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NGS - Next Generation Sequencing 

• Sekvenování nové generace – není jedna metoda, 

ale soubor nových technologií  

• Masivní paralelní sekvenování - sekvenování až 

milionů sekvencí DNA současně 

• Obrovský objem výstupních dat 

• Odhalení příčiny/predispozice k onemocnění 
(studium genetické variability, analýza biologické diverzity…) 

 



Fragmentace 
DNA 

Amplifikace fragmentů 
DNA – vytvoření 

„klonů“  

Masivní paralelní 
sekvenace  DNA 
„klonů“ – určení 
pořadí nukleotidů v 
DNA 

Bioinformatická 
analýza dat 

Interpretace nalezených variant 

Sekvenování celého 
genomu/exomu 
najednou 



Co sekvenujeme? 

 

Panel 

Klinický exom 

Exom  

Celý genom  

Objem dat 



Panely – sekvenace vybraných genů 

ACTA2, 
FBN1, 
COL5A1, 
COL5A2,  
ELN, 
PLOD1, 
SLC2A10, 
SMAD3,  
TGFBR1…  
 

ao
rt

o
p

at
ie

 

ka
rd

io
m

yo
p

at
ie

 

ka
n

ál
o

p
at

ie
 

vr
o

ze
n

é 
sr

d
e

čn
í 

va
d

y 

a další  

GATA4, 
JAG1, 
NKX2.5, 
NOTCH2, 
PTPN11, 
TBX20, 
ZIC3… 
 

DSP,  
FLNC, 
LMNA, 
MYBPC3, 
MYH7, 
PKP2, 
TNNT2,  
TTN… 
 

CTNNA3, 
KCNH2, 
KCNJ2, 
RYR2, 
SCN5A… 
 



Klinický exom, exom  
• Exom = soubor exonů jednotlivých genů 

• Sekvenace exomu = sekvenace protein-kódujících 
oblastí genomu 

• Klinický exom obsahuje exony většiny genů spojených 
s onemocněními  

1-2% genomu 



Celogenomové sekvenování 
• Sekvenace kompletního genomu včetně 

nekódujících oblastí a mimojaderné DNA 



Interpretace variant 
 Kvalita a hloubka čtení 

 Frekvence výskytu v populaci (ExAC, gnomAD) 

 Výskyt v mutační databázi (HGMD, ClinVar) 

 Konzervovanost, vliv na protein 

 Dědičnost  

 Korelace genotyp-fenotyp 

 Klasifikace variant (ACMG guidelines) 

 Predikční softwary (PolyPhen-2, SIFT, 
MutationTaster…) 

 

 



Filtrační softwary - komerční PC programy 



ACMG guidelines 

• Benigní (Class 1) 

• Pravděpodobně benigní (Class 2) 

• Nejasná klinická signifikance (Class 3) 

• Pravděpodobně patogenní (Class 4) 

• Patogenní (Class 5) 



Výsledková zpráva – nalezené varianty 
• Gen, transkript GATA4, NM _001308093.1 (NG_008177.2; 

NP_001295022.1) 

 

• Typ mutace –  zápis cDNA NM_001308093.1:c.196G>A,  

gDNA Chr8(GRCh37):g.11566017G>A, protein p.(Ala66Thr) 

– missense c.196G>A p.(Ala66Thr) p.A66T 

– samesense c.1149G>A p.(Thr383Thr) p.T383= 

– nonsense c.439G>T p.(Glu147Term) p.E147* 

– delece c.139_141delTCC p.(Ser47del) p.S47del 

– duplikace c.366_368dupCGC p.(Ala126dup) p.A126dup 

– inzerce c.341_342insA p.(Gly115Argfs*96) p.G115Rfs*96 

– intron c.998-269G>T p.(?) 



Výsledková zpráva – nalezené varianty 

• Umístění exon 1, chr8:11566017 

• Zygozita (heterozygot/homozygot/hemizygot) 

• Klasifikace ACMG 

• Onemocnění, dědičnost 

• Původ (maternální/paternální/de novo) 

• Seznam analyzovaných genů, použité testování 



    



Více dat→ více variant 

sdílení dat 

spolupráce 
 



Děkuji za pozornost! 
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