjsi informace nejsou k dispozici.

Rodi¢lim pacientky lze nyni nabidnout prenatdlni nebo preimplantacni diagnostiku tohoto
onemocnéni a v SirSi rodiné pak prediktivni testovani uvedené varianty. Cilem tohoto sdéleni je upozornit na
HLD14 jako klinickou jednotku. U pacientl s rizikovou osobni ¢i rodinnou anamnézou, zejména v romské
populaci, je vhodné zaradit analyzu genu UFM1 do spektra molekuldarné-genetického vysetreni.

Kazuistika: Melnick-Needles syndrom a geneticka varianta neznamého vyznamu v genu
FLNA
Petra Porubovd ¥, Petra Tvrdd 2, Martina Paprskdfovd ), Andrea Hladikova %, Lenka Vozickd ¥



1 Oddéleni IékaFské genetiky, Ustav klinické a molekuldrni patologie a IékaFské genetiky, Fakultni nemocnice
Ostrava, Ostrava, Ceskd republika

2 Ustav lékafské genetiky, Lékarskd fakulta, Univerzita Palackého, Olomouc, Ceskd republika

3Ustav laboratorni mediciny, Lékarskd fakulta, Ostravskd univerzita, Ostrava, Ceskd republika

Uvod:

Melnick-Needles syndrom (MNS) je vzacné X-vazané dominantni onemocnéni zpUsobené
patogennimi variantami v genu FLNA. Gen FLNA kdéduje filamin A, cozZ je klicovy protein cytoskeletu. MNS se
vyznacuje skeletdlnimi dysplaziemi, kraniofacidlnimi abnormalitami a dalSimi multisystémovymi projevy.

Cil:

Pfedstavujeme pfipad divky se symptomy odpovidajici Melnick-Needles syndromu, u které byla
identifikovana dosud nepopsana varianta ¢.3485A>C, p.(Lys1162Thr), ktera byla klasifikovana jako varianta
nezndmého vyznamu s moznou patogenitou v genu FLNA. Stejnou variantu nese i jeji matka s podobnymi
symptomy, coZ podporuje moznou patogenitu této varianty.

Metodika:

Bylo provedeno sekvenovani nové generace (NGS) s vyuzitim panelu ,Vrozené kostni anomalie”.
Vyhodnoceni dat probihalo pomoci program( FinalistDx (IAB, a.s.) a Varsome Clinical (Saphetor S.A.).
Nalezené varianty byly ovéfeny metodou Sangerova sekvenovani. Prediktivni testovani matky bylo
provedeno metodou Sangerova sekvenovani.

Vysledky:

Byla identifikovdna dosud nepopsana varianta v genu FLNA u pacientky i jeji matky. Fenotyp matky a
dcery odpovida spektru klinickych projevii MNS.

Zaver:

Rodinny vyskyt této varianty v kombinaci s klinickymi projevy podporuje jeji moZnou patogenitu.
Tento pripad podtrhuje vyznam genetické analyzy a rodinného screeningu u pacientl s podezienim na MNS
a prispiva k lepsSimu pochopeni genotyp-fenotypovych korelaci u tohoto vzacného syndromu.

Trizémia chromozému 9 v prenatalnej genetickej diagnostike
RéZovd 1., Verchovodkovd V., Landlovd D., Lukackovd R.., Majerovd L., Tomkovd E., Téthovd K., Zdkovicovd
A., Krizan P.

Oddelenie lekdrskej genetiky, MEDIREX, a.s., Bratislava

Kompletna trizdmia chromozdmu 9 je zriedkava a letalna chromozémova anomalia charakterizovana
dysmorfiou viacerych organovych systémov, casto s malformdaciami centralneho nervového systému. V
prenatalnej genetickej diagnostike sa Castejsie ako kompletna forma moze zistit mozaikova forma trizomie
9. Fenotypové prejavy mozaikovej formy su variabilné a zahfnaju spektrum vrodenych vyvinovych chyb,
rastovU a vyvojovu retarddciu, facialnu dysmorfiu. Pri nizkom percentualnom zastlpeni trizomickej bunkovej
linie v plodovej vode mbéze byt progndza priazniva (Chen et al., 2023). Vzhladom k tomu, Ze zdvaznost
postihnutia nekoreluje linearne s Uroviiou mozaicizmu, je geneticka konzultacia v prenatalnom obdobi u
plodov s fyziologickym morfologickym ultrazvukovym obrazom obzvlast naro¢na.



Trizdmiu 9 mozno identifikovat u plodu prenatalnym (cyto)genetickym vySetrenim z indikacie
patologického biochemického alebo ultrazvukového skriningového vysetrenia. V sucasnosti sa zachyt zvysuje
s pouzivanim neinvazivneho prenatalneho genetického testovania (NIPT), kedy je vsak nevyhnutné odlisit
feto-placentarny mozaicizmus. Pri priamej genetickej diagnostike sa okrem karyotypizacie kultivovanych
buniek plodu pouzZivaji podrobnejsie genetické laboratérne metddy s ciefom spresnit nalez.

Prenatalnym (cyto)genetickym laboratérnym vySetrenim tehotnych genetickej ambulancie
MEDIREXGROUP sme v rokoch 2010-2025 potvrdili mozaikovu formu trizémie 9 u piatich plodov. V praci
ponukame blizsi pohlad na tieto pripady zistené v prenatalnom obdobi. Analyzujeme d6vod genetickej
konzultacie, indikaciu genetického laboratdrneho testovania, vysledky prenatdlnych vysetreni, fenotypové
prejavy a odporucanie dalSieho postupu.

RBFOX1 pod lupou: Varianta VUS, HFLP nebo néco vic?
Rezdcovd H., Voseckd T., Sldmovd Z., Kutilovd T., Novotnd D., Drédbovd J., Havlovicovd M., Vickovd M.

Oddéleni Lékarské cytogenetiky, UBLG 2. LF UK a FN v Motole, Praha

Gen RBFOX1 patfi mezi geny kdédujici sestfihové faktory. Je exprimovan v fadé tkani, nejvice pak v
nervové, svalové a srdecni. Jeho vyznam pro spravny vyvoj a funkci centrdlniho nervového systému byl
potvrzen fadou studii, které poukazuji na souvislost mezi jeho strukturdlnimi i sekven¢nimi variantami a
zvysenym rizikem neurovyvojovych onemocnéni (NVO) [Gehman et al., 2012; Martin et al., 2007]. Delece,
duplikace a SNV genu RBFOX1, postihujici kédujici i nekddujici sekvence, byly opakované detekovany u
pacientl s autismem, epilepsii, ADHD a intelektovymi poruchami. Pfestoze je asociace mezi RBFOX1 a NVO
stdle pfedmétem vyzkumu, soucasné poznatky podporuji jeho roli jako rizikového faktoru, ktery by v
kombinaci s dalSimi aberacemi mohl zplsobovat rozvoj NVO, a zdUraznuji potfebu dalSich funkénich studii k
objasnéni jeho patogenetickych mechanism [La let al., 2013; Hamdan et al., 2011].

Na zakladé téchto poznatk( publikujeme soubor jedincl s intragenovymi delecemi a duplikacemi
genu RBFOX1. Celkem byly zmény CNV v genu RBFOX1 detekovany u 51 jedincl (36 probandl, 15
rodicl/pfibuznych bez manifestace NVO ¢&i jinych odchylek). V rdmci kohorty probandi byli pacienti rozdéleni
do dvou skupin, a to na ty, ktefi manifestuji NVO (25 jedincu, 69 %), a ty, u nichZ byly prokazany jiné odchylky
mimo NVO (11 jedinc(, 31 %). Ve skupiné jedinct s NVO byl zachyt CNV genu RBFOX1 2x vys$si (25/36) oproti
skupiné nonNVO (11/36). Vzhledem k tomu, Ze aberace genu jsou povaZovany za rizikovy faktor a
predpoklada se spoluticast dalSich genetickych i negenetickych faktor(, byla pozornost zamérena také na
detekci dalSich zmén. Ve skupiné viech probandi byly u 16/36 (44%) jedinc detekovany dalsi CNV/SNV, coz
podporuje hypotézu, Zze RBFOX1 sam o sobé nemusi byt dostatecujici k vyvolani NVO.

Ackoli nase studie naraZi na jisté limitace (neznalost dédi¢nosti, nekonzistentnost provedenych
vysetfeni), ukazuje se, Ze zachyt CNV v ramci genu RBFOX1 je ¢astéjsi u jedincd s NVO (25/36), stejné tak jako
zachyt dalSich CNV/SNV (12 NVO skupina vs. 4 nonNVO skupina). Nicméné nemUzeme s jistotou potvrdit ani
vyloudit, Ze kombinace intragenové CNV genu RBFOX1 a dalsi CNV/SNV vede k rozvoji NVO fenotypu, ackoli
by se to u nékterych nasich proband( zdalo byt pravdépodobnym.

Otevira se tak klicova otdzka: Nemély by byt tyto CNV namisto oznaceni VUS klasifikovany jako tzv.
varianta typu HFLP, tedy varianta s vysokou frekvenci v populaci, avsak nizkou penetranci fenotypovych
projeva?
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Variant Calling in practice: Comparisons of Open-Source tools
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Accurate variant calling is a fundamental step in genomic analysis, enabling the identification of single
nucleotide variants (SNVs) and small insertions/deletions (indels) across diverse clinical and research
applications. Multiple open-source tools exist for this purpose, each utilizing different algorithmic
approaches that influence variant detection, annotation, and interpretation. In this study, we systematically
evaluate three widely used variant callers—DeepVariant, Strelka2, and Haplotyper—integrated within the
Sarek pipeline (v3.4.2). Our benchmarking is performed on a cohort of 19 patients with varying diagnoses,
using panel sequencing data aligned to the human reference genome GRCh38 (hg38), allowing for a
comparative assessment of these tools across different clinical contexts.

We focus on key performance metrics, including variant detection rates, read depth, variant
frequency, and annotation consistency, alongside computational efficiency. The analysis reveals notable
differences in how each tool identifies and classifies genomic variants. While some tools demonstrate higher
sensitivity, others prioritize precision in clinically relevant loci, particularly those annotated in ClinVar.
Additionally, discrepancies in genotype calling and functional annotation metrics (e.g., HGVSc and HGVSp)
highlight the impact of variant caller selection on downstream interpretation and pathogenicity assessment.

These findings underscore the importance of selecting the appropriate variant caller depending on
study design and clinical application. By providing a comparative analysis of DeepVariant, Strelka2, and
Haplotyper in the Sarek pipeline using hg38 on panel sequencing data, our study offers valuable insights for
researchers and clinicians aiming to optimize variant calling pipelines for improved accuracy in precision
medicine.
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Molekularné-geneticka diagnostika familarni hypercholesterolémie u pediatrickych
pacientii
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Molekuldrné-genetické vysetieni familiarni hypercholesterolémie (FH) u pediatrickych pacientll (< 18
let) je zasadni pro v€asny zachyt a management tohoto dédi¢ného onemocnéni. V letech 2022-2024 bylo na
nasem pracovisti metodou panelového sekvenovani 11 genl vysetfeno 284 pediatrickych pacientd s
hypercholesterolémii (median véku pfi vysetifeni 12 let). Diagndza FH byla potvrzena u 103 pacientl (36 %).
V genu LDLR bylo detekovano 38 rliznych patogennich variant u 80 pacient(l. Nej¢astéjsi varianta c.798T>A
p.(Asp266Glu) byla pritomna u 16 pacientll. U 8 pacient( bylo nalezeno 5 rliznych copy number variant (CNV),
jejichZ ptritomnost byla ovéfena metodou SYBR Green qPCR. Nejcastéjsi identifikovand kauzalni varianta
APOB:c.10580G>A p.(Arg3527GlIn) byla nalezena u 22 pacient(. U jednoho pacienta byla nalezena patogenni
varianta v PCSK9. VSechny varianty byly prfitomny v heterozygotnim stavu. Molekularné-genetické testovani
u pediatrickych pacient( se suspektni FH umozriuje identifikovat osoby s vyznamné vyssim kardiovaskularnim
rizikem, zahdjit u nich véasnou lé¢bu a provést cilené vySetreni v rodiné.

Podpora: MZ CR — RVO-VFN 64165

Amyotroficka lateralna sklerdza (ALS), vysledky molekularno-genetickych vySetreni a
kognitivneho screeningu u slovenskych pacientov

Stretavskd P.*>>%), Turéanovd Koprusdkovd M.?, Giertlovd M.**Y, Drenédkovd P.*), Jungovd P.“,
Martinka 1., Mihalov 1.9, Latka S.”), Zemjarovd Mezenskad R.””), Petrovi¢ R.*?, Pribisovd K.*3), Ndroznd
Kocurovd M. Slachtovd L./

1 Neurologickd klinika 1. LF UK a VFN v Praze

2 Neurologickd klinika, JLF UK a UNM v Martine

3 Ustav biologie a lékarské genetiky 1. LF UK a VFN v Praze

4 Ustav lekdrskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky, UNB Bratislava
5 Centrum pre neuromuskuldrne ochorenia, UNB, Bratislava

6 FNsP J. A. Reimana PreSov

7 Laboratdrium lekdrskej genetiky, Unilabs Slovensko s.r.o., Bratislava
9 Centrum klinického a predklinického vyskumu MEDIPARK & Neurologickd klinika, LF UPJS KoSice
11 Ambulancia lekdrskej genetiky, Unilabs Slovensko s.r.o.

12 Ustav lekdrskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a UNB
13 Neurologickd klinika SZU, UNB

14 Il. Neurologickd klinika FNsP Banskd Bystrica

Amyotrofickd lateralna skleréza (ALS) je neurodegenerativnhe ochorenie s vyraznou genetickou
heterogenitou. Patogénne varianty v génoch C9orf72, SOD1, TARDBP, FUS a inych nielenze prispievaju k
patogenéze ALS, ale tiez k fenotypovému prekryvu s frontotemporalnou demenciou (FTD) a dalSimi
neurodegenerativnymi ochoreniami. Pochopenie genetickych suvislosti je klicové pre diagnostiku aj vyvoj
cielenych terapii. Prezentujeme vysledky molekularneho genetického vysetrenia panelu génov asociovanych
s ALS a FTD, vratane analyzy génu C90rf72, a kognitivneho skriningu u 50 pacientov pomocou dotaznika ECAS.



INTRONOVE VARIANTY GENU PRO F8 JAKO PRiCINA LEHKE HEMOFILIE A
Simonikovd M., Radovskd A., Provaznikovd D., Salaj P., Drbohlavovd E., Smejkal P., Zdpotockd E.,
Hrachovinova I.

LaboratoF pro poruchy hemostdzy, Ustav hematologie a krevni tansfuze, Praha
Uvod:

Hemofilie A (HA) je zplsobena rGznymi typy variant podél celého genu F8. | pfes obecné vysokou
zachytnost patogennich variant u hemofilie A (HA) stale z(stavala na nasem pracovisti asi ¢tvrtina lehkych
hemofilikd, u kterych nebyla kauzalni varianta nalezena v exonech. V téchto pfipadech jsme hledali patogenni
varianty v nekédujicich ¢astech genu F8.

Metody:

Celkem jsme vysetftili 278 pacient( ze 182 rodin s LHA. Byla vyloucena von Willebrandova choroba.
Koagulacni aktivita FVIII byla méfena chromogenni a koagulaéni metodou (FVIII:C). Byla izolovana DNA, v
pripadé dostupnosti i cDNA. Pro detekci kauzalni varianty bylo pouzito Sangerovo sekvenovani. Pokud nebyla
nalezena zadna patogenni varianta, pouzili jsme NGS pro skrinink celého genu F8 se zaméfenim na introny.
Pro wvylouceni delece/duplikace celych exond byla provedena metoda MLPA. Patogenni dopad
identifikovanych kandidatnich variant byl hodnocen pomoci in silico analyzy a funkéni analyzy cDNA. Pokud
byli k dispozici pfibuzni pacientd, byly provedeny segregacni analyzy.

Vysledky:

Kauzalni varianty byly nalezeny u 208 lehych hemofilik(li v exonech a velmi blizké intronové oblasti
(do 10 bp od exont). U zbyvajici pacientd byla provedena analyza celé intronové oblasti F8. Nasli jsme Sest
rGznych intronovych variant. Tyto varianty zahrnovaly tfi jednonukleotidové substituce v intronech 6, 10 a
16, dvé delece v intronu 13 a deleci celého exonu 19. Ctyfi z nich byly popsany v souvislosti se vznikem LHA
jiz dfive. Nasi nejcastéjsi detekovanou kauzalni variantou byla c.778-14T>G v intronu 6, kterou poprvé popsal
Reitter ve spojeni s tézkou formou HA jako zpUsobujici preskoceni celého exonu 7. Nase vysledky se vSak od
jeho lisily. Tuto variantu jsme detekovali pouze u lehkych hemofilik(i s velmi variabilnim fenotypem; jejich
FVIII:C se pohyboval v rozmezi 6—30 %. Analyza cDNA odhalila, Ze tato varianta pravdépodobné vytvari nové
sestfihové misto v exonu, coZ vede k ¢aste¢né in-frame deleci exonu 7 z 5' konce. Nasli jsme dvé nové
varianty: 1. dvé kratké delece blizko sebe v intronu 13, 2. preskoceni exonu 19 detekovaného na Urovni cDNA,
ktera je predikovana jako delinsova varianta (pti¢ina na urovni DNA dosud nebyla zjisténa). Fenotyp vSech
pacientd v nasich nejbéznéjsich intronickych variantach je velmi rliznorody, dokonce i v ramci jedné rodiny;
hladina FVIII se pohybuje od 6 do 44 %. Pficinou muize byt rozdilnad exprese normalni a aberantni cDNA.

Zavér: Intronové varianty jsou spojeny s 26 % netézkych ¢eskych hemofilik(i. Fenotyp téchto pacientl
je velmi variabilni v zavislosti na expresi nehemofilni alely.

Funk¢ni characterizace nové varianty genu SBDS asociované se Shwachmanovym-
Diamondovym syndromem

Stika J.%?), Vrzalova Z.%>?, Radovd L.*??), Stario Kozubik K.®*%, Likavcovd P., Blahdkovd I.*?, Trizuljak
1.%023) pospisilovd $.%*%, Doubek M.*23
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Shwachmandv-Diamondldv syndrom (SDS) je vzacné autozomdlné recesivni onemocnéni
charakterizované predevsim dysfunkci kostni dfené, exokrinni pankreatickou insuficienci a abnormalitami
skeletu. PFiblizné 90 % pacientl s SDS je nositelem patogennich bialelickych variant v genu SBDS, ktery koduje
protein podilejici se na sestavovani ribozom(. Patogenni varianty SBDS jsou spojeny se snizenou expresi
proteinu SBDS a zvySenou expresi nadorového supresorového proteinu p53. Zde uvadime funkéni
charakterizaci dosud nepopsané varianty c¢.536C>T; p.(Pro179Leu), ktera byla spolu se zndmou patogenni
variantou ¢.355T>C; p.(Cys119Arg) pritomna v genu SBDS (NM_016038.4) u 2 pacientll (sourozencl) s SDS.
Funkéni vyznam byl hodnocen in vitro pomoci overexprese SBDS s kaZzdou vySe uvedenou variantou a SBDS
divokého typu v burikich Hela. Zivotaschopnost bunék, proliferace a buné¢ny cyklus byly hodnoceny pomoci
pritokové cytometrie, exprese proteind SBDS a p53 byla sledovdna pomoci western blotu. Zadna z variant
neovlivnila Zivotaschopnost bunék, proliferaci ani bunécény cyklus ve srovnani s divokym typem SBDS. Obé
varianty vSak vedly ke sniZzeni exprese proteinu SBDS. Varianta c.355T>C navic pfekvapivé sniZovala expresi
proteinu p53. NasSe zjisténi potvrzuji patogenitu nové varianty c.536C>T. Tato studie zavadi protokol
funkéniho testovani pouzitelny pro hodnoceni klinického vyznamu dalSich variant genu SBDS. Tyto poznatky
pfispivaji k hlubSimu pochopeni patogeneze SDS.

Projekt byl podporeny grantem DRO (FNBr, 65269705); projektem Narodni uUstav pro vyzkum
rakoviny (Program EXCELES, ID: LX22NP05102) — Financovano Evropskou unii — Next Generation EU; grantem
MUNI/A/1685/2024 — Financovano Masarykovou Univerzitou.

Gen RPGR, ORF15: kde NGS nemiiZe, zlaty Sanger pomiuiZe!
Storkdnovad G., Vidskovd H.', Hnizdovd Bouckovd M."Y, Duddkovd L., Liskova P.*?
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Ve spolupraci s Centrem klinické o¢ni genetiky O¢ni kliniky 1. LF UK a VFN jsme v roce 2024 zavedli
diagnostiku variant v genu RPGR a také v jeho obtizné sekvenovatelné ¢asti ORF15. Mutace v tomto genu
jsou nejCastéjsi pri¢inou X-vdzané retinitis pigmentosa (XLRP, MIM *603937), kterd je jednou z
nejagresivnéjSich forem RP. Po ¢asném nastupu dochazi k rychlé progresi ztraty zraku, ktera vede az ke
slepoté jiz na konci 3. dekady Zivota. Variabilita fenotypovych projevli u prenasecek souvisi s ndhodnou
inaktivaci X chromozomu béhem vyvoje sitnice.

Vétsina mutaci genu RPGR se nachazi v oblasti ORF15, tj. alternativné sestfizeném exonu 15, ktery je
prodlouzenio ¢astintronu 15. V téchto mistech je sekvence nejen A-G bohata (99 %), ale i vysoce repetitivni,
coz prakticky znemozZriuje NGS analyzu. Analyzu mutaci ORF15 zacindme pripravou long-PCR (2039 bp),
nasleduje Sangerovo sekvenovani za pouziti 2 rdznych sekvencnich kitQ, specifickych vnitfnich primert a
raznych podminek vlastni sekvenacni reakce.

Timto zplsobem jsme verifikovali pfitomnost mutace u 4 proband(. Ve vsech pripadech se jednalo o
malé delece (c.2476_2477del, c.2522del, c.2845del, c.2905_2909del). U Zen komplikuje analyzu ¢asty vyskyt
polymorfism(, a to nejen bodovych ale i posunovych. Familidrni mutace byly Sangerovym sekvenovanim
detekovany i u symptomatickych rodinnych pfislusnic, byly nalezeny 3 pfenasecky.
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Varianty c.434A>C a c.3887_389del v géne KIF7 svedcia pre Joubertov syndrom 12?
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Autori popisuju ndlez u osem mesacného chlapcéeka, u ktorého sa podla kritérii publikovanych
Coutersom a kol (1997) a OMIM (# 20990) mébZe uvazovat o Joubertovom syndréme 12 (JBTS12). Sveddi pre
to symtomatoldgia a skuto€nost, ze v géne KIF7 detegovali dva varianty v heterozygotnomstave, tie by mohli
byt v pripade ich vzajomnej trans pozicie dovodom symtomatoldgie probanda. Prvy variant c.434A>C,
heterozygot v géne KIF a druhy variant c.3887_389del, heterozygot v géne KIF7.

Vysetieni polymorfismu rs3750920 v genu TOLLIP u pacientt s idiopatickou plicni
fibrozou (2019 -2025)

Vitkovd M.™, Tajtlovd J.Y, Kejkulovd R.**, Maskovd S.**, Bradovd M.™Y, Lacina L.%?, Cimrovd M.,
Gregorovd A., Vasdkovd M., Langovd M.V
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Vv

plicni choroby, se stfedni dobou preziti 2-3 roky, pokud neni lé¢ena. Incidence onemocnéni stoupa.
Vyvolavajicimi faktory jsou: virové infekce, koureni, expozice s rllznymi organickymi ¢i anorganickymi prachy
nebo ezofagedlni reflux. Detekce genotypu v polymorfismu rs3750920 genu TOLLIP lokalizovaného na
chromozomu 11 (NC_000011.10 1274368...1309662) je vyznamna pro pacienty s IPF (idiopaticka plicni
fibréza), z hlediska zvazeni ucinnosti [écby N-acetylcysteinem (NAC). Nositelé jednoho z polymorfism( (TT) z
|écby NAC profituji. Naopak u nositelll ostatnich polymorfism( Iécba NAC pribéh onemocnéni spiSe zhorsuje.
Stanoveni genotypu polymorfismu rs3750920 genu TOLLIP vede u pacientd s IPF k moZnosti personalizované
terapie a zvyseni efektivity [éCby.

Pro detekci dalsich SNP u pacientl s idiopatickou plicni fibrézou byl ve spolupraci s lékafi z
pneumologické kliniky vytvoren panel 15 gen(l asociovanych s IPF metodou MPS.

A novel approach to confirm genetic variants with potential phenotypic impact by
amplicon massive parallel sequencing from data obtained by whole genome
sequencing in patients with parkinsonism

Vodicka R.'Y, Kolarikova K.Y, Vrtel R.?), Mensikova K., Kanovsky P.“, Ismail H.*
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Introduction: High-throughput molecular genetic sequencing analyses can be divided in terms of
human genome coverage into targeted ones, which reveal the genetic background of the disease most often
based on analyses from several to hundreds of genes that are associated with the given disease. These
analyses provide hundreds to thousands of variants and at most a few clinically relevant ones. Another
approach is whole exome analyses. In this case, up to hundreds of thousands of variants can be assessed and
dozens may have clinical significance. The final sequencing approach in terms of genome coverage is whole
genome analyses. Based on whole genome analyses (WGS), we managed to obtain data from 86 unique
samples from an isolated population of the Hornacko region (South Eastern Moravia, Czech Republic) where
there is a higher and familial burden of Parkinsonism. These are often, from the geneticist's point of view,
very valuable DNA samples whose quantity and availability are very limited. Each sample contains about 5
million of single-nucleotide variants and small insertions/deletions and thousands of larger
insertions/deletions, dozens of which may have a potential clinical impact. All of these variants need to be
verified and confirmed by another independent diagnostic method. The current approach of verifying NGS
data using Sanger sequencing is appropriate when only a few variants are verified within a given sample and
when only single nucleotide variants and small insertions/deletions are involved. If we were to choose this
method to test WGS variants in all 86 samples, it would be very time-consuming, and would consume a large
amount of DNA and sequencing chemistry.

The aim of this study: To design and apply a strategy for verification of WGS variants that is not
demanding on the initial amount of DNA and at the same time can reliably, independently and in the available
time verify WGS findings. This strategy is based on multi-amplicon massively parallel sequencing of mixed
samples. The amplicon sequencing strategy is effective for detecting point mutations, minor deletions,
insertions, and duplications (around 20 bp) and copy number variation (CNV) analysis if target coverage is
adequate.

Method: It has been used Varsome Clinical phenotype filter focused on Parkinsonism and also the
ACMG criteria filter focused on pathogenic and likely pathogenic impact. After filtering, it has been chosen
together 392 variants, from which 290 were able to design via Ampliseq designer as lon AmpliSeq™Custom
panels. Eighty six DNA samples were diluted to the same concentration and mixed into 16 DNA mixtures.
(Qubite - Qiagene). Each DNA mixture was diluted in water to a final concentration 0.7 ng/uL Automated
library preparation requires an initial DNA concentration of about 10 ng in a 15 pL volume. Amplicon library
was prepared automatically on the lon Chef™ Instrument using AmpliSeq™ Kit for Chef DL8 according to the
manual (lon AmpliSeq Library Preparation on the lon Chef System (MAN0013432)). Sixteen libraries were
then subjected to the templating using the lon 510™/520™/530™ Kit-Chef on the lon Chef™ Instrument
according manual (lon 510, lon 520, and lon 530 Kit-Chef Instructions (MAN0016854)). Massive parallel
sequencing was done using the lon 510™/520™/530™ Kit-Chef, with analysis performed on the instrument
lon S5™ system. This high-throughput sequencing platform was provided by Thermo Fisher Scientific
(www.thermofisher.com accessed on 12 February 2022). Data Analysis: amplicon coverage and overall
sequencing data quality were evaluated using Torrent Suite software. The presence of variants was qualified
and quantified using the IGV viewer.



Results: A total of 702 variants were assessed (the number of variants differs from the number
designed by AmpliSeq designer (290) as some of the same variants were part of different mixtures). Of this
number, 365 variants were confirmed, which is 52% of all variants evaluated.

Conclusion: The described approach is fast and efficient and confirmed more than 50% of the
suspected variants found by WGS.

Study was supported by a grant from the Palacky University Medical School Internal Grant Agency
IGA_LF_2024_017 and by MH CZ-DRO (FNOI, 00098892).

Testovani genetickych markert u chrupavcitych nadora
Vrbsky J.%, Zettlovd K., Kasny M., Tomko N.?), Tomds T., Vasileios A.””, Dvofdckovd M.?

1 Laborator genetické diagnostiky MiU a Mezindrodni centrum klinickych studii — ICRC, FN u sv. Anny v Brné
2 Laborator genetické diafnostiky MiU, FN u sv. Anny v Brné
3 Institute of Applied Biotechnologies, Praha, 41. ortopedickd klinika, FN u sv. Anny v Brné

Predpovédét chovani chondrosarkom( pouze na zdkladé histologie miZe byt obtizné, proto
genetické markery predstavuji zajimavou oblast vyzkumu, ktera by mohla pomoci zpfesnit diagnostické a
prognostické pristupy. V obdobi 2009-2024 jsme na naSem pracovisti |éCili 251 pacientl s chondrosarkomem
- 121 pacintl mélo nador v dlouhych kostech (stupen diferenciace nddoru G2 a G3), 67 v panvi a lopatce (G2
a G3) a 63 pacientt mélo G1 chondrosarkom. Jako kandidatni markery se ukazuji mutace
izocitratdehydrogenazy (IDH) a odlisnosti v expesi urcitych mikroRNA. Mutace v IDH1/2 se podileji na
patogenezi riznych nadord. Nase dosavadni vysledky a vysledky studii dalSich pracovist koordinovanych
mezinarodni Muskulo-skeletarni Onkologickou Spole¢nosti (EMSOS) naznacuji, Ze mutace IDH1 R132, které
se vyskytuji az v 50 % pripad(, jsou spojeny s negativni progndzou pacientl s kostnimi chondrosarkomy.
DalSimi diagnostickymi a terapeutickymi markery u chrupavcitych nadord by mohly byt MicroRNA (miRNA).
Tyto molekuly patfi do tfidy kratkych nekédujicich RNA o délce 18—-25 nukleotidl, které posttranskripéné
reguluji genovou expresi a hraji tak kli¢ovou roli v bunécné biologii. Neni pfekvapivé, Ze deregulovana exprese
vybranych miRNA byla pozorovana u mnoha nadorf(, véetné chondrosarkom. Pfikladem je sniZzena exprese
miR-30a v chondrosarkomovych bunécnych liniich a tkanich ve srovnani s nenddorovymi tkdnémi. Ektopicka
exprese miR-30a vedla k inhibici proliferace bunék chondrosarkomu, coz naznacuje jeji potencidlni roli jako
tumor supresorové miRNA (Jiang 2017). Naopak nadmérna exprese miR-100 a miR-23b zvysuje citlivost
bunék chondrosarkomu k cisplatiné, zatimco nizké hladiny miR-125b jsou spojeny s rezistenci na doxorubicin.
Tyto ndlezy naznacuji, Ze modulace specifickych miRNA by mohla byt strategickym ptistupem ke zlepseni
ucinnosti chemoterapie u pacientld s chondrosarkomem (Skipar 2024). MiR-129-5p inhibuje signdlni drahu
Whnt/B-katenin cilenim na SOX4, ¢imz dale potlacuje proliferaci bunék, jejich migraci a podporuje apoptézu v
chondrosarkomech. Avsak jiné studie tyto zavéry nepotvrzuji. Nadmérnd exprese miR-181 byla zase
prokazana ve vysoce malignich chondrosarkomech, coz muzZe podpofit rlist nadoru, angiogenezi a
metastazovani. Reguluje expresi VEGF, MMP1 a zdroven ovliviiuje signalizaci G-proteinu prostrfednictvim
RGS16, coZ je negativni reguldtor signalizace chemokinového receptoru CXCR4 (Sun 2015 a 2019). Pres
mnohé studie této problematiky, doposud neexistuji souhrnné informace o vyskytu charakteristickych miRNA
u chondrosarkom a parametry preziti pfislusnych pacienta.

Nase predbéina sekvenacni data ze vzorkll G2 chondrosarkomid a ACT (atypickych chrupavditych
nadori), spolu s in silico analyzou databazi miRNA (miRNATissue Atlas 2 a The small RNA Expression Atlas)
vedlo k identifikaci 17 signifikantné upregulovanych a 10 downregulovanych miRNA oproti kontrolni zdravé



tkani. To naznacuje existenci unikatnich mikroRNA v chondrosarkomech, z nichz nékteré nebyly v literature
doposud popsany. Tento nalez zdlraznuje potiebu dalsiho vyzkumu zaméreného na pochopeni vlastnosti
dobre diferencovanych a dediferencovanych chondrosarkomu a jejich metastatického potencialu.
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Interpretace nalezu CNV aneb neni vSe, jak se na prvni pohled zda - kazuistika
vrtél P.%2) Santavd A.™Y, Vrtél R.*?, Vodicka R.“?, Stellmachovd J.*?

1 Ustav lékarské genetiky, FN Olomouc
2 Ustav Iékarské genetiky, Lékarskd fakulta UP Olomouc

Uvod

Ustav lékarské genetiky v Olomouci nabizi Iékaféim moznost indikovat vybrané pacienty pro masivni
paralelni sekvenaci (MPS) na rozlicné diagndzy bez nutnosti vyuzivani velkych genovych panell. Byla
zavedena metodika, ktera vyuziva design multiplext pro konkrétni soubor pacientl s rozlicnymi diagndzami
(deficit proteint C, S a antitrombinu Ill, cystinurie, aj.).

Prezentovany pfipad popisuje pacienta s diagnézou cystinurie — dédi¢nost prevdiné autosomalné
recesivni. MPS odhalila patogenni variantu v heterozygotnim stavu.

Material a metodika



MPS byla provedena na sekvenacni platformé lon S5™. Design On-Demand panelu pomoci AmpliSeq
Designeru. Design je navrien pro 100% pokryti exon/intron oblasti a kddujicich oblasti genu. Data jsou
zpracovana pomoci software Torrent Suite a hodnocena v programu lon Reporter. Pouzity design umoziuje
provedeni CNV analyzy. Pro vizualni kontrolu pokryti jsme vyuZili Integrative Genomic Viewer (IGV). Pro
analyzu MLPA jsme pouZili probemix P426.

Vysledky

MPS analyza — patogenni varianta v heterozygotnim stavu SLC3A1(NM_000341.4):c.762C>A
(p.Asn254Lys)

IGV — vyznamny pokles read( ve 2. exonu genu SLC3A1
MLPA — heterozygotni delece 2. a 3. exonu genu SLC3A1
Zavér

Nalez z metody MLPA revidovan na zakladé fyziologického nalezu poctu cteni dle IGV ve 3. exonu
genu SLC3A1. Pozice patogenni varianty SLC3A1 c.762C>A, leZi v misté nasedani MLPA sondy negativné
ovlivni hybridizaci a zpUsobi falesné pozitivni ndlez. Pacient je tedy sloZzeny heterozygot SNV a delece 2.
exonu.

Pfipad poukazuje na nutnost obezietné interpretace nalezi MPS a vhodnou aplikaci doplrikovych
metod pro potfeby rutinni diagnostiky.

Podpofeno MZ CR — RVO (FNOI, 00098892)

Srovnani VCF generovanych z riiznych SW pri hodnoceni variant v genech odpovédnych
za vzacné trombofilni stavy
vrtél R.%2, vrtél P.*2, Vodicka R.?

1 Ustav lékafské genetiky, FN Olomouc
2 Ustav lékarské genetiky, LF UP Olomouc

V ramci zavadéni a ovéfovani optimalniho diagnostického postupu, zaloZzeného na vysokokapacitnim
sekvenovani pomoci platformy lon Torrent S5, v rdmci diagnostiky vzacnych trombofilnich stavl - proteinu S
(PS), proteinu C (PC) a deficitu antitrombinu (AT) jsme porovnavali data ze tfi rliznych softwar(i Torrent Suite,
lon Reporter a NextGene, abychom porovnali jejich u¢innost a presnost pfi analyze kazdé zjisténé sekvencni
varianty.

Kohorta 31 pacient( s deficitem PS (7), PC (13) a AT (11) byla vybrana na zakladé definovanych
parametrG indikacénich kritérii. V ramci téchto skupin pacientl byla zjiSténa mira detekce mutaci 67,7 %.

V kohorté 10 pacientd, ktefi byli sekvenovani v ramci jednoho sekvenovani, tfi hodnocené softwary
v jejich zakladnim nastaveni detekovaly 16, 19 a 27 variant v genu PROS1; 17, 17 a 19 variant v genu PROC; a
15, 15 a 16 variant pro gen SERPINC1. Pro data generovana z platformy lon Torrent se pouziti software z
platformy poskytovatele zda byt vhodnéjsi, zejména kvali kvalité filtrovani falesné pozitivnich vysledkd. Pro
dalsi vyhodnoceni validity pouzitého softwaru bude nutné rozsitit soubor zkoumanych pacientd.

Podpofeno MZ CR — RVO (FNOI, 00098892)



Srovnani fenotypu a genotypu u syndromu Heifmansky - Pudlak ve tirech ¢eskych
rodinach

Vrzalovd Z.%%%), Trizuljak J.**%, Radovd L.***%, Blahdkovd 1.>?), Likavcovd P."Y, Stario Kozubik K.*?%, Stika
1.2 Doubkovd M., Pospisilovd S.%%, Doubek M.*?3

1 Ustav lékarské genetiky a genomiky, FN Brno a Masarykova univerzita, Brno

2 Strfedoevropsky technologicky institut, Masarykova univerzita, Brno

3 Interni hematologickd a onkologickad klinika, FN Brno a Masarykova univerzita, Brno
4 Klinika nemoci plicnich a tuberkuldzy, FN Brno a Masarykova univerzita, Brno

Syndrom Hefmansky-Pudlak (HPS) je vzacné autozomadlné recesivni onemocnéni spojené s
okulokutannim albinismem, krvacivou diatézou, granulomatdzni kolitidou a u nékterych podtypu s vysoce
penetrantni plicni fibrézou. Pacienti s HPS nesou patogenni varianty v genech AP3B1, AP3D1, BLOC1S3,
BLOC1S5, BLOC1S6, DTNBP1, HPS1, HPS3, HPS4, HPS5 a HPS6. V prispévku predstavujeme fenotypovou sérii
Etyt pacientd ze tFi réiznych rodin z Ceské republiky. Kauzalni patogenni varianty u postizenych pacientl jsme
detekovali pomoci celoexomového sekvenovani (WES) a nasledné je potvrdili Sangerovym sekvenovanim.
Proband z prvni rodiny byl sloZzeny heterozygot pro varianty ¢.1507C>T a c.1189delC v genu HPS1; dvé sestry
z druhé rodiny byly homozygoti pro variantu c.1189delC v genu HPS1, zatimco proband ze tfeti rodiny byl
homozygot pro variantu c.649C> T v genu HPS4. Vsichni Ctyti pacienti byli postizeni okulokutannim
albinismem a funkénim defektem krevnich desti¢ek. V dobé WES analyzy se u 3 ze 4 pacientl (75 %) vyvinula
plicni fibrdza, pficemz median pocatku onemocnéni byl 50 let. U Zaddného z pacientl se nevyvinula cytopenie,
granulomatdzni kolitida, chronické selhani ledvin ani kardiomyopatie. Na nasem pracovisti je geneticka
diagnostika standardni soucasti vysetfeni pacient(l, u nichZ existuje podezieni na dédi¢nd hematologicka
onemocnéni. Potvrzeni diagndzy HPS ma pozitivni vliv na individualizovanou péci o pacienta, zejména klicové
je vcasné naplanovani transplantace plic. V¢asny zdchyt nemoci ma také vyznam pro jejich nemocné
pribuzné.

Projekt byl podporeny grantem DRO (FNBr, 65269705); projektem Narodni Ustav pro vyzkum
rakoviny (Program EXCELES, ID: LX22NP05102) — Financovano Evropskou unii — Next Generation EU.

Neocekavana pri¢ina neonatalni formy polycystozy ledvin
MUDr. Lucie Osi¢kovd *, MUDr. Vidclava Curtisovd, MSc. Y, Mgr. Jana Indrédkovd @, doc. RNDr. Radek Vrtél,
Ph.D."Y

1 Ustav lékarské genetiky, Fakultni nemocnice Olomouc
2 Ustav klinické a molekuldrni patologie a Iékarské genetiky, Oddéleni Iékarské genetiky, Fakultni nemocnice
Ostrava

Uvod: Polycysticka choroba ledvin (PKD) je nej¢astéjsim dédiénym onemocnénim ledvin. Polycystdza
je dédi¢na autozomalné dominantné (AD) a autozomalné recesivné (AR). Formy se kromé dédicnosti lisi
zvykle i ultrazvukovym nalezem na ledvinach a vékem nastupu — u ARPKD vidame cysty ledvin jiz v détském
¢i prenatalnim obdobi, u ADPKD dochazi k vyvoiji cyst ledvin spiSe aZz ve véku dospélém. Prezentujeme rodinu
se znamou ADPKD v rodé s neoCekdvanym nalezem tézké prenatalni polycystézy ledvin u dvou plodi tychz
rodica.



Metody: Na nase pracovisté byla odeslana 31leta primigravida pro pozitivni screening I. trimestru.
Vzhledem ke znamé ale dosud geneticky nevysetfené ADPKD u partnera pacientky jsme u néj zahdjili
vysetieni genll zodpovédnych za ADPKD. Stejné genetické vysetreni bylo poté indikovano i u plodu pro zachyt
polycystdzy ledvin ve Il. trimestru. Nasledné byly geneticky vysetfeny i vSechny plody v dalSich graviditach
Zadateld.

Vysledky: U Zadatele byla metodou MLPA odhalena heterozygotni delece upstream oblasti genu
PKD1, ¢imZ u néj byla potvrzena diagndza ADPKD. Prvni i tfeti gravidita Zadatel( byla ukonéena z genetické
indikace pro nalez tézké polycystdzy ledvin plodu s oligohydramniem. U obou plod( byla potrzena familiarni
delece v genu PKD1. Vzhledem k prekvapivé tézkému nalezu polycystézy u dvou plodi jsme r.2025 pozadali
o prehodnoceni molekularnich dat prislusnikll této rodiny. Timto postupem byla u Zadatelky a obou
zemrelych plodd nalezena hypomorfni alela v PKD1 genu:c.9499A>T v heterozygotnim stavu. AC je tato
hypomorfni alela pro svého nositele bez klinického dopadu i ve stavu homozygotnim, u slozenych
heterozygotll s patogenni variantou v PKD1 genu na druhé alele je naopak ¢asto popisovan jiz v prenatalnim
obdobi fenotyp ARPKD.

Zavér: Na prikladu nasi rodiny demonstrujeme duleZitost pfehodnocovani dat a postup( u dfive ne
zcela jednoznacnych ¢i typickych nalezd. Priikaz variant v genu PKD1 definitivné objasnil potiZze u potomk
Zadatelll a umoznil Zadatellm vyuzZit metody cileného vysetreni v dalSich graviditach.

Podpoteno Mz CR — RVO (FNOI, 00098892)

Narodni centrum lékarské genomiky
Hana Hartmannova Y, Katefina Hodariovd ¥, Helena Treslovd ), Lenka Noskovd ¥, Viktor Stranecky @,
Stanislav Kmoch

1 Laborator pro studium vzdcnych nemoci, Klinika pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu, 1.lékarskd
fakulta Univerzity Karlovy, Praha

Lékarska genomika je dynamicky se rozvijejici védni disciplinou, ktera spociva v ziskavani a analyze
genetické informace jedinc(, rodin a populaci s cilem porozumét genetickym, genomickym a molekularnim
zakladlim lidského zdravi a nemoci.

NCMG je koncipovano jako distribuovana vyzkumna infrastruktura genomickych laboratofi 1. a 2.
Lékarské fakulty a Lékarské fakulty v Plzni Univerzity Karlovy, VSeobecné fakultni nemocnice v Praze, Fakultni
nemocnici v Motole; BIOCEVu - Biotechnologického a biomedicinského centra Akademie véd a Univerzity
Karlovy ve Vestci, Interni hematoonkologické kliniky, Centra molekularni biologie a genové terapie Lékarské
fakulty Masarykovy Univerzity, Fakultni nemocnice Brno; CEITECu - Stfedoevropského technologického
institutu, Masarykovy univerzity v Brné a Ustavu molekuldrni a translaéni mediciny Lékarské fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci a Fakultni nemocnice Plzen.

Ucelem NCMG je zabezpetit provoz nejmodernéjsich sekvenacnich platforem a ndavaznych
technologickych zafizeni pro analyzu lidského genomu a umoznit kvalifikované vyuzivani téchto technologii
v biomedicinském vyzkumu a translaéni mediciné v CR.

V ramci NCMG nabizime analyzu genom(, vcéetné bioinformatického zpracovani dat, NGS
sekvenovani - genomové, exomové, cilené, sekvenovani RNA.

Daéle také nabizime ke staZeni vefejné dostupnou databazi genomickych variant https://ncmg.cz/



Analyza profilu miRNA ve sklivci pacienti s DM
Mastdlkovd P.%Y, Pazourkovd E.*, Kovdcovd M.”?, Horovd E.?, Svozilkovd P.?, Prézny M., Hofinek A.*Y

1 Ustav biologie a lékaFské genetiky, 1. LF UK a VFN v Praze
2 OCni klinika, 1. LF UK a VFN v Praze
3 ll. interni klinika 1. LF UK a VFN v Praze

V letech 2020-2024 probéhla na Ustavu biologie a lékafské genetiky 1. LF UK a VFN v Praze ve
spolupraci s O¢ni klinikou 1. LF UK a VFN v Praze a lll. interni klinikou 1. LF UK a VFN v Praze pilotni faze studie
miRNA profilovani ze vzork( sklivce pacientl s DM a kontrolnich osob bez DM anamnézy, ktefi podstoupili
ocni operaci z jiné indikace. Celkem bylo zpracovano 60 vzorki (z toho 39 pacientl a 21 kontrol) vybranych
dle indikacnich kritérii a zarazenych do studie. Ve skupiné pacientl byli osoby s DM 1 typu (12x) i DM 2 typu
(27x). Z hlediska oc¢niho postizeni diabetickou retinopatii (DR) bylo mozné vyclenit skupinu s neproliferativni
DR (15x) a proliferativni DR (16x).

Kitem miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen) byla vyizolovana miRNA, ta byla nasledné
pomoci kitu TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) prepsana do cDNA a
preamplifikovana. Vlastni analyza byla realizovdna metodou real-time PCR na karté TagMan™ Advanced
miRNA Human A Card (Thermo Fisher Scientific) na stroji QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific). Kazdy vzorek byl analyzovan samostatné, pricemz kazda karta obsahovala 379
miRNA. Vysledky byly vyhodnoceny programy ExpressionSuite Software (Thermo Fisher Scientific), gbase+
(Biogazelle) a Statistica 12 (Statsoft).

Po statistickém zpracovani byl pomoci programu GeNorm vyhodnocen soubor 23 miRNA se
statisticky nejvyznamnéjsimi rozdily mezi jednotlivymi skupinami pro ovéreni v nasledné validacni fazi studie
a 3 miRNA vhodnych jako endokontroly pro tuto navazujici fazi. Porovnani skupin ukazalo zfetelné rozdily
v miRNA profilech mezi kontrolnimi subjekty a pacienty s rlizné zavaznym o¢nim postiZzenim, at uz ve smyslu
snizujici nebo zvysujici se exprese jednotlivych miRNA. Tyto rozdily budou predmétem dalSiho zkoumani
v ramci validacni faze projektu.

Tato prace byla realizovdna v ramci programového projektu MZ CR “Dynamické parametry
kompenzace diabetes mellitus ve vztahu k biomarkerlm v séru a v nitroo¢ni tekutiné u pacientd s o¢nimi
komplikacemi”, reg. ¢. NU22-01-00077].

Karyotypizace v pediatrické genetické diagnostice v 21. stoleti. Mikroarray vs.
Karyotypizace jako prvni testovaci pilifs

Capkovd P., Vrbickd D., Adamovd K., Balcdrkovd A., Routilovd M., Stefekovd A., Kfepskd J., Pazderovd J.,
Srovnal J.

Ustav lékarské genetiky, FN Olomouc

Chromosomalni mikroarray (CMA) je standardni soucasti portfolia cytogenomickych metod v
soucasné prenatalni i postnatalni genetické diagnostice. V poslednich letech je doporucovan jako test prvni



volby, a to zejména tam, kde je ocekdvan ndlez segmentalni zmény s klinickym dopadem na pacienta
(zejména pediatricka genetickd diagnostika) (Shao, 2021 — ACMG Technical Standard).

Cil. Porovnani senzitivity aCGH/SNPaCGH a karyotypizace pro zachyt segmentalnich variant.

Metoda. Retrospektivni studie. Audit vysledkl vySetfeni: CMA — Human Genom CGH SurePrint G3
Unrestricted ISCA v2 8x60K, 4x180K (Agilent), Affymetrix Cytoscan HD, HumanCytoSNP-12v2.1 lllumina;
MLPA — Subtelomere Probemix P070, P036, Microdeletion 1,2 (MRC, Holland) provadénych v letech 2012—
2024. Porovnani s vysledky karyotypizace u pacientl — karyotyp pouZit jako metoda prvni volby.

Vysledky: Z celkového poctu 151 patogennich a pravdépodobné patogennich variant (CNV)
zachycenych metodou CMA bylo 12 (7,95 %) variant vétSich nez 10 Mb (chromosomalni aberace — CHA) a
davalo Sanci na mozny zachyt metodou karyotypizace. Z tohoto poctu bylo karyotypizaci zachyceno 7 (4,64
%) CHA, 3 (1,99 %) CHA se nepodafilo karyotypizaci zachytit (intersticidlni duplikace u chromosomu 2
postnatalné, termindlni duplikace 17p postnatdlné a nebalancovana translokace chromosomid 2 a 15
prenatalné) ani pfi této velikosti a u dvou pfipadl nebyla karyotypizace umoznéna (v jednom pfipadu byla
karyotypizaci intersticialni duplikace chromosomu 7 prokdzdna u matky syna s plvodné detekovanou
variantou metodou CMA). Byl detekovan 1 (0,66 %) ptipad zachytu CHA mensi nez 10 Mb (3,9 Mb) —
46,XX,r(22) - Phelan-MeDermid sy. Celkem tedy bylo detekovano karyotypizaci 8 (5,3 %) variant ze 151
variant zachycenych CMA. Zbyvajicich 94,7 % variant by zachyceno nebylo. Ve dvou ptipadech karyotypizaci
zachycenych nebalancovanych zmén — 46,XX,del(X)(p22.1) a 46,XY,der(22) byla metodou CMA a FISH
prokdzana komplexni povaha téchto zmén: nebalancovana prestavba der(X)t(X;7)(p22.1;7p22.3) a
nebalancovana prestavba der(22)t(8;22)(p21.3;q13.31).

Zavér: Metoda mikroarray je jasnou prvni volbou zejména ve skupiné pediatrickych pacientl s
podezienim na genetickou pfi¢inu onemocnéni. Karyotypizace je vSak nepostradatelnou zejména v
reprodukcni mediciné (detekce balancovanych translokaci) a spolecné s metodou FISH umoznuje spolehlivé
urcit/potvrdit mechanizmus vzniku pfislusnych segmentalnich zmén. aCGH/MLPA m{ze vsak také napomaoci
k objasnéni/blizsi specifikaci zmén detekovanych v karyotypu.

Klicova slova: mikroarray (CMA), karyotypizace, chromosomalni aberace
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Patogenni varianta genu CNOT3 jako pricina zavazného neurovyvojového onemocnéni
Peckovd A.™Y, Lastavkovd J. ¥, Cejnovd V. ¥, Kmoch S.”?, Noskovd L. ?

1 Masarykova nemocnice v Usti nad Labem, o.z., Krajskd zdravotni, a.s., Oddéleni Iékarské genetiky, Usti
nad Labem

2 Laborator pro studium vzdcnych onemocnéni, Klinika pediatrie a dédicnych poruch metabolismu, 1. LF UK
a VFN v Praze

Uvod: Patogenni varianty v genu CNOT3 jsou dle OMIM asociovény s AD Intellectual developmental
disorder with speech delay, autism, and dysmorphic facies (# 618672). Jedna se o velmi vzacné onemocnéni
— dosud bylo popsano pouze nékolik desitek pfipada.

Kazuistika: Proband pochazi z 1. vékové rizikové gravidity. Screeningova vysetfeniv gravidité v normé.
Negativni rodinna anamnéza. Porod S.C. ve 3840 t.g., pro polohu KP a odtok plodové vody, AS 9-10-10, PH
2550g/48cm. Klinicky neprospivajici hypotroficky novorozenec s chabym sacim reflexem, hypoglykémie.



Parcialni trombdza sinus sagittalis. JiZ od porodu zjevnad makroglosie a vyrazné plazeni jazyka s nadmérnou
salivaci.

Genetické vysetieni bylo doporuceno pro napadnou kraniofacialni dysmorfii s makroglosii, hypotonii
a hypotrofii. Fenotyp: Prominujici ¢elo, hypertelorismus, abnormalni pohyb bulbd, pfiznak zapadaciho slunce.
Vyrazna makroglosie. Usni boltce nizko posazené a dysplastické. Atypické ryhovani dlani a plosek nohou. Na
pravém stehné hemangiom. Bfisko prohmatné, pupek klidny, kyla ne.

Vysetfeni: karyotyp 46,XY, Array CGH: normalni muisky profil. SMA: 2 kopie SMN1. BWS/RSS
negativni, klinicky exom SOPHIA CES v2 negativni, Trio exom v ramci projektu ,Urceni pfi¢in vzdcnych
geneticky podminénych onemocnéni v pediatrické populaci pomoci novych metod analyzy genomu.”: u
probanda byla nalezena de-novo heterozygotni sestfihovd varianta v genu CNOT3:
CNOT3(NM_014516.4):c.1406+1G>A vedouci podle provedené analyzy transkriptu k retenci intronu 12 a
vzniku pred¢asného stop kodonu p.Lys470Ter.

Zavér: Patogenni varianty v genu CNOT3 zplsobuji velmi variabilni fenotyp. Spole¢nym
jmenovatelem muizZe byt hypotonie, maly vzrist, PMR, poruchy chovani, opozdény vyvoj chize. Diagnostika
je komplikovand, protoze se jedna o velmi vzacné onemocnéni s netypickymi projevy.

Grantova podpora: NU23-07-00281, LM2023067

ADNP syndrom: Klinické indika¢ni markery pro cilené genetické testovani
Miroslav Holec ¥

1 ADNP asociace, z.s., Praha, Ceskd republika

ADNP syndrom (ORPHA: 404448, OMIM: 615873) predstavuje vzacné neurovyvojové onemocnéni
zpUsobené heterozygotnimi mutacemi v genu ADNP na chromozomu 20g13.13. Navzdory tomu, Ze jde o
nejcastéjsi zndmou monogenni pfi¢inu poruch autistického spektra s odhadovanou prevalenci 0,17 % vSech
PAS, zlstava v klinické praxi znac¢né poddiagnostikovan. Definitivni potvrzeni diagnézy ADNP syndromu je
zalozeno na identifikaci patogennich variant v genu ADNP prostiednictvim sekvenacnich metod, nejcastéji
celoexomového sekvenovani nebo cileného sekvenovani genového panelu.

Tato prace syntetizuje soucasné poznatky o genetickém pozadi ADNP syndromu a zamérfuje se na
identifikaci specifickych klinickych markerd, které by mély vést Iékare k indikaci cileného genetického
testovani na pritomnost mutaci v genu ADNP. Metodika zahrnuje extrakci klinickych pfiznakd z odborné
literatury za obdobi 2014-2024, probihajici mezinarodni kvalitativni dotaznikové Setfeni v komunité rodin
déti s ADNP syndromem a kvalitativni analyzu anamnézy diagnostikovanych pacientl s ADNP syndromem v
CR.

Charakteristicky klinicky fenotyp, ktery zahrnuje kombinaci globalniho vyvojového opoZdéni,
opozdéni feci, intelektualniho postizeni, atypickych rys(i PAS, hypotonie a unikatniho biomarkeru v podobé
predc¢asné erupce chrupu, predstavuje zdklad pro véasnou indikaci cileného genetického testovani.
Kvalitativni analyza prokazuje pozitivni trend ve zkraceni doby diagnézy ADNP syndromu u déti narozenych
po roce 2018, coz koreluje s Sirsi dostupnosti metod WES a NGS v klinické praxi. Retrospektivni analyza
klinickych dat ukdzala, 7e u 4 z 5 pacient(i s potvrzenym ADNP syndromem v CR byla provedena molekuldrné
geneticka diagnostika Angelmanova syndromu s negativnim vysledkem pred stanovenim spravné diagndzy.

Na zakladé poznatkl formulujeme indikacni kritéria pro cilené genetické testovani ADNP genu
zaloZzend na specifickych fenotypovych projevech, pricemz dliraz klademe na snadno identifikovatelné



klinické markery dostupné v primarni a specializované pediatrické péci. Vzhledem k vysoké mite klinického
prekryvu a Castym diagnostickym zaménam by méla byt suspekce na Angelmaniv syndrom povaZovana za
indikaci k zahrnuti ADNP syndromu do uZsi diferencidlni diagnostiky a zvazeni cileného molekularné
genetického testovani. Implementace téchto indikacnich kritérii do klinické praxe muize vyznamné zvysit
zachyt pacientll s ADNP syndromem a umozZnit jejich vCasny pristup k specializované péci a ranym
intervencim.

FastGEN MPN - rychla NGS metoda pro detekci mutaci u myeloproliferativnich
neoplazii
Chladovd V."Y, Krepelkovd 1., Dvofdkovd B.™Y, Slavkovsky R.?

1 BioVendor — Laboratorni medicina a.s., Brno
2 Ustav molekuldrni a translacni mediciny, LF UP v Olomouci

Detekce mutaci v genech JAK2, MPL a CALR je standardni soucasti diagnostického vysetieni
myeloproliferativnich neoplazii (MPN) tj. esencialni trombocytémie (ET), prava polycytémie (PV) a primarni
myelofibréza (PMF). Za Ulelem genotypizace téchto genl byl vyvinut vysoce citlivy NGS protokol pro
technologii fastGEN. Souprava fastGEN umozZiuje detekci mutace JAK2 V617F od 1 % a detekci dalSich mutaci
v genu JAK2, MPL a CALR vcetné zachytu deleci>50 bp od 5 %. Princip stanoveni metodou fastGEN vyuziva
kratkych amplikonl ziskanych pomoci jediné fastGEN polymerazové fetézové reakce s tagovanymi
hybridnimi primery a nasledného sekvenovani o vysokém pokryti.

Detekce bodovych mutaci v genu STAT6 ve volné nadorové DNA u pacienti s klasickym
Hodgkinovym lymfomem
Grohmann J., Navrdtilovad J., Handckovad V., Kreddtusovad A., Urbdnkovd H., Prochdzka V., Papajik T.

Hemato-onkologickd klinika, LF UP a FN Olomouc
Uvod:

Detekce mutaci ve vybranych kandidatnich genech na drovni volné nddorové DNA (ctDNA) pfispiva k
diagnostice a umoznuje pfesnéjsi sledovani lé¢ebné odpovédi u klasického Hodgkinova lymfomu (cHL). Mezi
vhodné kandidatni geny patii gen STAT6, kde jsou popisovany mutace u pfiblizné 30 % pripadl cHL. K detekci
mutaci na Urovni ctDNA je zapotiebi vysoce citlivych molekuldrné-biologickych metod — masivné paralelniho
sekvenovani (MPS). Pro diagnostické a prognostické ucely je ovSsem vyuZiti této technologie casové a finanéné
narocné. Digitdlni PCR (dPCR) je naopak rychlejsi a levnéjsi metodou, kterad je zarovern méné narocna na
vstupni mnozstvi ctDNA. Technologie je vhodna zejména pro detekci bodovych mutaci.

Cile prace:

Cilem této prace bylo vytvoreni multiplexnich dPCR eseji pro detekci zakladnich hotspot mutaci v
DNA vazebné doméné genu STAT6 — v kodonech p.(N417) a p.(D419) exonu 12. Navrzend metodika bude
nasledné pouZzita k vySetfeni souboru ctDNA cHL pacientd.

Metody:



Vzorky periferni krve cHL pacient( byly v dobé diagndzy/relapsu odebrany do zkumavek Cell-Free
DNA BCT® CE (Streck, USA). CtDNA byla nasledné izolovana z plazmy pomoci kitu QiaAmp Circulating nucleic
acid kit (Qiagen, Germany).

Pro detekci mutaci byla pouZita technologie Naica® Crystal Digital PCR system (Stilla Technologies) se
Sapphire Cipy. Vysledky byly vyhodnoceny v analytickém programu Crystal Miner software se senzitivitou 0,1
% variantni alelové frekvence (VAF).

Vysledky:

Celkem byla ctDNA analyzovana u 38 pacient(ll (36 v dobé diagndzy, 2 v dobé relapsu onemocnéni).
Vstupni mnozstvi ctDNA do reakce bylo v priméru 8,4 ng (3,5 — 14,8 ng). Celkovy zachyt multiplexni dPCR byl
13,16 % (5/38). V nasi kohorté pacientl byl ¢astéji detekovan hotspot p.(D419), ktery je také popisovan u R/R
difuzniho velkobunééného B-lymfomu (DLBCL). NavrZeny multiplex je dostatecné robustni a umoznuje
detekci i vzacnéjSich kompozitnich mutaci vznikajici nejéastéji kombinaci p.(N417Y) a zaménou v p.(D419)
nebo p.(N421).

Zavér:

Metoda crystal dPCR je dostatecné citlivd, rychla a cenové dostupna technologie pro screening
mutaci STAT6N417Y a STAT6D419A/G/H/N/Y u pacientd s cHL. Technologie zaroveri umoziuje u pacientl se
zachytem mutace sledovani odpovédi na Iécbu. Soucasny design je mozné v budoucnu doplnit o dalsi
hotspoty. To povede k celkovému zvyseni zachytu mutaci u pacient(.

Podpora projektu:

Prace je podporovadna granty: IGA_LF_2024 001, IGA_LF_2025 005 a MZ CR — RVO (FNOL,
00098892).

Mutacni analyza genii GLDC a AMT u pacienti s glycinovou encefalopatii
Zahordkovd D., Puchmajerovd A., Kostdlovad E., Zeman J., Honzik T., Martdsek P.

Klinika pediatrie a dédicnych poruch metabolismu, 1. LF UK a VFN v Praze

Glycinova encefalopatie (neketotickd hyperglycinémie) je vzdcné autozomadlné recesivni
neurologické onemocnéni, které je zplisobeno patogennimi variantami v genech kodujicich enzymy
mitochondridlniho komplexu pro stépeni glycinu (glycine cleavage system). V dasledku tohoto enzymového
defektu dochdazi k akumulaci glycinu organizmu, coz vede predevSim k poskozeni CNS. Typickym
biochemickym nalezem jsou zvysené hladiny glycinu v mozkomisnim moku (CSF) a plazmé a zvyseny pomér
glycinu v CSF a plazmé. Klasicka novorozenecka forma se projevuje letargii, hypotonii, zachvaty, apnoickymi
ataky a kdmatem. Progndza pacientll neni pfizniva, vétSina umira do 2 let, pficemz ti, ktefi preziji, vykazuiji
vyrazné opozdéni vyvoje a obvykle farmakorezistentni epilepsii. Atypickda forma se vyznacuje pozdéjsim
nastupem, mirnéjsimi symptomy a lepsi progndzou.

Predstavime vysledky mutacni analyzy genti GLDC a AMT u 10 pacient s klasickou formou glycinové
encefalopatie. U 5 probandi se jedna o defekt na Grovni GLDC a u 5 proband( na tGrovni AMT.



Ackoliv kauzalni terapie glycinové encefalopatie zatim neni zndma, identifikace patogennich variant
v postiZzenych rodindch umozZiuje predevsim genetické poradenstvi a prekoncepcni a prenatalni genetické
testovani.

Podporeno grantem Narodni Ustav pro neurologicky vyzkum (Program EXCELES, ID: LX22NP0O5107).
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