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Abstrakt

Hedgehog signalni draha se ucastni fizeni diferenciace embryondlnich bungk,
segregace téla, vyvoje mozku, skeletu, svalstva, gastrointestinalniho traktu, plic
a udrzovani a regenerace tkani dospélého jedince. Draha obsahuje vice nez 10 proteint:
receptorti, koreceptor, ligandu, transkripnich efektori a represori zapojenych
do komplexnich funkénich interakci. Porucha hedgehog signalizace béhem embryonalniho
vyvoje miize vést k zavazné vyvojové vadé — holoprosencefalii. Mutace zpusobujici ztratu
funkce PTCH1 vedou ke Gorlinovu syndromu — hereditarni predispozici k basocelularnimu
karcinomu, asociované s anomaliemi mozku, lebky, obratli a Zeber. Bylo zjisténo,
ze holoprosencefalie 1 Gorliniv syndrom jsou geneticky heterogenni, mohou byt

zpuisobeny zarode¢nymi mutacemi riznych geni Hedgehog signélni drahy.

V letech 2006-2016 byl v Ustavu biologie a lékatské genetiky 2. LF UK a FN
v Motole pro diagnostické Ucely analyzovan gen PTCHI u 70 neptibuznych nemocnych
s podezifenim na Gorliniv syndrom (MIM 109400). U 35 (50 %) znich byla zjisténa
patogenni varianta v genu PTCHI, u 10 nemocnych, kteti spliovali diagnosticka kritéria

a 25 nemocnych, ktefi kritéria nespliovali, nebyla pfic¢ina onemocnéni zjisténa.

Predmétem této studie bylo rozsitit diagnostické moznosti u Gorlinova syndromu
a u holoprosencefalie a ovéfit, zda u dosud negativné testovanych nemocnych s projevy
Gorlinova syndromu neni onemocnéni zpisobeno zatim neidentifikovanou patogenni
variantou genu kodujiciho protein SUFU, ktery se také ticastni Hedgehog signalni drahy.
Byla zavedena analyza genu SUFU metodou Sangerova sekvenovani a metodou MLPA.
Byla zavedena analyza gent PTCHI a SUFU pomoci NGS panelu gent. U dvaceti
PTCH]I-negativnich nemocnych byl vySetfen gen SUFU Sangerovym sekvenovanim,
u jednoho zdeseti nové zarazenych pacienti byly geny PTCHI a SUFU vySetfeny
Sangerovym sekvenovanim, u ostatnich deviti pacientl byly oba geny vysetfeny soucasné

panelem NGS.

Ve vySetfovaném souboru nebyla zjiSténa patogenni varianta genu SUFU
u zadn¢ho z vySetfovanych pacientd. V genu PTCHI byly zist€ny dv€é velmi
pravdépodobné patogenni varianty u dvou pacientek, které spliiovaly dv€é majoritni

a n€kolik minoritnich kritérii. Jedna se o varianty ¢.3037dupT p.(Tyr1013Leufs*132)



vexonu 18 a ¢.3306+1G>T p.(?) v sestiihovém misté exonu 19 (Ref. Seq. GenBank
NM_000264.4).

Prace pfinesla nové poznatky o molekularné genetické podstate Gorlinova
syndromu a pfispéla ke zlepseni molekularné genetické diagnostiky v Ceské republice.
Zarodecné mutace genu SUFU jsou pravdépodobné jen velmi vzacné pti¢inou Gorlinova
syndromu v ¢eské populaci. Vyuziti technik NGS je pfinosem pro molekuldrné genetickou
diagnostiku Gorlinova syndromu a holoprosencefalie, chorob s moZznou poruchou

Hedgehog signélni drahy.

Kli¢ova slova: Hedgehog signalni drdha, Gorliniv syndrom, Holoprosencefalie, gen

PTCH1, gen SUFU, muta¢ni analyza, mutace



Abstract

The Hedgehog signalling pathway is involved in regulation of differentiation
of embryonic cells, in body patterning, in development of brain, bone, muscle,
gastrointestinal tract, lungs, and in maintenance and regeneration of adult tissues.
The pathway includes more than 10 proteins: receptors, coreceptors, ligands, transcription
effectors and repressors, linked in complex functional interactions. Disruption of the
hedgehog signalling during embryogenesis can lead to a serious developmental disorder —
to holoprosencephaly. Loss-of-function mutations of PTCHI1 lead to Gorlin syndrome —
a hereditary predisposition to basal cell carcinoma associated with anomalies of brain,
scull, vertebrae, and ribs. Both holoprosencephaly and Gorlin syndrome have been shown
to be genetically heterogeneous, both can be caused by germline mutations of several

genes of the Hedgehog signalling pathway.

From 2006 to 2016, the PTCHI gene was analysed for diagnostic purposes
in 70 unrelated patients with suspicion of Gorlin syndrome (MIM 109400) referred
to the Department of Biology and Medical Genetics, 2nd Medical School and University
Hospital Motol, Prague. A pathogenic variant of the PTCHI gene was detected
in 35 (50%) of patients. No mutation was found in 35 patients, 10 of them fulfilled,
and 25 of them did not fulfil diagnostic criteria.

The aim of this study was to expand diagnostic possibilities in Gorlin syndrome
and in holoprosencephaly and to test the hypothesis that Gorlin syndrome in the PTCH -
negative patients might have been caused by a pathogenic variant of the SUFU gene,
which is also involved in the Hedgehog signalling pathway. DNA analysis of the SUFU
gene by Sanger sequencing and MLPA, and DNA analysis of the PTCHI gene
and the SUFU gene by an NGS gene panel have been introduced for this purpose.

In a pilot study, the SUFU gene was tested in twenty PTCH-negative patients
by Sanger sequencing. In one patient, both PTCHI and SUFU genes were sequenced
by Sanger sequencing, and in nine patients, both PTCHI and SUFU genes were tested
by the NGS gene panel.

In the group of patients studied, no pathogenic variant was detected in the SUFU
gene. Two novel, highly likely pathogenic variants were detected in the PTCHI gene



in two female patients who fulfilled two major and several minor criteria: heterozygous
¢.3037dupT p.(Tyr1013Leufs*132) in exon 18, and heterozygous ¢.3306+1G>T, p.(?)
in a splice site of exon 19 (Ref.Seq. GenBank NM_000264.4).

The study has brought new data about the genetic basis of Gorlin syndrome and has
helped improve and extend molecular genetic diagnostics in the Czech Republic. Germline
mutations of the SUFU gene are probably a very rare cause of Gorlin syndrome
in the Czech Republic. Implementation of NGS techniques has improved molecular genetic
diagnostics of Gorlin syndrome and holoprosencephaly, disorders with possible disruption

of the Hedgehog signalling pathway.

Key words: Hedgehog pathway, Gorlin syndrome, Holoprosencephaly, PTCHI gene,

SUFU gene, mutation analysis, mutation
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1. Uvod

Hedgehog signalni drdha patii mezi hlavni vyvojové signalni drahy cloveka
aje dalezitd hlavné pii embryonalnim vyvoji. Utastni se fizeni diferenciace
embryondlnich  bunc€k, segmentace téla, vyvoje mozku, skeletu, svalstva,
gastrointestindlniho traktu, plic nebo udrzovani a regenerace tkani dospélého jedince.
Draha obsahuje vice nez 10 proteind: receptorl, koreceptorii, ligandl, transkripcnich
efektort a represortt zapojenych do komplexnich funkénich interakci. Porucha hedgehog
signalizace béhem embryonalniho vyvoje muze vést k zavazné vyvojové vadé —
holoprosencefalii. Mutace zptisobujici ztratu funkce PTCH1 vedou ke Gorlinové syndromu
— hereditarni predispozici k basocelularnimu karcinomu, asociovanému s anomaliemi
mozku, lebky, obratli a zeber. V poslednich letech se ukazuje, ze nespravna signalizace
Hedgehog signalni drdhy je u30% lidskych druhli rakoviny. Bylo zjisténo,
ze holoprosencefalie 1 Gorliniv syndrom jsou geneticky heterogenni, mohou byt
zpuisobeny zarodeénymi mutacemi riznych gent Hedgehog signalni drahy. Nelze pfitom
vyloucit, ze ob¢ onemocnéni mohou byt vziacné zpisobena i mutacemi téch geni
Hedgehog signélni drdhy, u nichz tato pficinna souvislost dosud nebyla popsana. NaSim
cilem bylo s vyuzitim klasickych i modernich vysokokapacitnich metod molekularni
genetiky analyzovat u nemocnych s Gorlinovym syndromem a s holoprosencefalii vétsi
pocet geni Hedgehog signalni drahy, ziskat nové pozatky o uvedenych chorobach a zvysit

uspéSnost DNA diagnostiky.



2. Prehled problematiky — Hedgehog signalni draha a jeji
onemocnhneéni

2.1. Bunéc¢na signalizace a signalni drahy

Bunééna signalizace koordinuje procesy v bunce. Tyto biochemické procesy
popisuji interakce bunék a nasledné usporadani téchto interakci do kaskad, které prenase;ji
a reguluji informace z bunécnych receptorti na bunécné efektory (napf. enzymy nebo
transkripéni faktory). Tyto kaskady tvofi signalni drdhy bun¢k (Weng et al., 1999).
Signalni drahy reguluji bunku po cely jeji zivot — ovliviluji transport v bufice, ¢innost
organel, imunitu bunky a podili se i na smrti bunky apoptézou. Zakladnim principem
je ptitomnost vnéjsi nebo vnitini udalosti, kterd spusti linearni nebo rozvétvenou kaskadu.
To vede k fosforylaci/defosforylaci specifickych proteind. V disledku toho se vné nebo
uvnitf bunky vytvaii specificka odpovéd’ na podnét, ktery celou kaskadu aktivoval

(Brutkiewicz, 2016).
2.2. Hedgehog signalni draha

Heghehog signélni drdha (Obrazek 1) byla poprvé popsana v devadesatych letech
(Niisslein-Volhard & Wieschaus, 1980). Jedna se o klicovou regulacni drdhu zapojenou
v embryondlnim vyvoji. Podili se napifiklad na angiogenezi, morfogenezi srdce,
osteogenezi, pii vyvoji svalil ¢i nervové soustavy a mnoha dalSich (Ingham et al., 2001).
Pokud zlstane aktivni 1 v dospélosti, vyslednd proliferace bunék se manifestuje

jako rakovina (Villavicencio et al., 2000).

Priméarnim spoustéem celé drahy je protein Hedgehog (HH). U savcl zname
tf1 jeho homology — Desert hedgehog (DHH), Indian hedgehog (IHH) a Sonic hedgehog
(SHH) (Echelard et al., 1993). DHH je exprimovan v Sertoliho bunikdch varlat a podporuje
expresi Sry faktoru na chromozomu Y (Clark et al., 2000). Dale se podili na tvorbé obalil
periferniho nervstva (Ingham et al., 2001). IHH je exprimovan v endodermu embrya
ve stadiu gastruly (Dyer et al., 2001) a uplatiuje se naptiklad pifi angiogenezi,
hematopoéze nebo pii tvorbé endochondrdlniho skeletu (Ingham et al, 2001).
SHH je morfogen, ktery reguluje epitelidlni a mezenchymadlni interakce. Pii pokusech
s mySimi modely bylo prokdzéno, Ze deficience SHH je pro embryo bud letalni
nebo, v lepSim ptipad€, zpisobi vyvojové vady (Pola etal., 2001). Ma nezastupitelnou
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funkci pfi vyvoji nervové soustavy a dorsoventralniho uspotfadani nervové trubice,
pii anteroposteriornim rozmisténi koncetin nebo pii vyvoji svalovych bun€k. V neposledni
fadé ma vliv i na vnitini organy — napfiiklad plice, pankreas nebo srdce. Pravé

SHH je primérné popisovan jako spousté¢ Hedgehog signalni drahy (Ingham et al, 2001).

Hlavnimi sloZzkami této signalni drahy jsou krom¢ SHH proteinu proteiny Patchedl
(PTCH1), Smoothened (SMO), protein SUFU a transkripéni regulatory GLI1/2/3. PTCHI1
je protein, ktery se sklddd z 12 transmembranovych domén a SMO je protein,
ktery se sklada ze 7 transmembranovych domén (Sinha & Chen, 2006). Proteiny rodiny
GLI maji 3 homology — GLI1, GLI2 a GLI3. GLII ptisobi jako induktor a GLI3
jako represor. GLI2 muze pusobit obéma sméry v zavislosti na posttranslacnich
a posttranskripénich procesech (Mcmillan et al., 2012). Protein PTCHI ma homologni
protein PTCH2, ktery je z 57 % identicky s PTCH]1. Lisi se od n&j v hydrofilni oblasti mezi
6. a 7. transmembrinovou doménou a navic postrddd C-termindlni doménu.
Oba homologni proteiny mohou interagovat s proteiny HH signalni drahy a inhibovat
SMO, ale je dokazano, ze v piipad¢ ztraty funkce PTCHI1 nadmérna produkce PTCH2
nenahradi funkci PTCHI1. Z toho lze vyvodit, Ze protein PTCH1 a PTCH2 maji odlisné
funkce (Rahmana et al., 2004).

V inaktivované formé se PTCHI1 nachdzi v buné€né membrané bez navédzaného
HH proteinu. V takovém pfipad¢ inhibuje SMO, ktery lezi v cytosolu vétSinou pobliz
endozoému. SMO nachézejici se mimo membranu umoziiuje SUFU modulovat GLI na jeho
represorovou formu, kterda se dostavd do jadra, a zabranuje expresi cilovych gend.
Pti navazani HH proteinu na PTCH1 se drdha aktivuje. PTCHI1 je inhibovano HH
auznemuze inhibovat SMO. Dochazi k fosforylaci SMO a jeho pfesunu do bunécné
membrany. Tim je SMO potla¢en a GLI protein je aktivovan. Tyto indukované formy
prochazi jadernou membranou do jadra a vyvolaji expresi cilovych geni (Mcmillan et al.,

2012).

Kromé vyse popsané kanonické aktivace je mozna i nekanonickd aktivace SHH
signalni drahy. Zatimco kanonicka aktivace za¢in4, kdyz se Sonic hedgehog protein navaze
na transmembranovy protein PTCHI1, u nekanonické aktivace dojde k aktivaci GLI

1 bez zapojeni PTCHI a dalSich komponent (Pietrobono et al., 2019). V poslednich letech



se ukazuje, Ze nespravna signalizace Hedgehog signalni drahy je u 30 % lidskych druht

rakoviny (Gonnissen et al., 2015).
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Obrazek 1. Hedgehog signialni draha. VSechny HH ligandy jsou syntetizovany
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jako prekurzory, které podléhaji autokatalyze a ndsledné modifikaci. Modifikované HH
ligandy jsou uvolnény z bunééného povrchu diky proteinu DISP a Scube2. Nasledné jsou
transportovany prostiednictvim interakci s LRP2 a GPC proteiny. HH proteiny iniciuji
signalizaci vazbou na receptor PTCHI a na koreceptory GAS1, CDON a BOC. Vazba HH
na PTCHI1 vede k inhibici proteinu SMO diky jeho fosforylaci. SMO zpostifedkovava
prenos signalu pies GLI, Kif7 a SUFU proteiny. Aktivovany protein GLI prochazi

jadernou membranou a spousti transkripci cilovych geni (URL1).
2.2.1. Shh protein a jeho transport

Syntetizovany protein SHH ~45kDa ma& na N-konci signalni sekvenci,

ktera je diilezitd pro prvni krok sekrece — vstupu do endoplasmatického retikula bunky.
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Jakmile je translokace do endoplasmatického retikula dokoncena, signalni doména
je peptidazou odstépena (Bumcrot et al., 1995). Nasleduje autoproteolyza SHH, kterou
katalyzuje C—koncova doména SHH (SHHC ~25kDa). Dochazi k odd¢leni samotné SHHC
domény od N-koncové domény (SHHN ~20kDa) a zaroven dojde k pridani palmitatu
na N—konec SHHN (Aikin et al., 2012). Nasledn¢ dojde k navazani molekuly cholesterolu
na C—konec SHHN. Cholesterol je diilezity pro transport SHH, diky nému se SHH mtize
navazat na PTCH1 (McMahon, 2000). Pii pfiblizeni jiné buiikky s membranovych
proteinem PTCHI1 se SHH véaze na jeho extracelularni domény, diky vazebnému mistu

SHH a helikalni doméné PTCHIcitlivé na sterol (Kowatsch, 2019).
2.2.2. Komplex SUFU a GLI

SUFU se v Hedgehog signalni draze uplatituje ve form¢ komplexu, ktery tvofi
nasledujici komponenty: serin-threonin kindza Fused (Fu), Supresor of Fused (Su), Cubitus
interruptus (Ci) a GLI protein (Grimm et al., 2001). SUFU reguluje Ci protein. Ci protein
tvoti kanal mezi cytoplasmou a jadrem buiiky (Agren et al., 2004). Zbylé dvé komponenty
jsou kinezinu podobny protein Costal-2 (Cos-2) a GLI. Byly detekovany dalsi dvé
izoformy SUFU, ty ale ztratily schopnost interakce s GLI. Jejich funkce neni
specifikovadna, ale autofi se domnivaji, Ze tyto izoformy by mohly mit funkci jiné¢ho

regula¢niho mechanismu Hedgehog signalni drahy (Grimm et al., 2001).

Fu je proteinkinaza, ktera v aktivni form¢é napomaha pii expresi HH genii v embryu
a také ma protinadorové ucinky (Monnier ef al., 1998). Cos-2 je protein, ktery vaze SMO
a GLI k sobé&. Pokud se na PTCHI1 navaze HH, vyvola to zvySenou koncentraci komplexu
SMO/Cos-2 a zménu jeho polohy (Kalderon, 2004). Geny GLI1/2/3 se transkribuji
na proteiny, které vSechny patii do jedné proteinové rodiny. VSechny koduji transkripéni
faktory, kdy kazdy z nich ma pét zinkovych prstli a mezi nimi konsenzudlni sekvenci
histidin-cystein. Ty jim umoZni vadzat se na nukleovou kyselinu a tim regulovat
jeji transkripci. Protein GLI1 rozeznava stejné€ jako GLI3 konkrétni sekvenci v promotoru
cilového genu (GACCACCCA). Zatimco GLI2 se vaze na téméf identickou sekvenci
(GAACCACCCA) (Villavicencio et al., 2000).



2.2.3. Exprese genli Hedgehog signalni drahy

Podle dostupnych udaji o tkanové expresi geni Hedgehog signalni drahy
je PTCHI exprimovan ve 26/27 studovanych tkanich lidského téla, a to zejména
v endometriu a u muzi ve varlatech. Gen SUFU je exprimovan ve vSech 27 tkénich.
Nejveétsi hladiny exprese SUFU jsou v kizi a u zen ve vajecnicich. Ostatni proteiny
ucastnici se Hedgehog signalni drahy se exprimuji vétSinou v mensim poctu tkéni, a to:
SHH ve 12 tkanich z toho nejvice v zaludku, SMO ve 26 tkanich z toho nejvice u Zen
v endometriu a u muzi v ktzi, GLI1 v 17 tkdnich z toho nejvice v endometriu Zen
a varlatech muza, GLI2 ve 21 tkanich z toho nejvice v vajeCnicich zen a muzim
ve zlu¢niku, a nakonec GLI3 ve 24 tkanich z toho nejvice v endometriu Zen a u muzi

v kizi (URLS).

2.2.4. DalSi proteiny Hedgehog signalni drahy

Béhem Hedgehog signalni drahy se uplatiuji i dal$i proteiny kromé vyse
zminénych. Aby se protein SHHN s navazanym cholesterolem mohl uvolnit z bunééné
membrany a aktivovat PTCH1 v membrané jiné burnky, je nutny protein Dispatched 1
(DISP1). Jednd se o membranou dvanactkrat prochazejici transmembranovy protein,
ktery je schopny zadrzet nemodifikovany SHHN a naopak uvolnit SHHN modifikovany
cholesterolem (Burke et al., 1999). K uvolnéni a transportu modifikovaného SHHN ptes

extracelularni matrix poméha i protein Scube2 (Johnson et al., 2012; Wang et al., 2007).

K navazani SHHN na protein PTCHI1 potiebuje SHHN pomocny faktor, jednim
z nich je protein LRP2 (Christ et al., 2016). Dalsi pomocné faktory napomahajici vazbé
SHHN na PTCHI jsou proteiny z rodiny GPC 1-6. Ty se nachédzeji na membrané buiky
a bud’ pfimo interaguji s PTCHI nebo vazbé s SHHN pomahaji neptimo. Zaroven reguluji

mnozstvi SHHN, které se mize navazat na PTCHI1 (Filmus & Capurro, 2014).

Kromé proteinu PTCH1 se SHHN vaze jest€¢ na dalsi proteiny v membranég,
které jsou potfebné pro aktivaci Hedgehog signalni drahy. U obratlovct se jedna o proteiny
GAS1, CDON a BOC. Tyto koreceptory pusobi spolu s PTCHI1 ke spravné aktivaci
Hedgehog signalni drahy (Lee et al., 2016).



Dalsim pomocnym faktorem podporujicim regulaci Hedgehog signéalni drahy
je protein Kif7. Protein Kif7 je spolu s jiz zminénym proteinem Cos-2 lokalizovan
na primarnim ciliu, které slouzi jako pomyslna anténa pro zachyceni okolnich signala. Kif7
a Cos-2 spole¢né ovlivituji protein SMO a tim se podili na transportu GLI proteina (Lee et
al.,, 2016). Na spojeni proteinu SMO a kanalu v jaderné membrané tvofené proteinem
Ci se podili vedle proteinit Cos-2, Kif7 a SUFU jesté serin/threonin kinazy — PKA, GSK3
a CK1 (Chen & Jiang, 2013).

Pomocny faktor, ktery zptsobuje degradaci komplexu proteini Ci a GLI

a tim zaporn¢ reguluje Hedgehog signalni drahu, je protein SPOP (Zhang et al., 2009).

2.3. Gen a protein PTCH1

Gen PTCHI, ktery kéduje protein PTCHI, se nachédzi na chromozomu 9 v oblasti
9q22.3-31 (Obrazek 2) (Kimonis etal., 1997). Gen se sklada z 24 exont a 23 intront.

Inicia¢ni kodon lezi v exonu 1 a terminacni kodon v exonu 24 (URLS).
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Obrizek 2. Schéma genu PTCHI. Gen se sklad4 z 24 exonti a 23 intronil. Cervené

je vyznacen transkript NM_000264.4 (URLS).

Gen PTCHI je transkripcné regulovan tiemi promotory, které vytvaii transkripty

s alternativnimi prvnimi exony. VSechny tfi vysledné proteiny dokaZzi interagovat s SMO,

ale pouze jeden z nich dokaze SMO pln¢ inhibovat (Kogerman et al., 2002).

Protein PTCH1 (Obrazek 3) je transmembranovy protein, slozeny z 1447

aminokyselin. Sklada se z 12 transmembranovych domén, dvou extracelularnich domén
a dvou intracelularnich domén. Prvni extracelularni doména lezi mezi transmembranovymi
doménami 1 a 2 a druhd extraculelarni doména mezi transmembranovymi doménami 7 a 8.
Distalni ¢asti extracelularnich domén se vazou na protein SHH. C-konec i N-konec

proteinu PTCHI1 lezi v intraceluldrnim prostoru (Kowatsch et al., 2019).
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Protein PTCHI1 funguje v Hedgehog signalni draze jako jeji negativni regulator
tak, ze inhibuje protein SMO (Agren et al., 2004). Funkce proteinu PTCH1 je podrobné
popsana v kapitole kapitola 2.2 Hedgehog signalni draha.
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Obrazek 3. Protein PTCHI1. ECD1 (zelend) a ECD2 (rizov4) jsou extracelularni
domény. NTD a CTD jsou intracelularni domény. Modfe a svétle modie jsou znazornény
transmembranové domény. Zluté jsou znazornény domény vazici sterol (Kowatsch et al.,

2019)
2.4. Gen a protein SUFU

Gen SUFU je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 10 v oblasti 10q24.32
(Obrazek 4) (Tostar et al., 2006). Kéduje protein slozeny z 481 aminokyselin (Koch et al.,
2004). Poprvé byl popsan u rodu Drosophila jako supresor serin/threonin kinazy
aregulator Hedgehog signalni drahy (Pham et al., 1995). Transkript (NM_016169.3)
se sklada z 12 exonti a 11 introni. Iniciacni kodon se nachédzi v prvnim exonu a terminacni

kodon ve dvandctém exonu. Existuje jest¢ dals$i transkript (NM_001178133.1),



jenz ma navic jeden exon, ktery se nachazi za exonem

aminokyselinu (URLY).

SUFU
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Obrizek 4. Schéma genu SUFU. Gen se sklada z 12 exonti a 11 intronii. Cervené
je vyznacen transkript NM_016169.3. Na obrazku je svislou ¢arkou vyznaceno 12 exontl.
Nékteré¢ z dalSich transkripti obsahuji navic jeden exon, ktery kdéduje jen jednu

aminokyselinu a nebyly v ném dosud popsany zadné patogenni varianty (URLS5).

Protein SUFU (~53kDa) je supresor serin/threonin kindzy (Pham et al., 1995).
SUFU je represor transkripcnich faktordt GLI a Ci Hedgehog signalni drahy. Funguje
tak, ze se vaze na tyto proteiny a brani jejich translokaci do jadra. C—terminalni doména
proteinu SUFU se vdZze na N—termindlni doménu GLI/Ci, zatimco N—termindlni doména

proteinu SUFU se vaze na C—terminalni doménu GLI/Ci (Merchant et al., 2004).
2.5. Onemocnéni s poruchou Hedgehog signalni drahy

Proteiny tucastnici se Hedgehog signalni drahy jsou dtlezité signdlni proteiny,
které jsou zahrnuty do mnoha vyvojovych procesi. Mutace v genech kodujici
proteiny Hedgehog signalni drdhy miiZze zavinit letalni vrozenou vyvojovou vadu plodu,
dédicné onemocnéni anebo zplsobi vznik rakoviny u postizené¢ho jedince. Mezi vady
aonemocnéni zpusobena takovymi mutacemi patii napiiklad Gorlinttiv syndrom,
holoprosencefalie, medulloblastom nebo postaxialni polydaktylie (Goodrich et al., 1998;
Wang et al., 2000).

Mezi mutacemi zasazené geny z Hedgehog signalni drahy patii geny SHH, PTCH],
SMO a GLI3. Mutace v jednotlivych genech se mohou projevit riznym onemocnénim

(Tabulka 1.) (Ming et al., 1998).



Tabulka 1. Mutované¢ geny Hedgehog signalni drahy a onemocnéni zplisobena
mutaci téchto genti (pfevzato z Ming et al., 1998; doplnéno z Ming et al., 2002 a Evans

etal., 2017).

Gen Hedgehog Zpiisobené
Klinické projevy
signalni drahy onemocnéni
S holoprosencefalie Nerovnomérné oddeleni hemisfér mozku, kyklopie
nador BCC, meduloblastom, karcinom prsu
BCC, palmarni/plantarni jamky, keratocysty, skeletalni
NBCCS p p JamKy ysty
anomalie
BCC, meduloblastom, trichoepitheliom, karcinom prsu,
PTCHI nador _ ) _
meningeom, karcinom jicnu
. absence corpus calosum, rozstép rtu a patra,
holoprosencefalie _
hypotelorismus
SMO nador BCC
SUFU NBCCS BCC, meduloblastom, fibromy vajecnikli
Greigova ) ) )
. polydaktylie, syndaktylie, hypertelorismus
cefalopolysyndaktylie
GLI3 Pallister-Hallliv
Hamartom hypothalamu, polydaktylie, analni anomalie
syndrom
polydaktylie postaxialni polydaktylie

2.5.1. Mutace v genu PTCH1

Heterozygotni zarodecné mutace v genu PTCHI mohou mit za nasledek
onemocnéni pacienta Gorlinovym syndromem nebo holoprosencefalii. Poprvé byly mutace
v genu PTCHI popsany v roce 1996 dvéma studiemi (Hahn et al., 1996; Johnson et al.,
1996). Od té doby bylo popsdno mnoho dalSich mutaci. VétSina z nich zptsobi frameshift,
nebo se jedna o nonsense mutace, které ve vysledku zkracuji vysledny protein (Boutet et
al., 2003). Podle databaze HGMD bylo popsano v genu PTCHI 91 missense/nonsense
mutaci, 27 sestfihovych mutaci, 107 deleci, 58 inserci, 10 mutaci indel a 3 komplexni
prestavby (URL6). Aktualizovana data o dosud zjisténych mutacich genu PTCHI
publikovali Reinders a Gianferante (Reinders et al., 2018; Gianferante et al., 2018).
Mutace v genu PTCHI u holoprosencefalie popsal jako prvni Ming a spoluautofi (Ming
et al., 2002). Pfehled patogennich variant v genu PTCH1 je zobrazen na obrazku €. 5.
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Obrazek 5. Piehled mutaci v genu PTCHI podle NCI a HGMD databazi.
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Mutace nad genem jsou z databize HGMD; mutace pod genem jsou z NCI. Jedna
se o transkript NM_000264.3. Teckovand Cara znéazornuje hranice exont, odstiny Sedé

a bil¢ predstavuji PTCH1 proteinové domény (Gianferante et al., 2018).
2.5.2. Mutace v genu SUFU

Heterozygotni zarode¢né mutace genu SUFU (Tabulka 2.) jsou vzacnégj$i pti¢inou
Gorlinova syndromu (Kijima et al., 2012; Smith et al., 2014). Mutace v genu SUFU jsou
spojeny s vysokym rizikem meduloblastomu. Ve francouzské studii bylo popsano osm
novych mutaci, které zpusobily meduloblastom u déti do 3 let. Jednalo se o sedm
bodovych mutaci a jednu rozsahlou duplikaci v exonu 3 (Brugieres et al., 2012). Deleci
genu SUFU u dévéatka s meduloblastomem popsali v Ceské republice Soukalova

a spoluautofi (Soukalova et al., 2016).

V posledni publikované studii, ktera zaroven poskytuje 1 piehled dosud
publikovanych patogennich mutaci v genu SUFU, bylo prokazano, ze tyto mutace jsou
predispozi¢ni pro meduloblastom v prvnich letech Zivota pacienta (riziko az 30 %). Casny
vznik meduloblastomu (medidn 2 roky) u nosicli zdrode¢né mutace genu SUFU potvrdila
1 rozsdhld mezindrodni multicentricka studie genetickych predispozic k meduloblastomu

(Waszak et al., 2018).

Tabulka 2. Seznam patogennich germinalnich mutaci v genu SUFU (Guerrini-

Rousseau et al., 2018).

Oznaceni mutace Typ mutace Proteinovy zapis Klinické projevy Citace

kozni névy, makrocefalie, .
(Brugieres et

c.182+3A>T sestfihova (? syndaktylie,
P(?) yReasy al., 2012)
meduloblastom
c.71del frameshift p.Pro24Argfs*72 keratocysty, zubni (Brugiéres et
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ageneze, al., 2009)
palmarni/plantarni jamky,
makrocefalie,
meduloblastom
kozni névy, makrocefalie, | (Brugieres et
¢.1297-1G>C sestfihova p-(7)
meduloblastom al., 2012)
kalcifikace falx cerebri,
) BCC, koZni névy, (Brugieres et
€.294 295dup frameshift p-Tyr99Serfs*23 )
makrocefalie, al., 2012)
meduloblastom
keratocysta/y,
makrocefalie, (Brugieres et
¢.318-10del frameshift p-(D)
hypertelorismus, al., 2012)
meduloblastom
duplikace makrocefalie, (Brugieres et
c.318-? 454+?dup p-(?)
exonu 3 meduloblastom al., 2012)
(Guerrini-
makrocefalie,
¢.567 571delinsT frameshift p-GIn189Hisfs*5 Rousseau et
meduloblastom
al., 2018)
) Makrocefalie, (Brugieres et
c.1149 1150dup frameshift p-Cys384Serfs*3
meduloblastom al., 2012)
makrocefalie, .
(Brugieres et
c.422T>G missense p-Metl41Arg hypertelorismus,
al., 2012)
meduloblastom
kalcifikace falx cerebri,
(Guerrini-
delece exonu makrocefalie,
¢.1023-? _1455+7del p-(?) ) Rousseau et
9-12 hypertelorismus,
al., 2018)
meduloblastom
kalcifikace falx cerebri, )
) (Brugiéres et
c.71dup frameshift p-Ala25Glyfs*23 kozni névy, makrocefalie, 1., 2009)
al.,
meduloblastom
(Guerrini-
¢.1096_1117delinsG makrocefalie,
frameshift p-Leu366Glufs*14 Rousseau et
AA meduloblastom
al., 2018)
kalcifikace falx cerebri, .
(Brugieres et
c.1123C>T nonsense p.GIn375%* zubni ageneze,
al., 2012)
meduloblastom
makrocefalie, (Pastorino et
c.1022+1G>A sestfihova p-(?)
meduloblastom al., 2009)

12




318-?_1455+7del
¢ - ¢ rozsahla @ makrocefalie, (Smith et al.,
p-(?
del duloblast 2014
delece exonti 3-12 elece fectioblasiom )
meduloblastom,
) ) (Taylor et al.,
c.1022+1G>A sestiihova p-(?) hypertelorismus, 2002)
vystupujici celo
meduloblastom, (Taylor et al.,
c.143dupA frameshift p-Pro49Alafs*24)
meningiom 2002)
(Taylor et al.,
c.183-1A>T sestfihova p-(7) meduloblastom
2002)
(Slade et al.,
¢.846dupC frameshift p-(Glu283Argfs*3) meduloblastom 2010)
kalcifikace falx cerebri, )
) (Smith et al.,
c.544G>T missense p-(Asp182Tyr) meduloblastom, BCC, 2014)
meningeom
kalcifikace falx cerebri, (Smith et al.,
¢.550C>T nonsense p.(GIn184%)
meduloblastom, BCC 2014)

2.6. GorlinGv syndrom

Gorlintiv syndrom (MIM 109400), také uvadény pod zkratkami NBCCS (Nevoid
basal cell carcinoma syndrome), a BCNS (Basal cell nevus syndrome) nebo i pod méné
Castym nazvem Gorlin-Goltziiv syndrom, je geneticky podminéné onemocnéni spojené
s nadorovou predispozici a anatomickymi odchylkami. Poprvé byl popsan v roce 1960
Robertem J. Gorlinem a Robertem W. Goltzem (Gorlin & Goltz, 1960). Znamky Gorlinova
syndromu byly nalezeny i na mumiich starych 1000 let pfed nasim letopoctem, z dob
starcho Egypta (Muzio, 2008). Gorliniv syndrom je autosomalné¢ dominantni
multisystémova porucha s témef uplnou penetranci a variabilni expresivitou. U kazdého

pacienta se onemocnéni manifestuje riznymi projevy (Evans et al., 1993).

Vyskyt Gorlinova syndromu v populaci je pro kazdou zemi jiny, napiiklad
ve Velké Britanii je uvadéno jako 1:19 000 (Evans et al., 2010), oproti tomu v Italii jako
1:256 000 (Acocella et al., 2009). Obecn¢ se tedy uvadi prevalence 1:50 000 — 100 000

a u pacientl s bazocelularnimi karcinomy 1:200 (Plevova et al., 2009).

NBCCS je zptuisoben mutacemi v genech PTCHI a SUFU. Oba geny jsou soucasti
Hedgehog signalni dréhy (Foulkes et al., 2017). 85 % vSech mutaci zpiisobujicich
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onemocnéni se nachazi v genu PTCHI (Huq et al., 2018). U pacienti, ktefi maji mutaci
v genu SUFU je prokdzéno vyssi riziko medulloblastomu, a to az 33 %. Oproti tomu
pacienti s mutaci v genu PTCHI maji riziko meduloblastomu jen 2 %. Rozdil v klinickém
projevu zpusobenym typem mutace je i to, Ze u pacientll s mutaci genu SUFU nebyl
dodnes zaznamenan ptipad, u kterého by byla diagnostikovana odontogenni keratocysta,
zatimco pacienti s mutaci v genu PTCHI maji odontogenni keratocystu v 90 % ptipadi

(Evans et al., 2017; Smith et al., 2014).

V poslednich letech se objevuji publikace prokazujici, ze Gorlinliv syndrom miize
byt zapti¢inén 1 mutaci v genu PTCH2. Mutace v genu PTCH?2 zpusobujici Gorliniv
syndrom nejsou zatim pfiili§ prostudovany. Dosud byly publikovany jen dvé riizné mutace
v genu PTCH?2: c.1172_1173delCT p.(Ser391%*) a ¢.2156G>A p.(Arg719GlIn). Pacientka
s mutaci ¢.1172 1173delCT p.(Ser391%*) trpi mnohocetnymi keratocystami a anomaliemi
zeber. Tato mutace podle dostupnych zdroji nebyla nalezena u jiného pacienta. Pacienti
s mutaci ¢.2156G>A p.(Arg719GlIn), ktera byla nalezena u 6 pacientll z jedné rodiny, maji
vSichni palmarni jamky, jeden mé navic mnohocetné BCC, jeden ma navic mnohocetné
odontogenni keratocysty a jeden bifidni zebra. Autofi se domnivaji, Ze mutace PTCH?2
zpisobuji leh¢i fenotypové projevy nez mutace PTCHI (Smyth et al., 1999, Fan et al.,
2008; Fujii et al., 2013).

2.6.1. Klinicka charakterizace Gorlinova syndromu

Gorlintiv syndrom se projevuje nékolika fenotypovymi projevy. Mezi nejcastéjsi
patii mnohocetné bazaliomy (BCC), odontogenni keratocysty, palmarni a plantarni jamky,
lamelarni kalcifikace falx cerebri, anomalie Zeber a obratll, fibromy vajecniki,

makrocefalie nebo meduloblastomy (Evans et al., 1993; Kimonis et al., 2013).

Klinické ptiznaky jsou od roku 1993 déleny do dvou skupin — majoritni a minoritni
(Tabulka 3.) (Evans et al., 1993). Pro klinickou diagn6zu Gorlinova syndromu musi
pacient spliiovat dv€é majoritni anebo jedno majoritni a dvé minoritni kritéria. Mezi
majoritni kritéria patii pfibuzny prvniho stupné postizeny Gorlinovym syndromem,
mnohocetné BCC, odontogenni keratocysty, palmarni a plantarni jamky, lamelarni
kalcifikace falx cerebri, skeletarni anomalie zeber a meduloblastomy. Frekvence

majoritnich kritérii u riznych populaci viz. Tabulka 4. Minoritni kritéria zahrnuji obratlové
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anomalie, brachymetacarpia alesponn na jedné ruce, hypertelorismus, fibromy vaje¢nikt
a telecanthus (Evans et al., 1993; Kimonis et al., 1997; Muzio, 2008). BCC se u pacient
s Gorlinovym syndromem vyskytuji ve vét§im poctu a v niz§im véku nez sporadické BCC

(Klein et al., 2005).

Studie popisujici klinické ptiznaky Gorlinova syndromu na nejpocetnéjSim souboru
publikovala Kimonis (Kimonis et al., 1997). Studie zahrnovala 105 pacientli riznych
vékovych skupin i etnickych piislusnosti. U 79 % pacientti byl diagnostikovan alesponl
jeden BCC do 22 let. Odontogenni keratocysty se objevily u 74 % pacienttl, pficemz prvni
z nich se v 80 % objevila do 20 let véku. Palmarni nebo plantarni jamky byly pozorovany
u87 % pacientl anadory vajecniki u 17 %. Meduloblastomem trpéli 4 pacienti
v prumérném véku 2,3 roku. K tomu se dal$i 3 pacienti narodili s roz§tépem rtu nebo patra.
Mezi néalezy na téle pacientl patiily oblicejové deformace (54 %), makrocefalie (50 %),
hypertelorismus (42 %), vystouplé celo (27 %), deformita hrudniku (13 %)
nebo Sprengelova deformita lopatky (11 %). Dale byly zatazeny i radiologické nalezy jako
kalcifikace falx cerebri (65 %), kalcifikace tentorium cerebelli (20 %), pfemosténi

sella turcica (68 %) nebo bifidni Zebra (26 %) (Kimonis et al., 1997).

Radiologickymi nalezy se zabyvala i dalsi studie. Ta pracovala s mensim souborem
pacientil, konkrétn¢ s 82 pacienty. Kalcifikace falx cerebri se objevila u 65 % pacientu,
kde se frekvence této kalcifikace liSila v zavislosti na véku pacienta. Nejvice se tento
pfiznak objevoval u pacientli mezi 20-40 lety (77 %) a u pacientl starSich 40 let (79 %).
Bifidni Zebra byla pozorovana u 26 % pacientti. Nejcasteji postizena zebra byla tieti, ¢tvrta
a pata. Pozorované byly i zmény patete — bifidni rozstép processus spinosus kréni patete

(94 %) nebo anomalie kosti dolni a horni koncetiny (Kimonis et al., 2004).
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Tabulka 3. Ptrehled zékladnich majoritnich a minoritnich kritérii pro diagnostiku

Gorlinova syndromu (Evans et al., 1993; Kimonis et al., 1997; Muzio, 2008).

Majoritni kritéria

postizeny ptibuzny prvniho stupné

mnohocetné BCC nebo jeden BCC do véku 20 let

odontogenni keratocysty

3 a vice palmarnich/plantarnich jamek

lamelarni kalcifikace falx cerebri

skeletalni anomalie Zeber

Minoritni Kritéria

makrocefalie adjustovana na vysku

vrozena

malformace:

hypertelorismus

rozstép rtu nebo

patra,

fronalni

bossing,

ostatni skeletdlni abnormality: Sprengelova deformita, deformita hrudniku,

syndaktylie

radiologické abnormality: pfemosténi sella turcica, vertebralni anomalie

fibromy vajecnikl

Meduloblastom

Tabulka 4.

Nejcastéjsi majoritni klinicka kritéria Gorlinova syndromu a srovnani

jejich frekvence u postizenych pacientii podle riznych studii (Muzio, 2008).

Studie Studie
Studie Studie Studie Studie
Velk A | z USA 1l K z Francie
inické z Velké z Australie z Italie z Koreje
Klinické o %) %)
Britanie (%) (%) ) ) (%) (%) (Ahn
. (Kimonis ) (Pruvost-
kritérium (Evans et al., | (Shanley et (Muzio et etal.,
etal., Balland et
1993) al., 1994) al., 1999) 2004)
1997) al., 2006)
Pocet pacientt ve studii 84 os 118 os 105 os 37 os 33 0s 22 o0s
BCC 47 76 80 30 15 100
ve véku pod 20 73 85 91 17 - -
ve véku pod 40 90 95 97 75 - -
Odontogenni
66 75 74 92 90,9 62
keratocysty
Palmarni/plantarni
) 71 80 87 35 66,7 45
jamky
Kalcifikace falx cerebri | neuvedeno 92 65 70 21,2 66
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2.6.2. Diagnostika a prevence Gorlinova syndromu

Pacienti s podezienim na Gorliniv syndrom jsou diagnostikovani na zakladé
klinickych nalezti (viz kapitola 2.6.1 Klinicka charakterizace Gorlinova syndromu).
Prokazani spravnosti diagnozy probihd molekularné genetickymi metodami. Tyto metody
se také vyuzivaji pfi planovani t¢hotenstvi u pacientky s podezienim na Gorlintiv syndrom

nebo pfi prenatalni a preimplantacni diagnostice (John & Schwartz, 2015).

V rodinach s diagn6zou BCNC by Iékaf mél vySetiovat novorozence
na prognatismus mandibuly, rozS$tép rtu nebo patra, abnormality zeber, makrocefalii,
abnormality prstd, napf. polydaktylii, kalcifikaci falx cerebri a na meduloblastomy.
I kdyz se jednd o nespecifické ptiznaky, jejich pfitomnost je podnétem pro genetické

vySetfeni novorozence (John & Schwartz, 2016).

Podle aktualnich doporuceni by vzhledem k vysokému riziku medulloblastomu déti
s mutaci genu SUFU mély podstoupit magnetickou rezonanci mozku kazdé¢ 4 mésice
do véku 3 let, poté kazdych 6 mésict do véku 5 let. Déti s mutaci genu PTCHI maji riziko
medulloblastomu vyrazné niz$i, pfiblizn€ 2 %, a jejich Casté vySetfovani magnetickou
rezonanci je pokladano za neopodstatnéné. Naopak rentgen celisti kviili odontogennim
cystam je doporucen u déti s mutaci PTCHI genu od 8 let kazdych 12-18 mésict, ale neni
nutny u déti s mutaci genu SUFU. Dale se doporucuje u obou skupin déti castéjsi
dermatologické vysetieni kvlili BCC od 10 let (John & Schwartz, 2016; Foulkes et al.,
2017; Evans et al., 2018).

Pro spravnou péci o nemocného s Gorlinovym syndromem je dilezité vcasné
zachyceni Gorlinova syndromu. Pacienti by se méli preventivné chranit pted UV zéafenim.
M¢li by se vyhybat sluneénimu zafeni a pouzivat ucinné opalovaci krémy. Oblast oci
je nejvice nachylna pro tvorbu bazaliomd, proto jsou doporuc¢eny ochranné bryle (Muzio,
2008). Dtlezita je i ochrana proti rentgenovému zareni. Pacient by se mu s vyjimkou
preventivnich prohlidek nem¢l vibec vystavovat (Klein et al, 2005). Pacientovi
a jeho ptibuznym by méla byt poskytnuta genetickd konzultace. U t€hotnych Zen s rizikem
Gorlinova syndromu u plodu je mozné provést prenatalni vySetfeni plodu, je-li znama

kauzélni mutace v rodin€ (John & Schwartz, 2015).
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2.6.3. Lécba Gorlinova syndromu

Doposud neexistuje komplexni 1écba Gorlinova syndromu. Konkrétni ptiznaky
pacienti jsou léceny jednotlivé. Odontogenni keratocysty a BCC jsou chirurgicky

odstranény (Muzio, 2008).

V poslednich deseti letech se k 1écbé BCC pouzivaji inhibitory proteinu SMO.
Od roku 2009 se pouziva inhibitor GDCO0449, ktery vykazuje 55% miru odpovédi
(Von Hoff et al., 2009). Podava se pacientim oralné¢ a ukazalo se, Ze dokonce ulevuje
pacientim s meduloblastomem. Dal§im pouzivanym inhibitorem Smo, vyvinutym v roce
2011, je LDE225. Pacientim je podavén ve form¢ krému a ma 92% uspésnost (Skvara
etal., 2011). Dalsim zptsobem, jak 1éc¢it BCC, je za pouziti 6-aminolevulové kyseliny
a naslednym ozarenim modrym svétlem (417 nm). Pfi této 1€cb€ dochéazi u 89 % pacientli
k uplné klinické odpovédi. Jeji velkou vyhodou je to, Ze nezanechava na kiizi pacienta

na prvni pohled patrné jizvy (Itkin et al., 2004).

U nekterych ptipadh 1ze pouzit laserovou nebo fotodynamickou terapii ¢i lokdlni
chemoterapii. U fotodynamické 1éEby je prokazano, Ze funguje jako docasna lécba BCC.
Recidiva nastala u pozorovanych pacientli az po 2 letech (Mougel et al., 2009; Pauwels
etal.,, 2010; Wolfe et al., 2013). U BCC v oblasti krku, trupu nebo koncetin se v praxi
pfistupuje k elektrodesikaci s naslednou kyretdzi. Ta slibuje 92-93% Sanci na uplné

zotaveni (Muzio, 2008).

Meduloblastom lze 1é¢it pouze chemoterapii, radioterapii nebo radikéalni resekci.
Radioterapie ale zplsobuje u pacientt BCC nebo intrakranidlni tumory. Méla by byt

uvazena, a to zejména u pacientil, u kterych dochézi k relapstim bazaliomt (Muzio, 2008).

2.7. Holoprosencefalie

Holoprosencefalie (HPE; MIM 236100, MIM 157170, MIM 142945, MIM 142946,
MIM 610829 aj.), je vyvojova vada charakterizovand neuplnym rozSt€penim piedniho
mozku na pravou a levou hemisféru béhem embryogeneze, zpisobena genetickou mutaci
v Hedgehog signalni drédze (Bale, 2002; Dubourg et al., 2007). Existuji tfi zakladni
popsané formy tohoto onemocnéni — prvni je lobarni HPE, kdy jsou hemisféry rozdéleny,

ale s mirnou kontinuitou v ¢elnim kortexu; druhd je semilobarni HPE s ¢aste€nym
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jednu mozkovou komoru. Jako dal$i mirnéjsi formy holoprosencefalie jsou popsany formy
MIHF - stfedni interhemisférickd holoprosencefalie (middle interhemispheric
holoprosecvephaly form) (Dubourg et al., 2007) a septooptickd HPE, kdy hemisféry nejsou
rozdéleny jen v septalnich a preoptickych oblastech mozku (Hahn et al., 2010).

Prevalence onemocnéni je 1:10 000 (Summers etal, 2018). Onemocnéni
je ve vétsiné pripadil zplsobeno teratogeny, jako naptiklad cukrovka matky (Barr et al.,
1983; Pallangyo et al., 2016; Hamza & Higgins, 2017) nebo alkohol (Cohen, 2006; Hong
& Krauss, 2017). V literatufe lze najit 1 zminky o holoprosencefalii u ditéte matky
s hypocholesterolemii  (Edison & Muenke, 2003). Pouze 15-20 9% pfipadi
autozomaln¢ dominantni s netiplnou penetranci, autozomaln¢ recesivni a X-vazanou. Mezi
geny, jejichz mutace zpisobujici HPE a jsou soucéasti Hedghog signalni drahy, patii
napiiklad geny SHH, PTCHI a GLI2 (Cohen, 2006). Nejcastéji se jedna o mutaci v genu
SHH. Vzacné je ale HPE spojovana i s dalSimi geny — DISPI, ZIC2, SIX3, TGIFI
(Solomon et al., 2013).

2.7.1. Klinicka charakterizace holoprosencefalie

Defektem CNS, doprovazejicim holoprosencefalii, miZe byt jen jedna lateralni
mozkova komora namisto dvou, nepfitomnost corpus callosum, absence nebo hypoplazie
hypofyzy, ¢ichového a optického traktu nebo mikrocefalie (Bale, 2002; Solomon et al.,
2013). Vady CNS patrné vznikaji kviili netplnému rozdéleni neurélni ploténky béhem
vyvoje plodu (Goodrich et al., 1998). VétSina postizenych plodd neptezije, tézce postizené
déti umiraji béhem prvnich mésicl Zivota, ale jedinci s mirnymi projevy a bez mozkovych

anomalii prezivaji a jsou diagnostikovani s ,,mikroformou‘ HPE (Solomon et al., 2013).

Malformace piedniho mozku jsou obecné spojovany s kraniofacidlnimi
malformacemi. Pacient mlze trpét kyklopii, hypotelorismem nebo rozstépem patra ¢i rtu
(Dubourg et al., 2007) nebo mit jediny maxildrni fezdk (Solomon et al., 2013). Objevuji
se také malformace nosu, které zahrnuji iplnou absenci nosni chrupavky nebo plochy nos

s jednou nosni dirkou (Hennekam et al., 1991).

Klinické ptiznaky spojované s konkrétni formou HPE jsou uvedeny v tabulce 5.
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Tabulka 5. Klinické ptiznaky doprovazejici tii zékladni formy HPE (Solomon et
al., 2013).

Alobarni holoprosencefalie Kyklopie

Etmocefalie — o¢i blizko u sebe

Anoftalmie nebo mikroftalmie — chybé&jici nebo

zmens$ené oci

Rozstép rtu

Semilobarni holoprosencefalie Etmocefalie

Anoftalmie nebo mikroftalmie

Chybé¢jici nosni piepazka nebo plochd Spicka

nosu

Rozstép rtu nebo patra

Lobarni holoprosencefalie Rozstép rtu

Etmocefalie

2.7.2. Diagnostika a prevence holoprosencefalie

Vétsina zédvaznych forem holoprosencefalie je detekovana ultrazvukem
a magnetickou rezonanci béhem t&hotenstvi. Pokud se jednd o védznou malformaci,
je takové téhotenstvi vétSinou piredcasné ukonceno. Mirngj$i formy HPE nelze vyse
zminénymi metodami detekovat. V takovém piipadé¢ je u novorozence tieba zjistit,
zda se jedna o izolovanou HPE nebo o jeden z projevi néjakého jiného onemocnéni

(Dubourg et al., 2007).

U pacientt trpicich HPE je doporucovano piedchazet sekundarnim komplikacim.
Naptiklad ptfed planovanou operaci a u déti, které navic trpi diabetem, by méla prob&hnout
konzultace s odbornikem ohledné kontroly hladin elektrolytli a fizeni pfijmu tekutin. Lékat
by mél zaroven sledovat vySku, hmotnost a obvod hlavy pacienta a lécit poruchy

endokrinniho systému postizeného jedince (Solomon et al., 2013).

2.7.3. Lécba holoprosencefalie

Lécba HPE se liSi podle mozkovych malformaci a souvisejicich anomalii (viz
Tabulka 5.) (Levey et al.,, 2010). Pacientim s poruchou hypofyzy je pfedepsana
hormondlni 1éc¢ba. Pokud pacient trpi zachvaty, jejich frekvenci lze snizit antiepileptiky.

Pro dité s HPE je dtlezita i kvalita potravy, kterd mu mlize byt poddvana uméle, kdyz ma
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pacient problém s piijimanim potravy. S tim souvisi 1 rozstépy patra Ci rtu, které jsou
operovany hned po narozeni, coz také prispiva k usnadnéni krmeni ditéte (Solomon et al.,

2013).

Vsechny kraniofacialni malformace, vcetné vySe zminéného rozstépu rtu ¢i patra,
1ze odstranit plastickou operaci. OvSem pouze za predpokladu, ze operace nijak neohrozi
zivot pacienta. Cilem operace je usnadnit pfijem potravy a integraci pacienta

do spolec¢nosti (Hendi et al., 2004).

2.8. Genetické poradenstvi

U NBCCS je 50% Sance, Ze rodi¢ prenese stejné postizeni na své dité. Je vhodné,
aby nejblizsi piibuzni pacienta podstoupili genetické vySetfeni (Gianferante et al., 2018).
Pacientkdm s rizikem NBCCS u plodu je vhodné nabidnout genetické poradenstvi pred
ot¢hotnénim, aby byly sezndmeny s ptipadnymi riziky (Evans et al., 2002). Zhruba 75 %
pacientd ma ptibuzného se stejnym postizenim. U zbylych 25 % se pravdépodobné jde
o de novo mutace (Foulkes et al., 2017). Jednd se o onemocnéni, u kterého nebyla

prokazana zavislost na pohlavi (Muzio, 2008).

Genetické vySetfeni samotného pacienta je idealni provadét v détském veéku kvili
riziku meduloblastomu. VySetfeni se doporucuje i rodicim a nejbliz§im piibuznym
pacienta s mutaci de novo. Zahrnuje dikladné vySetfeni kize, rentgen lebky, hrudniku

a patefe (Evans et al., 2018).

U HPE genetické poradenstvi a hodnoceni rizik zdlezi na stanoveni konkrétni
pri¢iny HPE. U postizenych déti by méla byt provedena cytogenetickd a molekularné
genetickd vySetfeni. U pacientll s podezienim na HPE by mély byt vySetfeny vSechny
geny, které s ni souvisi, zvlast' pokud se HPE v minulosti objevila v rodinné anamnéze
(Solomon et al., 2013). Pokud je nalezena patogenni varianta, je nutné vyloucit, pfipadné

potvrdit syndromy, které jsou charakterizovany pravé HPE (Mercier et al., 2010).

Riziko sourozence pacienta s HPE zavisi na genotypu rodi¢t. Pokud jeden z rodict
ma patogenni variantu (s klinickymi projevy nebo bez nich), riziko postiZzeni sourozence
pacienta je az 50 %. Pokud jsou rodic¢e zdravi, je velkda pravdépodobnost, Ze postizeny

sourozenec ma variantu de novo (Solomon et al., 2013).
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Véazné postizeni pacienti nejsou schopni reprodukce. Ostatni formy ale patogenni
variantu mohou ptfedévat dalSim generacim, a proto je i zde vhodné seznameni s riziky
pted planovanim rodi¢ovstvi (Solomon et al., 2013). V ptipadé neplanovaného t€hotenstvi,
metodami. Ty jsou méné nékladné a rychlejsi, proto maji stale piednost pred genetickym

vysetienim (Dubourg et al., 2007).
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3. Hypotéza a cile prace

Gorliniiv syndrom je onemocnéni, které je zplisobeno nejcastéji mutacemi v genu
PTCH]I. Podle novéjsich poznatki mize ale byt vyvolano i mutacemi v genu SUFU. Gen
SUFU nebyl do 1. 2016 ve FN Motol u nemocnych s Gorlinovym syndromem vysetfovan.
V letech 2006-2016 bylo ve FN Motol analyzovano 70 pacientli s podezienim na Gorlinliv
syndrom. U 35 z nich byla prokézana mutace v genu PTCHI. U zbyl¢é poloviny se mutace
v tomto genu nenasSla. Domnivali jsme se, Zze u nemocnych, u nichz nebyla zjisténa
patogenni varianta v genu PTCHI, by mohl byt Gorlinliv syndrom zptisoben patogenni

variantou genu SUFU.

Jinym onemocnénim, jehoz pfi¢inou mohou byt mutace nckterych proteinil
Hedgehog signélni drahy, je holoprosencefalie. Jednim z genti, dosud v Ceské republice
u holoprosencefalie nevySetfovanym rutinné, je gen PTCHI. Divodem je narocnost
vySetfeni a zpravidla nedostatecné mnozstvi genomové DNA pii vySetfeni plodu.
Domnivali jsme se, Ze zavedeni technik NGS by umoZnilo vySetfovat i v malém mnoZstvi

DNA vice genti zodpovédnych za holoprosencefalii.
Na zaklad¢ stanovené hypotézy jsme si stanovili ndsledujici cile diplomové prace:

e Implementovat a ovéfit analyzu genu SUFU pomoci Sangerova sekvenovani
a metodou MLPA.

e VysSe zminénymi metodami analyzovat gen SUFU u pacientli s podezienim
na Gorlintiv syndrom, u kterych nebyla nalezena mutace v genu PTCH],
a tim zpfesnit diferencialni diagnostiku a zlepsit zdchyt tohoto onemocnéni.

e Nové pacienty od roku 2016 zanalyzovat pomoci panelu NGS, tim zpfesnit
a zrychlit molekularné genetickou analyzu geni PTCHI a SUFU.

o Identifikovat nové patogenni varianty v genech PTCHI a SUFU.

e Interpretovat nalezené varianty in silico.
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4. Material

4.1. Soubor pacientu

Primérné vybrany soubor se skladal z 49 pacienti, ktefi spliiovali alespon jedno
majoritni diagnostické kritérium pro Gorliniv syndrom a v letech 2006-2016 u nich nebyla
nalezena patogenni varianta v genu PTCH 1. Z tohoto souboru bylo 29 osob vytrazeno kviili
nedostatku materidlu nebo nedostatku udaji. U 20 zbylych pacienti byl analyzovan gen
SUFU pomoci Sangerovy metody a metody MLPA. Dale bylo zatazeno deset nové
indikovanych pacientii. U jednoho nové¢ indikovaného pacienta byly geny PTCHI a SUFU
vySetfeny Sangerovym sekvenovanim. U dalSich deviti pacientd, indikovanych k vysetfeni
pro Gorlintiv syndrom, byly vysetieny geny PTCHI a SUFU soucasné¢ pomoci NGS

panelu.

Vsichni pacienti podepsali informovany souhlas k molekularné genetickému

vySetieni Gorlinova syndromu.

Finalni soubor tedy obsahoval 30 pacienti z celé Ceské republiky (Tabulka 6.). Vék
pacientd se pohyboval v rozmezi 9 — 71 let. U jednoho pacienta pii sekvenaci dosel
material a k uplnosti vysledku chybi exon 9 genu SUFU. V databazi FN Motol byla i jeho
stejné postizena sestra a pro dalsi analyzy (SUFU exon 9, MLPA) byl pouZit vzorek sestry.

Jako material byla pouzita genomova DNA pacientl, izolovana z periferni krve

v letech 2012 — 2019.
Informace o souboru vysetfovanych pacientti jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6. Piehled pacientli zafazenych do studie vcetné jejich klinickych

ptiznakt. Pacienti spliujici diagnosticka kriteria jsou zvyraznéni tucné.

Vék v dobé
Pacient Pohlavi Piiznaky
indikace (roky)
1 - Zena vicecetné bazaliomy
2 - muz makrocefalie, cetné névy, vyskyt v rodiné
3 2 Zena makrocefalie, meduloblastom mozecku
4 10 muz makrocefalie, dysplastické névy
5 14 Zena odontogenni keratocysty, makrocefalie
6 14 Zena mnohocetné bazaliomy, odontogenni keratocysty
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7 17 muz odontogenni keratocysty
8 20 Zena mnohocetné bazaliomy, odontogenni keratocysty
9 21 muz odontogenni keratocysty, bazaliomy, hypertelorismus
odontogenni keratocysty, makrocefalie, Sprengelova
10 26 Zena
deformita, dysmorfické rysy hlavy a obliceje
makrocefalie, kalcifikace falx cerebri, Sprengelova deformita,
11 27 Zena
pfesuny pigmentu

12 32 Zena mnohocetné bazaliomy
13 32 Zena bazaliom v 15 letech

mnohocetné bazaliomy, skoliosa, anomalie Zeber, vysoké
14 33 Zena

celo, hypertelorismus, mentalni retardace

15 33 Zena mnohocetné bazaliomy, vyskyt v rodiné
16 36 muz neuvedeny
17 39 Zena mnohocetné bazaliomy
18 40 Zena 2 bazaliomy ve véku 39
19 41 Zena mnohocetné bazaliomy
20 43 Zena mnohocetné bazaliomy
21 45 Zena mnohocetné bazaliomy
22 46 Zena bazaliomy, kalcifikace falx cerebri, skoliosa, makrocefalie
23 52 Zena mnohocetné bazaliomy, vyskyt v rodiné
24 53 muz mnohocetné bazaliomy
25 56 Zena mnohocetné bazaliomy, makrocefalie
26 56 Zena mnohocetné bazaliomy
27 61 muz mnohocetné bazaliomy, makrocefalie

mnohocetné bazaliomy, cysty v dolni ¢elisti, meningeom,
28 68 Zena

makrocefalie, anomalie Zeber

29 68 Zena mnohocetné bazaliomy
30 69 Zena mnohocetné bazaliomy

4.2. Pouzité chemikalie

1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogene)
Agar6éza — Agarose SFR™ (Amresco)
Betaine (Sigma)

Deaza-2'-deoxyguanosine 5'-triphosphate lithium salt 10mM v H>O (Sigma)
Dimethylsulfoxid puriss.p.a. ACS reagent 99% (lékarna FN Motol)

Destilovand voda pro laboratorni ucely (FN Motol)

Ethanol 70% [v/v] (1ékédrna FN Motol)
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Ethanol 95% [v/v] (1ékédrna FN Motol)

Ethidium bromid (1% [w/v] roztok ve vodé&) pro elektroforézu (Merck)
Hi-Di™ Formamid (Applied Biosystems)

Injekéni voda — Fresenius KABI

Isopropylalkohol p.a (Iékarna FN Motol)

Octan sodny 3M, pH 5,2 (I¢karna FN Motol)

Orange G (Sigma)

Sacharéza pro molekularni biologii (Sigma)
4.3. Roztoky

Ix TBE pufr (89mM Tris, 89 mM kyselina borita, 2mM EDTA); (fedéni: 100 ml TBE
pufru 10x koncentrované¢ho a 900ml destilované vody)

TBE pufr 10x koncentrovany (10xTBE; pfiprava na 1000ml: 54 g Tris-base, 27,5 g
kyseliny borité, 40 ml 0,5M EDTA s pH 8,0;,AMRESCO, H>O des. do 100ml)

»Kkysely ethanol" (1,8 ml 3M octanu sodného p.a. pH=5,2; 37,5 ml 95% ethanolu [v/v], 8,7

ml injekéni vody)
4.4. Komeréni pufry a roztoky

Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies)
Agilent High Sensitivity DNA Reagents (Agilent Technologies)
Custom Solution by Sophia Genetics — Unicorn (Sophia Genetics SA):
Box 1: 10X Wash Buffer I
10X Wash Buffer 11
10X Wash Buffer 111
10X Stringent Wash Buffer
10X Bead Wash Buffer
Human Cot DNA
Blocking oligos xGen Universal Blockers - TS Mix
Indexy
Hybridization Buffer Enhancer
2X Hybridization Buffer

Unicorn xGen® Lockdown® Probes

Box 2: IDTE
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dH,O
Agencourt AMPure XP beads
Streptavidin Beads
DNA Library Prep Kit (48) by Sophia Genetics (Qiagen)
dNTP Set (100mM dATP, 100mM dCTP, 100mM dGTP, 100 mM dTTP; Promega)
Ethanol absolutni (Penta s.r.0.)
FlexiGene DNA kit (Qiagen)
Gel loading buffer (Sigma-Aldrich)
GeneScan™ 500 ROX™ Size Standard (Applied Biosystems)
KAPA Library Amplification kit (Kapa Biosystems)
MiniSeq High Output Kit (300 cycles) (Illumina)
MiSeq Reagent Kit, v2 (500 cycles) (Illumina)
PCR Master Mix (Fermentas): TagqDNA polymeraza 1U/ul
10x reak¢ni pufr s KCI — 100 mM
Tris-HCI (pH 8,8 pti 25°C), 500 nM KCl,
0,8% (V/V) Nonidet P40
25mM MgCl,
PhiX Control v3 (Illumina)
POP-7™ Polymer for 3130/3130x1 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Life Technologies)
Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies)
Sodium hydroxide solution (Sigma-Aldrich)
Sodium hypochlorite solution (Sigma-Aldrich)
Sterilni injek¢ni voda (Aqua pro injectione) (Biotika a.s.)
SureClean Plus 5 ml (Bioline)
Tris-EDTA buffer solution (Sigma-Aldrich)
TWEEN® 20 (Sigma-Aldrich)

4.5. Komer¢ni soupravy

BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit-Ready Reaction, 100rxn (Applied
Biosystems)
Gentra Puregene Blood Kit (Quiagene): Red Blood Cell Lysis Solution,

Cell Blood Lysis Solution,
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Protein Precipitation Solution
DNA Hydration Solution
SALSA MLPA P472 SUFU probemix: SALSA MLPA Probe P472-A1 SUFU

SALSA MLPA Buffer
SALSA Ligase-65
Ligase Buffer A
Ligase Buffer B
SALSA PCR Primer Mix
SALSA Polymerase

4.6. Standardy molekulovych hmotnosti

1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogene) viz. Obrazek 7.

bp Mass (ng/pl)

10,000 25
— 8000 25
__ 5000 25
— 5000 25
4,000 20
— 3,000 140
— 2,500 35
— 2,000 35
— 1,500 90
— 1,000 50
— 900 40
— 800 40
— 700 35
— 800 30
— 500 90
— 400 40
— 300 35
— 200 40
— 100 40

1.5% TAE agarose gel
Obrazek 7. Kb Plus DNA Ladder (URL4)
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4.7. Pouzité primery (Generi Biotech)

Tabulka 7. Seznam pouzitych primert (forward i1 reverse) pro PCR reakce
jednotlivych exont v genu SUFU. Mezi exony 5 a 6 lezi intron dlouhy 270bp, a proto jsme

je spojili do jednoho amplikonu.

Anelacni | Délka
Primer Exon 5—-3 teplota | useku
(°C) (bp)
Exon 1
SUFU 1 Fw uniF-AGTCTCACCCACCGAGTCC 60,1 424
forward primer
Exon 1 reverse
SUFU 1 Rev uniR-TAACTCCTTCCCTCGCAGC 60,5
primer
Exon 2
SUFU 2 Fw ) uniF-AGCCTTAGCTGTCCATC 50,7 454
forward primer
Exon 2 reverse
SUFU 2 Rev _ uniR-GGCATGAGTAGATATAGTCAG 49,1
primer
Exon 3
SUFU 3 Fw ) uniF-GAATGGAGGATTTGGATA 50,4 493
forward primer
Exon 3 reverse
SUFU 3 Rev uniR-GCACAACATAACACAGAAC 49,3
primer
Exon 4
SUFU 4 Fw uniF-TGGAAATATCCACAAACTCT 52,2 479
forward primer
Exon 4 reverse
SUFU 4 Rev uniR-CAGACCATCTGAATCTACCT 51,6
primer
Exon 56
SUFU 56 Fw ) uniF-CTAAGGGAATCATCCAAT 49,6 660
forward primer
SUFU 56 Re Exon 56
- ) uniR-GATGAAAGCCAGTGTTATT 50,0
v reverse primer
Exon 7
SUFU 7 Fw uniF-CAGAACAAGGTCAGAGATC 50,1 459
forward primer
Exon 7 reverse
SUFU _7 Rev uniR-GGAAGACTTCACTTGCTG 51,4
primer
Exon 8
SUFU 8 Fw uniF-GAATGGTACTCTTCCAACC 51,8 461
forward primer
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Exon 8 reverse
SUFU 8 Rev uniR-CCTTAAGCCTAGAGATCCT 50,4
primer
Exon 9
SUFU 9 Fw uniF-CAGTCAGTGAGAAGTGCTT 51,0 562
forward primer
Exon 9 reverse
SUFU 9 Rev . uniR-CCATGTGGAGTAGCTCTC 51,1
primer
Exon 10
SUFU 10 Fw ) uniF-CTCTTTGAAGGTGTTGAA 49,0 526
forward primer
SUFU 10 Re Exon 10
- ) uniR-AGTGCTCCTAAGCTGCT 50,8
\% reverse primer
Exon 11
SUFU 11 Fw uniF-CTTGAACAGATCACAGTGA 49,6 317
forward primer
SUFU 11 Re Exon 11
T ) uniR-ATACATGCAAGCACACA 49,0
v reverse primer
Exon 12
SUFU 12 Fw ) uniF-GCATTTGAGAATGAAGC 49,4 343
forward primer
SUFU 12 Re Exon 12
- . uniR-CTTCCTCACACTTGTCCT 50,4
v reverse primer

uni* — na 5" konec kazdého forward a reverse primeru byla pfidana unikatni
sekvence o 18 bp (5— TGTAAAACGACGGCCAGT u forward primerd; 5'—
CAGGAAACACCTATGACC u reverse primertl), které umoznuji provedeni sekvenacni

reakce u vSech amplikonil stejnymi sekvenacnimi primery, odpovidajicimi uni-sekvenci.
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5. Metody

Pfi této praci byly pouzity metody v souladu s pokyny vyrobcu reagencii a kiti
a's operaénimi protokoly UBLG FN Motol v Praze. Genomova DNA byla izolovéna
dle nize uvedeného postupu (viz kapitola 5.1. Izolace DNA) a uchovavana v mrazéku pii -
18°C. Analyzované exony vSech pacientli jsme naamplifikovali pomoci PCR. Produkt
polymerazové reakce jsme zbavili zbyvajicich ANTP, primerd, polymerazy a pufru pomoci
komer¢niho roztoku SureClean Plus. Proc¢isténou DNA jsme pouzili pro Sangerovu
sekvenacni metodu. Po jejim skonceni jsme produkt vysrazeli pomoci ethanolu a rozpustili
v Hi-Di Formamidu. Nasledn¢ jsme produkt analyzovali pomoci ABI Prism 3130xL
Genetic analyzer. Pro vyslednou analyzu jsme pouzili volné dostupny program Chromas,
ve kterém jsme v sekvencich hledali patogenni a nepatogenni varianty. VSechny nalezené

polymorfismy ¢i mutace jsme porovnali s databazi NCBL.
5.1. lzolace DNA

Izolace DNA je proces ziskani DNA ze vzorku periferni krve pacientli. Metoda
je zalozena na principu lyzy bunék a odstranéni v§ech nezadoucich slozek (proteiny, lipidy,
soli). Ve vysledku ziskdme alkoholem vysrdzenou DNA, kterou rozpustime v piislusném

pufru. Takto zpracovanou DNA lze skladovat v mrazaku i n¢kolik let.

Pracovali jsme s 5 ml krve pacienta, odebrané do zkumavek K;EDTA. K odbéru

1 ke zpracovani musel pacient nebo jeho zdkonny zéastupce podepsat informovany souhlas.

Pouzité pristroje:

Centrifuge 5804 R (Eppendorf)
lamindrni box

MS2 Minishaker IKA

termostat

Pouzité chemikalie:

Ethanol 70% [v/v] (1ékdrna FN Motol)

Gentra Puregene Blood Kit (Quiagene): Red Blood Cell Lysis Solution,
Cell Blood Lysis Solution,

Protein Precipitation Solution
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DNA Hydration Solution

Isopropylalkohol p.a (Iékarna FN Motol)

krevni vzorek (ve zkumavce s K3EDTA)

Postup:

10.

11.
12.

13.

14.

. Izolaci DNA jsme provadéli v laminarnim boxu. Zkumavky jsme oznacili,

aby nedoslo k zdméné vzorki.

5 ml krve jsme smichali v 50ml zkumavce s 15 ml Red Blood Cell Lysis
Solution. (Pomér je 1:3, poméry mohou byt upraveny podle mnozstvi krve.)
Smés jsme dukladné promichali pfevracenim a krouzivymi pohyby
a nechali jsme ji inkubovat pfi laboratorni teploté 10 minut.

Po uplynuti inkubacni doby jsme zkumavku zcentrifugovali pii 20°C
na 5000 otacek po dobu 5 minut.

Supernatant jsme odlili do pfipravené odpadni 50ml zkumavky. Ponechali
jsme jen cca 100 pl supernatantu a resuspendovali jsme pelet.

K resuspendovanym buinikdm jsme pfidali 5 ml Cell Lysis Solution (pomér
1:1).

Smés jsme promichali az do uplného rozpusténi shluku.

Ptidali jsme 1,7 ml Protein Precipitation Solution (pomér 1:3). Smés jsme
promisili na minishakeru po dobu 20 vtefin.

Nasledné jsme zkumavku nechali 5 minut centrifugovat na 5000 otacek
(3214 rcf) pti 20°C.

Vysrdzené proteiny vytvofily pelet na dné¢ zkumavky. Supernatant jsme
prelili do ¢isté 50ml zkumavky.

K supernatantu jsme piidali 5 ml isopropylalkoholu (pomér 1:1).

Smés jsme pomalymi krouZivymi pohyby promisili, dokud nebyla DNA
okem viditelna jako mléc¢na srazenina.

DNA jsme pipetou pienesli do pfipravené mikrozkumavky a pfidali jsme
k ni 200 pl 70% ethanolu.

Ethanol jsme opatrné odsali a zkumavku nechali otevienou cca 5 minut,

dokud se zbyly alkohol neodpafil.

32



15. K DNA jsme ptidali 500 ul DNA Hydration Solution (mnoZzstvi zalezi
na odhadovaném vytézku ziskané DNA — pouziva se 100-500 ul) a nechali
jsme smes rozpoustét v termostatu pii 37°C.

16. Po Gplném rozpusténi ziskané DNA jsme zméfili jeji koncentraci a ¢istotu
pomoci spektrofotometru NanoDrop a naméfené¢ hodnoty jsme zanesli
do databéze.

17. Pfipravenou DNA jsme uchovavali v mrazaku pii -18°C az do dalSiho

zpracovani.

5.2. PCR amplifikace genu SUFU a PTCH1

5.2.1. Klasicka polymerazova retézova reakce

Pii polymerazové fetézové reakci dochédzi k rychlému namnozeni pozadovaného
useku DNA. Pro uspéSnou amplifikaci je potfeba templatova DNA, termostabilni DNA
polymerdza, primery komplementarni k obéma smérim DNA vldkna, smés volnych
nukleotidii a reak¢ni pufr. Nukleotidy jsou namichany ve smési spolu s primery, hot¢ikem,

pufrem a vodou. Koncentrace hoiciku je pro spravny vysledek velice dilezita.

Klasickd PCR reakce se sklada ze tii fazi — denaturacni, anelacni a elongacni.
Kazda reakce probiha pfti jiné teplot€ a jinak dlouho. Zaroven kazdy primer naseda pfi jiné
teploté, ktera zavisi na sekvenci primeru a jeho délce. Pfesné¢ jsme vhodnou anelacni
teplotu kazdého primeru zjistili na serveru In-Silico PCR (https://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgPcr). PCR probiha v termocykleru, kde se vSechny teplotni podminky daji nastavit

do jednoho programu pro rychlejsi provedeni reakce.

Pouzité pristroje:

Termocykler 2720 Thermal cycler, Applied Biosystems

Pouzité chemikalie:

Betaine (Sigma)

Deaza-2'-deoxyguanosine 5'-triphosphate lithium salt 10mM v H>O (Sigma) — 7-
deaza d-GTP

Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich)

DNA pacienta
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dNTPs Set (100mM dATP, 100mM dCTP, 100mM dGTP, 100mM dTTP;
Promega)

Injekéni voda — Fresenius KABI

PCR Master mix (Thermo scientific): TagqDNA polymeraza 1U/ul
10x reakéni pufr s KC1— 100 mM  Tris-
HCI (pH 8,8 pti 25°C), 500 nM KCl,
0,8% (V/V) Notidet P40
25mM MgCl,

Primery (viz Tabulka 3.)

Postup:

1. Do zkumavky jsme pfipravili mastermixy pro PCR podle tabulek 8 a 9.

Vsechny slozky jsme promichali pomoci vortexu.

Slozky Objem (ul)
H>O 710
10x pufr s KCI (Thermo scientific) 100
Roztok ANTP, 2mM kazdy 100
25mM MgCl, 40
Forward primer, 100pmol/ul 5
Reverse primer, 100pmol/ul 5

Tabulka 8. Smés pro PCR exoni 2-12 genu SUFU s 1mM MgCla.

Slozky Objem (ul)

H>O 200

10x pufr s KCI (Thermo scientific) 100
Roztok ANTP, 2mM kazdy 100

25mM MgCl, 80

DMSO 50

Betaine SM 400
7-deaza d-GTP 10mM 5

Forward primer, 100pmol/pl 10

Reverse primer, 100pmol/pl 10

Tabulka 9. Smés pro PCR exonu 1 genu SUFU s Betainem.
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2. Do popsanych 0,2 ml mikrozkumavek jsme napipetovali 30 pul mastermixu
a 1 ul pacientovy DNA o koncentraci 100-200 ng/ul.

3. Nasledn¢ jsme ptidali 1 pl TagDNA polymerazy (1U/ul) a reakéni smés
promichali. Tag DNA polymerdza byla béhem prace umisténa na ledu,
aby se zabranilo jeji degradaci.

4. Uzaviené zkumavky jsme umistili do termocykleru (2720 Thermal Cycler)

a spustili jsme zvoleny program.

Podminky pro jednotlivé reakce byly nastaveny nasledovné:

Pro exony 2-12:

e 1 krok: prePCR 1 min pii 94°C
e 2. krok: denaturace 1 min pti 94°C
e 3. krok: anelace 1 min pti 52°C
e 4 krok: elongace 2 min pii 72°C
Kroky 2-4 se opakovaly 32x.
e 5. krok: ukonCovani 7 min pii 72°C
Pro exon 1:
e 1. krok: prePCR 1 min pii 94°C
e 2. krok: denaturace 1 min pti 94°C
e 3. krok: anelace 1 min pfi 58°C
e 4 krok: elongace 2 min pi1 72°C

Kroky 2-4 se opakovaly 35x.

e 5. krok: ukoncovani 7 min pii 72°C

5. Po skonceni programu jsme produkty uchovavali v lednici pii teploté 4°C
do dalsiho kroku.
6. Piitomnost PCR produktu jsme ovéfili u prvnich dvou pacienti pomoci

gelové elektroforézy.
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5.3. Gelova elektroforéza

Jedna se o metodu, pfi které dochazi k separaci fragmenti DNA na zaklade

velikosti a molekulové hmotnosti. Principem je, Ze se vzorky nanesou na pérovity gel,

ktery

se prenese do elektroforetické vany naplnéné elektroforetickym pufrem.

Poté se spusti zdroj stejnosmérného elektrického proudu. Malé fragmenty prochazi gelem

rychleji a po vypnuti zdroje napéti jsou bliz k anod¢€ nez vétsi fragmenty.

5.3.1.

Priprava gelu pro elektroforézu (1,8% agaréza v 1xTBE pufru)

Pouzité pristroje:
Digitalni vaha Denver PK-352

Mikrovlnna trouba

Pouzité chemikalie:

IXTBE pufr (89mM Tris, 89 mM kyseliny borité, 2mM EDTA)
Agarosa SFR (Amresco)

Destilovana voda pro laboratorni ucely (1ékarna FN Motol)

Ethidium bromid 1% [w/v], pracovni fedéni 0,5 %o [w/v] (MERCK)

Postup pripravy:

. Ptipravili jsme si nalévaci vanu a vyvazili jsme ji pomoci vodovahy.

Do vany jsme umistili potfebny pocet hiebeni, které vytvoii v gelu jamky

pro vzorky.

. Do kédinky jsme odvazili 3,6g agardzy.
. Do kéadinky s agar6zou jsme ptidali 200 ml 1x TBE pufru.
. Nasledné¢ jsme do kadinky nalili 15 ml vody a kadinku ptekryli plastovou

folii.

. Kadinku s ptipravenou smési jsme vlozili do mikrovinné trouby a zahftivali,

dokud se agardza nerozpustila.

. Kadinku jsme po rozpusténi agarézy vyndali z trouby a krouzivymi pohyby

jsme obsah promichali.
Smés jsme nechali zchladnout na 60°C a nasledné ptidali 200ul 0,5%o

ethidium bromidu.
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8. Opét jsme smés krouzivymi pohyby promichali a nalili

ji do pfipravené nalévaci vany.

9. Vzduchové bubliny jsme vytlacili pomoci Spicky pipety a nechali jsme gel

ztuhnout.

10. Po ztuhnuti jsme vyjmuli hiebeny.

5.3.2. Separace fragmentu

Pouzité pristroje:

Transluminator Multilmage Light Cabinet Filter Positions (Alpha Innotech)

zdroj stejnosmérného elektrického proudu (Bio Rad)

Pouzité chemikalie:
1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogene)
IXTBE pufr (89mM Tris, 89 mM kyseliny borité, 2mM EDTA)

Agarozovy gel (viz kapitola 6.3.1)

Injekéni voda — Fresenius KABI

Orange G (Sigma)

Sachar6za pro molekularni biologii

Postup:

1.

Namichali jsme Gel loading buffer:

a. Smichali jsme 4g sachardzy s injekéni vodou do celkového objemu
10 ml. Tim jsme ziskali 40% roztok sacharézy.

b. Na Spicku skalpelu jsme nabrali Orange G a rozpustili jsme
Ji v sachar6zovém roztoku.

Ptipravili jsme 1 Kb Plus DNA ladder smisenim 10ul 1 Kb DNA ladder
a 90 pl Gel Loading buffer.

Do aparatury pro gelovou elektroforézu jsme piendali pfipraveny gel
orientovany jamkami ke katodé.

Gel jsme zalili 1x TBE pufrem tak, aby byl cely ponofeny. Spi¢kou pipety

jsme odstranili vzduchové bublinky.
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5. 'V 96 jamkové destiCce jsme smichali 3 pl pfisluSného PCR produktu
a 3 ul Gel loading buffer.

6. Do prvni jamky na gelu jsme napipetovali 3 pl 1 Kb Plus ladder a do dalSich
jamek vzdy 3 ul obarveného PCR produktu. Do jamek jsme PCR produkty
davali postupné, aby nedoslo k zaméné vzorku.

7. Aparaturu jsme uzavieli a spustili zdroj elektrického proudu (400mA)
o napéti 99 V.

8. Po ubéhnuti 20 minut jsme pfistroj odpojili od zdroje. Vyjmuli jsme gel
a umistili ho do transluminatoru pod UV zafivku (302 nm).

9. Gel s viditelnym produktem jsme vyfotografovali.

5.4. Purifikace PCR produktu roztokem SureClean Plus (Bioline)

Metoda se pouzivé pro ocisténi PCR produktl, pfedtim nez provedeme sekvenaci
vzorkll. Dojde k odstranéni vSech nezadoucich komponent jako jsou dNTP, primery,
polymeraza a pufr. Procisténé vzorky se rozpusti ve vodé a poté jsou piipraveny

pro sekvenacni reakci.

Pouzité pristroje:
Centrifuga 5415 R (Eppendorf)
MS2 Minishaker IKA

Ruéni vakuové odsévacka (P-lab)

Pouzité chemikalie:

Ethanol 70% [v/v] (I€kdrna FN Motol)
Injekéni voda — Fresenius KABI

PCR produkt

SureClean Plus (Bioline)

Postup:

1. Do pfipravenych a oznafenych mikrozkumavek jsme napipetovali 30 pl
roztoku SureClean Plus pomoci davkovaci pipety.
2. Nasledné jsme do zkumavek ptidali 30 pl ptislusSného vzorku.

3. Smés jsme vortexovali 10 vtefin.
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4. Zkumavky jsme vlozili do centrifugy a nechali jsme stacet 15 minut
pti 18°C na 13,200 rpm (16100 rcf).

5. Po centrifugaci jsme vzorky ihned opatrn¢ vyndali a pomoci odsavacky
jsme odsali veskerou tekutinu.

6. Davkovaci pipetou jsme k peletu pridali 200 pul 70% ethanolu.

7. Opét jsme smés vortexovali 10 vtefin.

8. Zkumavky jsme ptendali zpét do centrifugy a pfi stejnych podminkéch opét
vzorky stocili — 15 minut pii 18°C na 13,200 rpm (16100 rcf).

9. Po centifugaci jsme vzorky opatrné¢ vyndali a pumpou odsali veSkerou
tekutinu.

10. Zkumavky jsme nechali 1 minutu oteviené vyschnout.

11. Do kazd¢ mikrozkumavky jsme napipetovali 30 pl injekéni vody a nechali

jsme pelet 15 minut rozpoustét.

5.5. Sekvenace dle Sangera

Pomoci sekvenaéni metody jsme schopni urcit potadi nukleotidovych béazi v useku
DNA. Nejprve je potieba analyzovany Usek amplifikovat pomoci PCR in vitro. Vysledny

purifikovany produkt je poté pouzit jako templat pro sekvenaci.

Pouzité pristroje:

Centrifuge 5804 R (Eppendorf)

MS2 Minishaker IKA

Thermal Cycler 2720, Applied Biosystems

Pouzité chemikalie:

BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit Ready Reaction, 100rxn (Applied
Biosystems) — dale BDT kit

PCR produkt

Primery (viz kapitola 4.7 PouZité primery (Generi Biotech))

Postup:

1. Pfipravili a oznacili jsme si 96 jamkovou sekvenaéni destiCku. Zaroven

jsme z mrazaku vyndali BDT kit a uniprimery, aby rozmrzly.
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2. Do kazdé jamky jsme napipetovali 2,1 pul BDT kitu davkovaci pipetou.

3. Nasledné jsme ptidali 3,5 pul PCR produktu (1 PCR produktu odpovidaji
2 jamky).

4. Ke kazdému vzorku jsme pfidali jeden z "uniprimerd". Do prvni jamky
1 ul forward a do druhé 1 pl reverse o koncentraci 2,5 pmol/ pl.

5. Desticku jsme dikladné prelepili folii BlOplastic Opti-Seal™ Optical
Disposable Adhesive a opatrné na vortexu promichali ptiblizné 10 vtefin.

6. Desticku jsme umistili do centrifugy. K vyvazeni jsme pouzili zavaZzi
a desticku centrifugovali 1 minutu na 3700 otacek pii 18°C.

7. Desticku jsme ptendali do cycleru. Reakce probihala nasledovné:

e 1.krok 10 s pii 96°C
e 2. krok 5 s pti 50°C
e 3. krok 4 min pii 60°C

Kroky 2 a 3 se opakovaly 25x.
e 4, krok oo pii 4°C

Po skonceni reakce jsme pokracovali srazenim vzorkd.
5.6. Ethanolova precipitace (Srazeci reakce)

Sréazeci reakci dojde k ocisténi produktu sekvenace od volnych dideoxynukleotidi
a uspéSnym provedenim se docili lepSi citelnosti vysledného chromatogramu. Srazeni

nasleduje co nejdiive po sekvenaci. Prodleva nesmi byt delSi nez 24 hodin.

Pouzité pristroje:

ABI Prism 3130xL Genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
HITACHI

Centrifuge 5804 R (Eppendorf)

ttepacka MS2 Minishaker IKA

Pouzité chemikalie:

Ethanol 70% [v/v] (FN Motol)
Hi-Di™ Formamid (Applied Biosystems)
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»Kysely ethanol® (1,8 ml 3M octanu sodného p.a. pH=5,2; 37,5 ml 95% ethanolu
[v/v], 8,7 ml injek¢ni vody (Fresenius KABI)

Postup:

I. Po sekvenaci jsme do jamek se sekvenacni reakci napipetovali
po 42 ul kyselého ethanolu davkovaci pipetou.

2. Desticku jsme zalepili tésnici folii (BIOplastic), promichali na tfepacce
a v centrifuze jsme desticku centrifugovali 40 minut na 3700 rcf pii 18°C.

3. Po stoceni jsme z desticky lehce vyklepali tekutinu do bunicité vaty.

4. Prenesli jsme desticku na dalSi buniCitou vatu a dnem vzhlru jsme
jiis bunicitou vatou centrifugovali na 400 rcf pi 18°C 2 minuty.

5. Do kazdé jamky jsme napipetovali 100 pl 70% ethanolu.

6. Desticku jsme opét zalepili tésnici folii (BIOplastic) a v centrifuze jsme
desticku centrifugovali 40 minut na 3700 rcf pii 18°C.

7. Poté jsme tekutinu znovu lehce vyklepali do bunicité vaty.

8. Nasledné jsme desticku ptendali na dal$i bunicitou vatu a dnem vzhiru jsme
Jji1 s bunicitou vatou centrifugovali na 400 rcf pfi 18°C 2 minuty.

9. Ke vSem vzorkiim jsme pfidali 24 pl Hi-Di Formamidu, pielepili jsme
desticku folii a kratce (1 min) jsme ji centrifugovali na 3700 rcf.

10. Odstranili jsme f6lii a desticku uté€snili gumovou zatkou (septum) a prendali
do drzéku (tray) pro sekvenacni analyzu.

11. Desticku v drzdku jsme nechali v chladni¢ce, dokud nebyl pelet rozpustén
(30-60 min).

12. Poté jsme desticku umistili do sekvenatoru a spustili kapilarni elektroforézu
na genetickém analyzatoru ABI Prism 3130xL Genetic analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) HITACHI, s pouzitim kapilary dlouhé
36 cm, polymeru POP-7™ Polymer for 3130/3130xl Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) a 1xTBE pufru (Applied Biosystems).

5.6.1. Vyhodnoceni vysledkti sekvenacni analyzy

Po ukonceni programu kapilarni elektroforézy jsme data analyzovali na genetickém

analyzatoru ABI Prism 3130xL Genetic analyzer (Applied Biosystems) pomoci aplikace
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3130xl Genetic Analyzer Data Collection Software 4 (Applied Biosystems) a nésledné
jsme vysledky vyhodnocovali v programu Chromas Lite MFC Application.

Postupné jsme kontrolovali jednotlivé sekvence a hledali jsme pfitomné varianty.
Pokud se jedno z vldken DNA (napi. forward) nedalo vyhodnotit, pouzili jsme vlakno
opacné (reverse). V pfipad€, ze nebylo mozné vyhodnotit ani jedno z vladken, sekvenaci
daného exonu jsme provedli znovu. Vlastnosti nalezenych variant jsme vyhodnotili pomoci
databaze NCBI (National Center for Biotechnology Information) nebo pomoci softwaru

Alamut® Visual 2.7.

5.7. MLPA

MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification) je metoda zaloZena
na principu PCR, ktera ale umoziiuje amplifikaci vice tseki DNA jen s jednim parem
primert. Muze slouzit k identifikaci genomickych zmén, zejména pro detekci
deleci/duplikaci geni ¢i chromozomii. Metoda vyuziva tzv. MLPA sondy, které jsou
sloZzeny ze dvou oligonukleotidi. Tato dvojice je navrhovéna pro specifickou sekvenci
tak, ze  oligonukleotidy hybridizuji vedle sebe na stejném vldkné¢ DNA.
Oba oligonukleotidy obsahuji kratkou sekvenci, specifickou pro cilovou sekvenci DNA
vzorku, a univerzalni forward a reverse PCR primery. Postup se skldda z péti kroka —
denaturace vySetfované DNA, hybridizace MLPA sond, ligace, PCR reakce, separace
kapilarni elektroforézou a vizualizace. Velikost vysledného amplifikaéniho produktu
se pohybuje v intervalu 130— 480 nt a lze jej analyzovat kapilarni elektroforézou. Velikost
vysledného piku se porovnava s velikosti referencniho piku pro danou sondu. Po porovnani

muzeme fici, zda n€ktery exon konkrétniho genu vykazuje aberantni pocet kopii (URL2).

Pouzité pristroje:

ABI Prism 3130xL Genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
HITACHI

Centrifuga Spectrafuge Mini C1301 (Labnet)

MS2 Minishaker IKA

Thermal Cycler 2720, Applied Biosystems

Pouzité chemikalie:
DNA pacienta (o koncentraci okolo 100 ng/ul)
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GeneScan™ 500 ROX™ Size Standard (Applied Biosystems)
Hi-Di™ Formamid (Applied Biosystems)
Injekéni voda — Fresenius KABI
SALSA MLPA P472 SUFU probemix: SALSA MLPA Probe P472-A1 SUFU
SALSA MLPA Buffer
SALSA Ligase-65
Ligase Buffer A
Ligase Buffer B
SALSA PCR Primer Mix
SALSA Polymerase

Postup:

1. Pted zacatkem samotné MLPA metody jsme si natfedili DNA na spravnou
koncentraci (50 — 100 ng DNA/ul roztoku s injekéni vodou podle
doporuceni vyrobce).

2. Do popsanych mikrozkumavek jsme napipetovali 5 pl nafedéné DNA
o spravné koncentraci. Pfidali jsme jeSté jeden vzorek jako interni negativni
kontrolni DNA pacienta, ktery je pro danou MLPA analyzu negativni.

3. Zkumavky jsme umistili do termocykleru a spustili denaturac¢ni program
(5 minut pti 98°C).

4. Béhem prubchu denaturace jsme si pfipravili hybridizacni smés smichanim
1,5 pl sondy a 1,5 pl pufru pro kazdy vzorek.

5. Po skonceni denaturace a ochlazeni vzorkli na 25°C jsme pfipravenou
hybridiza¢ni smés zvortexovali a nasledné do kazdého vzorku napipetovali
3 ul

6. Kazdy vzorek jsme po ptidani hybridiza¢ni smési fadn¢€ promichali pomoci
pipety.

7. Na termocycleru jsme zapnuli hybridiza¢ni program (1 minutu pii 95°C
a 16-20 hodin pfti 60°C).

8. P&t minut pfed skoncenim hybridizacni reakce jsme si v pfipravené nadobe
s ledem pftipravili liga¢ni smés smichanim 25 pl vody, 3 ul ligacniho pufru

A, 3 pl ligaéniho pufru B a 1 pl enzymu ligdza/ na pacienta (enzymovou
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

aktivitu vyrobce neuvadi). VSechny slozky kromé ligazy jsme pted pouzitim
fadn¢ zvortexovali.

Hotovy ligacni mix jsme kratce promichali a vratili na led.

Ukonc¢ili jsme hybridizacni program a spustili ligaéni program.
Kdyz se termocykler nahtal na 54°C, program jsme zastavili.

Do mikrozkumavek jsme ptidali po 32 ul ligacni smeési do kazdé a pipetou
jsme obsah promichali.

Opét jsme termocykler spustili a nechali jsme probéhnout liga¢ni reakei
(15 minut pii 54°C a 5 minut pii 98°C). Po ukonceni jsme nechali vzorky
zchladnout na 25°C.

Pred koncem ligacni reakce jsme si pfipravili PCR smés smichanim
7,5 ul vody, 2 pul primert a 0,5 pl polymerazy/ na pacienta. Vsechny slozky
kromé polymerdzy jsme pied pouzitim zvortexovali. Pfipravenou smés jsme
umistili na led.

Program ligace se zastavil pii 25°C. Otevieli jsme termocykler a do kazdé
mikrozkumavky jsme co nejrychleji, aby se nesnizila teplota, ptidali

10 ul PCR smési. Opét jsme pipetou dikladné promichali.

Spustili jsme PCR program, ktery bézel za nasledujicich podminek:
e 1. krok 30 s ptfi 95°C
e 2. krok 30 s pti 60°C
e 3. krok 21 min pii 72°C

Kroky 2 a 3 se opakovaly 35x.

e 4. krok o pii 4°C
Pted skonCenim PCR reakce jsme v 1,5ml zkumavce pfipravili smeés
10 ul Hi-Di formamidu a 0,25 pl Zebiitku GeneScan™ 500 ROX™ Size
Standard/na vzorek. Smés jsme zvortexovali.
Ptipravili jsme si 96 jamkovou desticku a do pfislusnych jamek jsme
podle protokolu napipetovali 10 pl Hi-Di smési davkovaci pipetou.
Po skonceni PCR reakce jsme vzorky vyndali z termocykleru a do kazdé
jamky s Hi-Di roztokem jsme napipetovali po 1 pl pfislusného produktu
PCR reakce.
Desticku jsme pielepili tésnici folii a kratce zcentrifugovali (1 min) na 3700
ref pii 18°C.
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20. Odstranili jsme f6lii a destiCku utésnili gumovou zatkou (septum) a prendali
do drzaku (tray) pro néaslednou analyzu.

21. Poté jsme desticku umistili do sekvenatoru a spustili kapilarni elektroforézu.
5.7.1. Vyhodnoceni vysledk(i MLPA metody

Po ukonceni kapilarni elektroforézy jsme vysledky analyzovali na genetickém
analyzatoru ABI Prism 3130xL Genetic analyzer (Applied Biosystems) za pomoci aplikace
Gene Mapper Software 5 (Applied Biosyystems). V této aplikaci jsme sledovali velikost
jednotlivych pikl, pfi¢emz kazdy pik zndzorioval konkrétni exon ¢i referencni sekvenci.

Kazdy elektrogram jsme porovnali s elektrogramem negativni kontroly.

Pro vysledné vyhodnocovani jsme pouzili program Coffalyser.Net v.01. V tomto
programu jsme vyhodnocovali, zda je ve vzorku pfitomna delece ¢i duplikace jedné z alel.
Pokud by se pik nckterého exonu vyrazné¢ odchylil od vysledkii kontroly, byla

by prokazana jedna ze strukturnich mutaci genu.
5.8. Sekvenovani nové generace (NGS)

Technologie masivniho paralelniho sekvenovani umoznuje piipravu a analyzu vice
vzorkl v jednom béhu pfistroje MiSeq nebo MiniSeq (Illumina), a to i pro vét§i mnozstvi
genll zaroven. Souprava obsahuje sondy pro analyzu panelu (v naSem piipad¢ panelu
Unicorn), piipraveného na miru dle specifickych pozadavki laboratofe UBLG FN Motol
spolecnosti Sophia Genetics, SA. Panel Unicorn obsahuje 43 genl viz. Tabulka 10.
U pacientli s Gorlinovym syndromem jsou hodnoceny geny PTCHI a SUFU. U pacientl
s holoprosencefalii jsou hodnoceny geny PTCHI (HPE7), SHH (HPE3), SIX3 (HPE2),
ZIC2 (HPES), TGIF1 (HPE4), GLI2 (HPEY), GLI3, CDON (HPE11) a SUFU. Vysledkem
NGS je rychlé detekce jednonukleotodovych zamén, kratkych inserci €1 deleci a rozsahlych

genomickych deleci v DNA izolované z plné krve pacienta.
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Tabulka 10. Seznam gena zahrnutych v panelu Unicorn pro NGS.

Gen Referencni Gen Referencni Gen Referencni
sekvence sekvence sekvence
NF1 NM_000267.3 | NF2 NM_00268.3 SPREDI NM_152594.2
CLCNI NM_000083.2 | SCN44 NM_000334.4 | FMRI NM_002024.5
CACNAIA NM_000068.3 | SPG7 NM _003119.3 | PTPNI1 NM_002834.3
SOS1 NM_005633.3 | SOS2 NM_006939.2 | RAF1 NM_002880.3
RITI NM_006912.5 | BRAF NM_004333.4 | KRAS NM_004985.3
MAP2K1 NM_002755.3 | MAP2K?2 NM_030662.3 | HRAS NM_005343.2
SHOC2 NM_007373.3 | NRAS NM_002524.4 | CBL NM_005188.3
RRAS NM_006270.4 | LZTRI NM _006767.3 | RASA2 NM_006506.3
KRITI NM_194456.1 | CCM2 NM 0314433 | PDCDI0 | NM_145860.1
CHD7 NM_017780.2 | SCNI14 NM_001165963.1 | DMD NM_004006.2
VPSI3B NM_017890.3 | PTCHI NM_000264.3 | SHH NM_000193.3
SIX3 NM_005413.3 | ZIC2 NM_007129.3 TGIF1 NM_173208.2,
- - NM_170695.3
GLI2 NM_005270.4 | GLI3 NM_000168.5 CDON NM _016952.4
SUFU NM _016169.3 | TCOF1 NM_001135243.1 | POLRIC | NM_203290.3
POLRID NM_015972.3
5.8.1. Teoreticky postup metody NGS

Celd metoda se sklada z preanalytické, analytické (sekvenace pfistrojem MiSeq)
a postanalytické Casti (zpracovani vysledkil). Preanalytickd ¢ast, tzn. pfiprava knihovny
uréené k sekvenaci, trvd 2-3 dny, pficemz treti den je findlni knihovna denaturovéana

pomoci roztoku NaOH, poté nafedéna na vyhovujici koncentraci a nasledné analyzovana

na pfistroji MiSeq.

Nejprve je genomova DNA, ktera je u vSech vzorkd nafedéna na koncentraci
Tng/ul, enzymaticky rozstépena smési endonukledz na rizné dlouhé fragmenty. Konce
dvoufetézcovych fragmentl jsou nésledné upraveny tak, aby Zadné vlakno neptesahovalo,

a na 3" konec kazdého vlakna je pfidan adenin, na ktery liguji adaptéry pfidané v dalSim

kroku.
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V dalsim kroku jsou k fragmentim ligdzou pfipojeny adaptéry, které mimo
jiné obsahuji unikatni kombinaci indext (8bp), sekvenci vazajici univerzalni primer

pro PCR reakci a oligonukleotidy vazici se ke stén¢ flowcell v sekvenatoru.

Nasledné je produkt ligace piecistén na magnetickych kulickach a poté jsou pomoci
dalSich magnetickych kulicek vyselektovany fragmenty DNA o délce v rozmezi 300—
700bp.

Fragmenty s idedlni délkou se pouziji pro dalsi krok — klasickda PCR reakce.
Po PCR reakci jsou fragmenty znovu ociStény od zbyvajicich reagencii magnetickymi
kulickami a nésledn¢ smichany po 8 vzorcich do zkumavek spolu s oligonukleotidy,

blokujicimi konce adaptért.

Druhy den probihd hybrizace sond pii teplot¢ 65°C, nasledné jsou
na nahybridizované sondy pfipojeny streptavidinové kulicky pomoci vazby
streptavidin/biotin a poté jsou vyselektovany pouze useky DNA, na které jsou piipojené
tyto sondy. Ziskané fragmenty jsou amplifikovany PCR reakci, probihajici pfimo

na streptavidinovych kuli¢kach, a pfecistény.

Nakonec jsou vSechny vzorky pfecistény pomoci magnetickych kulicek
a je zkontrolovana kvalita knihovny. Délka fragmentl je kontrolovan s pomoci
Bioanalyzer Agilent 2100 a koncentrace pomoci fluorometru Qubit 2.0. Po kontrole kvality
jsou vzorky smichény do finalni knihovny na zaklad¢ jejich koncentrace a délky fragmentt
tak, aby bylo rozloZeni vzorkd v b¢hu idedlni, tj. aby kazdy pacient mél pfiblizné stejné

mnozstvi dat.

Takto modifikované vzorky jsou pfipraveny k sekvenaci na analyzatoru MiSeq,
kde je metodou masivniho paralelniho sekvenovani prectena sekvence nukleotidl
amplifikovanych fragmentd. Fragmenty se v pfistroji vazi ke stén¢ flowcelly. Flowcella
je sklicko, na které jsou naneseny oligonukleotidy kompatibilni s adaptéry.
Do specifického mista na flowcelle se vaZou specifické sekvence, v disledku
¢ehoz se v tomto misté¢ amplifikuje jen jeden klastr. Indexy na adaptérech maji unikatni
sekvenci a pomohou rozliSit data jednotlivych pacientd. Adaptéry jsou dodavany spolu

se soupravou Custom Bundle Solution firmou Sophia Genetics.
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Diky specifickym indexiim jsou ziskand data pfifazena ke konkrétnim pacientim

a mohou byt vyhodnocovana v aplikaci Sophia DDM.

Metodu NGS jsem jako jedinou nemohla provadét samostatné, a to z provoznich
a ekonomickych divodi. S celym laboratornim postupem jsem ale byla dukladné
seznamena a pii zpracovani vzorkli DNA pacientd, ktefi jsou zafazeni do této studie, jsem
byla pfitomna. Pacienty, kterym byly analyzovany geny PTCHI a SUFU, zatadila
do jednotlivych béhit Mgr. Jana Zarzycka. Vyhodnocovani vysledkli panelu NGS jsem

provadéla pod jejim odbornym dohledem.

Pouzité pristroje:

Agile Vortex Mixer (Infinigen Biotechnology Inc.)
Benchmixer vortex (Benchmark Scientific)

Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies)
Centrifuga Hermle Z383 (Labortechnik GmbH)

Fluorometr Qubit 2.0 (Invitrogen)

IKA MS3 Vortexer

MyFuge minicentrifuga (Benchmark Scientific)

ND-2000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies)
Sekvenator MiSeq (Illumina)

Stojanek DYNAMAG - 2 each (Invitrogen)

Stojanek DynaMag™-96 Side Magnet (Invitrogen)
Termocykler Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems)
Termoblok AccuBlockTM Digital Dry Bath (Labnet International, Inc.)
Vakuové odparka IR Micro-Cenvac (N-Biotek)

Pouzité chemikalie:
Agencourt® AMPure® XP beads
Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies)
Agilent High Sensitivity DNA Reagents (Agilent Technologies)
Custom Solution by Sophia Genetics - Unicorn (Sophia Genetics SA):
Box 1: 10X Wash Buffer |
10X Wash Buffer I1
10X Wash Buffer 111
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10X Stringent Wash Buffer

10X Bead Wash Buffer

Human Cot DNA

Blocking oligos xGen Universal Blockers - TS Mix
Indexy

Hybridization Buffer Enhancer

2X Hybridization Buffer

Unicorn xGen® Lockdown® Probes
Box 2: IDTE

dH>O
Agencourt AMPure XP beads
Streptavidin Beads

DNA Library Prep Kit (48) by Sophia Genetics (Qiagen)

Ethanol 80% (Lékarna FN Motol)

Ethanol absolutni (Penta s.r.0.)

FlexiGene DNA kit (Qiagen)

KAPA Library Amplification kit (Kapa Biosystems):
Library Amplification Primer Mix (10x)
KAPA HiFi HotStart Ready Mix (2x)*

MiSeq Reagent Kit, v2 (500 cycles) (Illumina)

MiniSeq High Output Kit (300 cycles) (Illumina)

PhiX Control v3 (Illumina)

Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Life Technologies)

Sodium hydroxide solution (Sigma-Aldrich)

Sodium hypochlorite solution (Sigma-Aldrich)

Sterilni injekéni voda (Aqua pro injectione) (Biotika a.s.)

Tris-EDTA buffer solution (Sigma-Aldrich)

TWEEN® 20 (Sigma-Aldrich)

5.8.2. Vyhodnoceni vysledkii NGS metody

Po dokonceni analyzy piistrojem MiSeq jsme si data z n¢j prekopirovali na externi

ulozisté ve formatu FASTQ. Nésledné jsme data nahrali do programu Sophia DDM®,
49



coz je software od firmy Sophia Genetics, Inc. Sensitivita kitu Unicorn - Custom Solution
Kit by Sophia Genetics udavana vyrobcem je 94,23 %, specificita 99,99 %. Po zpracovani
jsme si v softwaru Sophia DDM otevieli u pacientli s Gorlinovym syndromem vysledky
analyz geni PTCHI a SUFU. U téch jsme si prosli vSechny nalezené SNP a CNV.
Z vysledkl zpracovanych firmou Sophia Genetics, Inc. je patrné, zda se jedna o patogenni
nebo nepatogenni varianty. Varianty, které jsou vyhodnoceny jako patogenni, se ovéiuji —

SNP sekvenaci dle Sangera a CNV metodou MLPA.
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6. Vysledky

6.1. Zavedeni analyzy jednotlivych exonl genu SUFU

Gen SUFU ma né¢kolik znamych transkripti. Transkript NM 016169.3 ma
12 exond, transkript NM_001178133.1 ma 13 exont. Transkripty se 1i§i v exonu 11. V této
praci jsme vsouladu s jinymi autory (Smith et al, 2014) pouzivali transkript

NM 016169.3.

Diky softwaru Alamut jsme si ovéfili pocty exonl a introntt v genu SUFU,

které jsme ziskali z databaze NCBI.
6.1.1. Navrzeni specifickych primert pro jednotlivé exony

K navrzeni primerd jsme pouzili sekvence jednotlivych exonli a intront
odpovidajicich sekvenci GenBank NM 016169.3. Primery jsme navrhovali do intronové
oblasti alespoit 60—100 bp pted zacatkem exonu. SnaZili jsme se, aby co nejvic primerti
meélo stejnou anelaéni teplotu v zavislosti na sekvenci. Anelacni teplotu mutze ovlivnit
pravé délka samotného primeru nebo pocet bazi cytosin a guanin, diky kterym je vyssi.
Minimélni délka primeru (forward i reverse) je 18 — 20 bazi. Zaroven jsme se snazili
vyhnout malym jednonukleotidovym polymorfismim SNPs, které jsou casté v evropské
populaci. Ty by mohly negativné ovlivnit vazbu primeru na templatovou DNA. Dévali
jsme pozor 1 na repetice v oblasti mezi forward a reverse primerem, které by znemoZnily
amplifikaci, nebo na samotnou strukturu oligonukleotidu, aby nedoSlo ke wvzniku

sekundarnich motivl (vlasenky a smycky).

Anelac¢ni teploty ndmi navrzenych primerti se pohybuji v rozmezi od 49,0°C
do 52,2°C. Pouze introny pied a za exonem 1 byly bohaté na bdze cytosin a guanin,
proto introny v nich maji vy$8i anelacni teplotu (60,1°C a 60,5 °C). Exony 5 a 6 jsou
v genu blizko u sebe a proto jsme rozhodli, ze je budeme amplifikovat spolecné. Primery

byly syntetizovany u firmy Generi Biotech.
6.1.2. Ovéreni PCR reakce

Pro PCR reakci kazdého exonu jsme namichali reakéni smés s ImM Mg**. Pouze

pro exon 1 jsme do reakéni smési museli pfidat Betaine, DMSO a 7-deaza d-GTP, protoze
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obsahoval velké procento bazi cytosin a guanin. Pfitomnost Betainu v reakéni smeési
pomaha vytvofit idealni podminky pro sekvenaci exoni, které jsou bohaté na CG oblasti
(Musso et al.,, 2006). Pfitomnost PCR produktu jsme ovéfili pomoci elektroforézy

u 2 pacientt (Obr. 8 2 9).

Obrazek 8. Elektroforeogram PCR produktu genu SUFU (1. — 12. exon)

s reakéni smési 1 mM Mg?" u pacienta 8299.

M 123457 8 9101112

Obrazek 9. Elektroforeogram PCR produktu genu SUFU (1. — 12. exon)

s reakéni smési 1 mM Mg?* u pacienta 8671; M — zna¢i marker, v naSem pripadé 1Kb-+.
6.1.3. Vysledky PCR reakce

Ovéfili jsme, Ze navrzené primery a pfislusné protokoly PCR reakci umoziuji
usp&Snou PCR amplifikaci vSech exoni genu SUFU u vsech vySetfovanych nemocnych

v kvalité potifebné pro Sangerovo sekvenovani.
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6.2. Vysledky analyzy metodu MLPA

Metodou MLPA jsme u 20 pacienti hledali zmény poctu kopii (CNV) v genu
SUFU. Ani u jednoho pacienta jsme neprokazali deleci nebo duplikace genu SUFU.
Vysledky vSech pacientli mély velmi dobrou reprodukovatelnost (Obr. 10).

A‘B ép "et‘ims 1T08012018MLPA
GeneMapper Software 5
_5Q
T Serplotome I B =N
o P472A 1 Thone [ ] | |

178 228 275 325 ars 425 475

3200
2800
2400
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. 88 8B

A0 A TR

LU M SUFU P472A1 CO2 006.fsa 1K M _SUFU P472A1 [None I [ | I |
V 6495 SUFU P472A1 ~ B
SERRERRERREE
SERREERREREE
|

- isyyyiiisIz
IR HIIBHIINHI
5 8 2 2 3 3 8 a 2 » 3 » a 2 2 » a iz 8 3 & gz - -

Obrazek 10. Analyza genu SUFU metodou MLPA u pacienta 6495. Horni obrazek
ukazuje vysledek metody v programu GeneMapper, pricemz kazdy pik predstavuje jednu
sondu pro referencni tsek nebo pro exon. Horni fadek pikl ptedstavuje vzorek pacienta

a dolni radek pikd referenéni kontrolu. Spodni obrazek ukazuje vysledek v programu

53



Coffalyser, kde tentokrat sondy zndzornuji tecky. Modra a Cervend linka ptedstavuji

hranici, jejiz ptrekroCeni svédCi pro pfitomnost delece (Cervena linka) nebo duplikace

(modra linka).

6.3. Vysledky sekvenace DNA

6.3.1. Vysledky molekularné genetického vysetieni genu SUFU

Gen SUFU jsme analyzovali u 30 nemocnych. U 21 nemocnych jsme analyzu

provedli metodou Sangerova sekvenovani jednotlivych exonii a metodou MLPA, u deviti

nemocnych byly varianty genu SUFU vcetné CNV, analyzovany panelem NGS.

U zadného z vySetfovanych pacientd jsme neprokazali pfitomnost patogenni varianty

ani delece nebo duplikace genu SUFU jako moznou pii¢inu onemocnéni. V genu SUFU

jsme nasli pouze jiz znamé nepatogenni varianty. Piehled nepatogennich variant v genu

SUFU zjisténych Sangerovym sekvenovanim je uveden v Tabulce 11.

Tabulka 11. Ptehled nepatogennich variant nalezenych v genu SUFU u dvaceti

studovanych pacientq.

Genotyp Alely N
Oblast Frekvence heterozygoti (%)
SNP
se Pocet jedinci (N=20 Y%
ofet jedincti ( ) %) pozorovana ocekavana
cC CT TT C T
) 22 18
c.182+16C>T intron 2 50,0 49,5
6 10 4
(55) (45)
AG AGGCG GCG AG GCG
c.183-67_183- 9 31
intron 2 35,0 349
66delinsA 1 7 12
(22,5) | (775)
GG GC cCC G C
) 29 11
€.183-49G>C intron 2 45,0 39,9
10 9 1
(72,5 | (27.5)
TT TC CC T C
. 34 6
¢.1022+49T>C intron 9 30,0 25,5
14 6 0

(85) (15)
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GG GA AA G A
. 24 16
¢.1157+99G>A intron 10 40,0 48
8 8 4
(60) (40)
TT TC CC T C
) 11 29
C.1365+19T>C intron 12 45,0 39,9
1 9 10
(27.,5) (72,5)
TT TC CC T C
34 6
C.1299T>C exon 11 30,0 25,5
14 6 0
(85) (15)

6.3.2. Vysledky molekularné genetického vysetieni genu PTCH1

Gen PTCHI jsme analyzovali u deseti nové indikovanych nemocnych (Tabulka

12). U jednoho pacienta/pacientky byla analyza provedena Sangerovym sekvenovanim

jednotlivych exonli. Vzhledem k ndlezu patogenni varianty nebyla u pacienta/pacientky

doplnéna analyza deleci genu PTCHI metodou MLPA. U deviti nemocnych byly varianty

genu PTCHI, v¢etné¢ CNV, analyzovany panelem NGS. V souboru deseti pacientli jsme

nasli 2 nové, dosud nepopsané, velmi pravdépodobné patogenni varianty v genu PTCH]I,

které jsou dale popsany.

Tabulka 12. Vysledky vysetieni genu PTCH1 u deseti analyzovanych pacientti.

Cislo pacienta (viz SplInéni diagnostickych
Tabulka 6.) Pohlavi Kritéri Nalezeni mutace
4 muz NE NE
5 Zena NE NE
9 muz ANO NE
10 Zena ANO ANO
17 Zena NE NE
21 Zena NE NE
24 muz NE NE
26 Zena NE NE
28 Zena ANO ANO
29 Zena NE NE
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6.3.3. Pacientka ¢. 1

Pacientka ¢.1 (€. 28 v Tabulce 6) je zena narozena v roce 1950. Indikovana byla

k vySetteni v OLG FN Hradec Kralové.

Pacientka trpi mnohocetnymi bazaliomy od svych 25 let. Déle se v minulosti 1é¢ila
s cystami v dolni Celisti a meningeomem. Antropometrické métfeni prokazalo makrocefalii
arentgenové vySetieni odhalilo abnormality Zeber. V rodinné anamnéze se vyskytly
bazaliomy u otce pacientky. Pacientka tedy splnuje tfi majoritni kritéria a jedno minoritni

pro stanoveni klinické diagn6zy Gorlinova syndromu.

Pti sekvenacni analyze genu PTCH1 jsme u pacientky odhalili variantu ¢.3037dupT
v heterozygotnim stavu (Obr.11). V disledku duplikace jednoho nukleotidu dochazi
k posunu ctectho ramce a ke vzniku pred¢asného terminacniho kodonu
p.(Tyr1013Leufs*132). To pravdépodobné vede k syntéze zkracené¢ho a nefunkéniho
proteinu PTCHI1. Podle soucasnych znalosti se jednd o velmi pravdépodobné patogenni

variantu, kterd je velmi pravdépodobné pti¢inou Gorlinova syndromu u probandky.

Charakter nalezené varianty jsme ovéfili in silico v programu Mutation Taster,
ktery ji hodnotil jako patogenni (Obr.12). Nalezena patogenni varianta nebyla zatim
v literatufe popsana. Patogenitu nalezené varianty odvozujeme z faktu, Ze se jedna
o frameshift mutaci, kterd je s velkou pravdépodobnosti patogenni, nebot’ pravdépodobné
vede k syntéze abnormalniho zkracené¢ho polypeptidového fetézce na C—konci proteinu

o délce 132 aminokyselinovych zbytkt a ke vzniku pfed€asného termina¢niho kodonu.
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Forward vlakno Reverse vlakno
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Obrazek 11. “Vys"le_d_ek sekvenacnl analyzy pacientky ¢.1 (horm 2 obrazky)
a referenéni sekvence bez mutace (dolni 2 obrazky). V levém sloupci jsou forward
vlakna a v pravém sloupci reverse vlikna. Sipkou je zndzornéna patogenni varianta

¢.3037dupT p.(Tyr1013Leufs*132) v genu PTCH1.

Muta
mutation t(sting

Prediction disease Causing Model: complex_aae, prob: 1 (classification due to NMD, real probability is shown anyway)  (explain)
Summary hyperlink

+* NMD

« amino acid sequence changed

+ frameshift

« protein features (might be) affected
«+ splice site changes

analysed issue analysis result
name of alteration no title
alteration (phys. chr9:98220425_98220426insA

location)

HGNC symbol PTCH1

Ensembl ENST00000331920
transcript ID

Genbank NM_000264
transcript ID

s
2
153
13
o

UniProt peptide

alteration type  insertion

alteration region CDS

DNA changes €.3037_3038insT
cDNA.3337_3338insT
g.58914_58915insT

AA changes Y1013Lfs*132

position(s) of 1013 (frameshift or PTC - further changes downstream)
altered AA

if AA alteration in CDS

frameshift yes

Obrazek 12. Interpretace patogenity varianty ¢.3037dupT in silico v programu
Mutation Taster (URL3).
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6.3.4. Pacientka ¢. 2

Pacientka ¢.2 (¢. 10 v Tabulce 6) je zena narozena v roce 1992. Indikovana byla

k vySetteni v OLG FN Olomouc.

Pacientka trpi mnohocetnymi odontogennimi keratocystami, prvni méla v 17 letech.
Antropometrické meéfeni odhalilo makrocefalii, Sprengelovu deformitu lopatky
anaznacené¢ dysmorfické rysy obliceje (Siroky kofen nosu, plochou maldrni oblast,
prognacii a niZze posazené usni boltce). Pacientka splituje jedno majoritni a alespont dvé

minoritni kritéria pro stanoveni klinické diagn6zy Gorlinova syndromu.

Panel NGS odhalil v genomové DNA této pacientky heterozygotni variantu
vexonu 19 v genu PTCHI (Obr. 13). Jednalo se o variantu c.3306+1G>T, p.(?)
v sestfihovém mist€ exonu 19. Ani tato varianta nebyla dosud u nemocnych s Gorlinovym
syndromem popsana. Tato varianta rusi kanonické misto stfihu a je podle soucasnych
znalosti velmi pravdépodobné patogenni a je velmi pravdépodobné piic¢inou Gorlinova
syndromu. Ovéteni nalezu jsme provedli pomoci Sangerovy sekvenacni metody (Obr.14).
Ztratu sestfihového mista jsme ovéfili in silico pomoci programu Alamut (Obr.15),
ktery umoziiuje porovnat pét predikénich programi. Tti z téchto programi predpoveédély
ztratu sestfihového mista jako dusledek zjisténé varianty. Ztrata sestiihového mista mize
vést k riznym poruchdm sestfihu mRNA, napf. vysttiZzeni jednoho nebo n¢kolika exont,
nebo k pouziti kryptického sestfihového mista, pokud takové v okolni sekvenci DNA
existuje. K pfesnému stanoveni dusledkll zjisténé varianty by bylo nutné analyzovat

u pacientky sesttih na urovni RNA.
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Genetics UH Motol med powered by

. SOPHIA

SNVs/INDELSs (retained)

Gene c.DNA Variant Fraction Coding Pathogenicity ClinVar
Transcript Protein alteration Coverage ( ref/ conseq.
alt)
PTCH1 18 ¢.3306 + 1G>T 48.42 % splice_donor_  Prediction Vv
NM_000264 p.? (521/489) +1 B | Potentially
Pathogenic
PTCH1 23 c.3944C>T 49.24 % missense Flagged Pathogenicity Benign |
NM_000264 p.Pro1315Leu (504 /489) 1 | Benign rs357564
PTCH1 12 c.1665T>C 52.56 % synonymous Prediction Benign/Likely |
NM_000264 p.= (p.Asn555Asn) (535/595) D | Likely Benign benign
rs1805155

Obrazek 13. Vysledna zprava z panelu NGS pacientky ¢.2. V genu PTCHI byly

nalezeny tfi varianty z toho dvé benigni a jedna patogenni.
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Obrazek 14. Vysledek sekvenani analyzy pacientky ¢.2 (horni 2 obrazky)
a referencni sekvence bez mutace (dolni 2 obrazky). V levém sloupci jsou forward
vlakna a v pravém sloupci reverse vlakna. Sipkou je znidzornéna patogenni varianta

¢.3306+1G>T, p.(?).
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CGGAATCAAGLTCAGTGCCGTGCCCGTGGTCATCCTGATCGCTTCTGTTGGCATAGGAGTGGAGTTCACCGTTCACGTTGCTTTGTTATGGGA
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Obrazek 15. Ovéreni pozice sestfihového mista za exonem 19 genu PTCHI.

Horni fadek znazoriiuje referencni sekvenci a nad ni jsou naznaceny mista sestiihu podle

péti raznych predikénich programii (modie napsané). Cervené je vyznacena pozice,

ve které jsme nasli patogenni variantu. Tti z péti prediktivnich programi oznalily toto

misto za sestiihové. V dolnim tadku je mutovana sekvence, ve které jiz sestfihové misto

chybi.
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7. Diskuze

Zavedli jsme analyzu patogennich variant genu SUFU metodou Sangerova
sekvenovani a metodou MLPA. Tim jsme rozsifili dosud pouzivané analyzy genu PTCHI
u nemocnych s Gorlinovym syndromem. Déle jsme zavedli analyzu patogennich variant
genu PTCHI a genu SUFU metodou masivné paralelniho sekvenovani jako soucést
vysetieni panelu genl. S pomoci téchto metod jsme analyzovali geny PTCHI a SUFU
u vybraného souboru nemocnych. Vychazeli jsme pfitom z novych poznatkl
o molekularnich pfi¢indch Gorlinova syndromu, zejména ze zjisténi, Ze u nckterych
nemocnych mtize byt onemocnéni zpisobeno mutacemi genu SUFU (Pastorino et al.,
2009, Kijima et al., 2012), Smith et al., 2014) a z praci dokladajicich uspésné vyuziti
technik NGS pii analyze panelu moZnych kauzalnich genli (Smith et al., 2014, Morita
etal.,, 2015, Matsudate et al., 2017). Na§ piistup je ve shod€¢ s nejnov¢jsi publikaci
Gianferanteho a spoluautort, kteti analyzovali geny PTCHI, SUFU, a dalsi geny SHH
drahy u nemocnych s Gorlinovym syndromem a do studie zatadili i nemocné negativné

testované pii predchozim Sangerové sekvenovani (Gianferante et al., 2018).

Standardni metodou detekce genetickych variant je Sangerovo sekvenovani.
Je zndmo, Ze vzacné varianty typu SNP nebo CNV v oblasti nasedani oligonukleotidovych
primerti mohou zabranit spravnému nasednuti primeru a tim i amplifikaci jedné kopie
vySetiovaného genu, coz miiZze vést k faleSn¢ negativnimu vysledku analyzy, je-li na této
alele soucasné pfitomna patogenni varianta. Primery pro amplifikaci jednotlivych exont
genu SUFU jsme proto navrhli s ohledem na v soucasnosti znamé varianty typu SNP nebo
CNV v intronech dostupné v databazi GenBank tak, aby se v jejich sekvenci nenachazela
Zadna varianta typu CNV, a varianty typu SNP byly velmi vzacné a neshoda byla nejméné
10 nukleotidii od 3'-konce primeru. Tento postup snizil riziko faleSné negativity vysetfeni.
Pro spolehlivost nami pouzit¢ metody Sangerova sekvenovani genu SUFU svédci
inevyznamné rozdily mezi pozorovanou a ocekavanou frekvenci heterozygotl
pro jednotlivé analyzované nepatogenni varianty. Muzeme tedy pfedpokladat, Zze naSe
metoda Sangerova sekvenovani genu SUFU byla schopna zachytit pfitomnou mutaci

s vysokou pravdépodobnosti.

V soucasnosti stile vice pouzivanou metodou pro detekci genetickych variant
je metoda masivné paralelniho sekvenovani. Tato metoda je zvIasté vhodna u onemocnéni,
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ktera mohou byt zptisobena mutacemi riznych genti, k nimz patii 1 Gorlintiv syndrom.
Mezi vyhody metody patii: potfeba malého mnozstvi DNA pro analyzu, moznost
analyzovat mnoho genl soucasné, pifi vhodném uspotadani analyzy lze analyzovat CNV,
pfi pouziti "capture-based" pfistupu snizit riziko chyby spojené s PCR. Mezi nejvétsi
nevyhody patii dosud vysoka pofizovaci cena analyzatorti i reagencii a slozity postup
pii vyhodnocovani velkého mnozstvi ziskanych dat. Ocekavali jsme, Ze vyuziti metod
masivné paralelniho sekvenovani u nemocnych s Gorlinovym syndromem  zptesni
azrychli molekuldrné genetickou diagnostiku, jak o tom svéd¢i vysledky Bonilly
a spoluautorq, ktefi identifikovali patogenni variantu genu PTCHI u 19 z 20 vySetienych
nemocnych s Gorlinovym syndromem (Bonilla et al, 2016), nebo vysledky Gianferanteho
a spoluautord, kteti identifikovali patogenni variantu genu PTCHI u 16 z 18
vySetiovanych rodin (Gianferante et al., 2018), zatimco Sangerovym sekvenovanim genu
PTCHI1 byla u nemocnych s Gorlinovym syndromem zachycena patogenni varianta v 50-
85% piipadi (Evans et al., 2018). Na§ soubor pacienti s Gorlinovym syndromem
vySetienych metodou NGS je zatim pfili§ maly: vySetfili jsme deset nové indikovanych
nemocnych, z nich jen tfi splitovali diagnosticka kritéria, u dvou z nich jsme identifikovali
pravdépodobné patogenni variantu genu PTCHI. Uéinnost metody NGS panelu bude
vyhodnocena po vysetfeni vétSiho poctu pacientli. Predpokladame, ze ucCinnost detekce
mutaci bude u nemocnych, ktefi spliiuji diagnosticka kritéria, vyssi nez u diive pouzivané
metody sekvenovani dle Sangera, ktera byla ve FN v Motole 50 %. Metoda NGS je pfitom
schopna detegovat 1 CNV v jednom kroku, coz vyznamné zjednoduSuje a zkracuje

diagnosticky proces.

Vzacnou pfi¢inou Gorlinova syndromu jsou castecné delece genu PTCHI nebo genu
SUFU (URLG6; Smith et al., 2014; Guerrini-Rousseau et al., 2018). Tento typ mutaci nelze
zachytit Sangerovym sekvenovanim. V soucasnosti je metodou volby pro detekci
genovych deleci/duplikaci metoda MLPA, pro rozsahlej§i delece pak molekularné
cytogenetické metody. Detekci CNV rizného rozsahu umoziuje pti vhodném uspotfadani
1 metoda NGS. Na§ genovy panel pro vySetieni Gorlinova syndromu, holoprosencefalie
a dalSich genli byl validovan dodavatelem i pro detekci CNV, coz umoziuje spolehlivou
detekci SNP a CNV soucasné, Metodou MLPA jsou pak piipadné zjisténé delece ovéieny.
Nekteré typy patogennich variant, napt. sestiihové mutace hluboko v intronech nebo

inverze, nelze zachytit vySe uvedenymi metodami. K jejich priikkazu se pouZziva napf.
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analyza mRNA, cilené eseje detekujici mista zlomu nebo junkce (napf. u rekurentnich

inverzi), nebo celogenomové sekvenovani. Tyto typy patogennich variant jsou zodpovédné

v

Gen SUFU jsme analyzovali u 30 nemocnych, z nichz 11 splinovalo diagnosticka
kriteria pro Gorliniv syndrom. Provedli jsme podrobnou analyzu kédujici oblasti genu,
vcetné analyzy CNV, avSak zadnou patogenni variantu v genu SUFU jsme neprokéazali.
Tento vysledek neni v rozporu s publikovanymi daty, kdy pfi celoexomové analyze
u nemocnych s Gorlinovym syndromem byly ¢etnymi autory detegovany pouze patogenni
varianty genu PTCHI (Morita et al., 2015, Bonilla et al., 2016, Matsudate et al., 2017,
Onodera et al., 2017, Gianferante et al., 2018), Velmi podrobné se analyze zarode¢nych
mutaci v genu SUFU u Gorlinova syndromu vénovala Smith a spoluautofi (Smith et al.,
2014). Nasli patogenni variantu genu SUFU v jednom ze 4 analyzovanych exomu
anasledn¢ u 2 z23 dalSich, vesmés PTCHI-negativnich nemocnych vySetfenych
Sangerovym sekvenovanim a metodou MLPA. Ve vSech tiech SUFU-pozitivnich rodinach
se vyskytl meduloblastom, zatimco pouze 2 ze 115 PTCHI-pozitivnich nemocnych méli
meduloblastom. Na zéklad€ téchto pozorovani autoifi odvodili, Ze riziko meduloblastomu
u nosicil patogenni varianty genu PTCHI je mens$i nez 2 %, kdezto u nosic¢l patogenni
varianty genu SUFU je az 20x vys§i. V naSem souboru se meduloblastom v osobni nebo
rodinné anamnéze vyskytl jen u jednoho z tiiceti vy3etienych pacientll. Slo o dvouletou
divku s makrocefalii a meduloblastomem mozecku a s negativni rodinnou anamnézou,
uniz jsme patogenni variantu genu SUFU nezjistili. Mutace genu SUFU vSak nejsou
jedinou moznou ani hlavni molekularni pfi¢inou meduloblastomu. Na zdkladé
molekulédrnich charakteristik jsou meduloblastomy rozdéleny do c¢tyf skupin: skupina
WNT, skupina SHH, skupina 3 a skupina 4 (Kool et al., 2012). Rozs4hld multicentricka
studie zaméfend na genetickou predispozici k meduloblastomu prokazala zarodecnou
mutaci jen v 6 % ptipadd v retrospektivni kohorté a v 5 % piipadii v prospektivni kohorté.
Pacienti pfitom méli v zavislosti na typu meduloblastomu zdrode¢né mutace v genech APC
(ve skupin¢ WNT), PTCHI, SUFU a TP53 (ve skupiné¢ SHH) BRCA2, PALB2
(ve skupindich SHH, 3 a 4). (Waszak et al., 2018). Onemocnéni u nasi pacientky tedy
mohlo byt zplisobeno somatickou mutaci, nebo zarodecnou mutaci jiného genu, nez SUFU.
Nelze ale vyloucit, ze mutace v genu SUFU u ni nebyla pouzitou metodou prokdzana.

Indikace dalSich vySetfeni by se méla opirat o znalost podrobnéjsi klasifikace
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meduloblastomu pacientky. Vysledky ptipadnych dalSich vySetfeni pacientky ndm nejsou

znamy.

Negativni vysledek mutac¢ni analyzy genu SUFU u naSich pacienti mizeme
interpretovat tak, ze jsme nosi¢stvi patogenni varianty genu SUFU u vysetienych pacient
s vysokou pravdépodobnosti vyloucili. Tato skutecnost je vyznamna pro stanoveni
progndzy, zejména pro stanoveni rizika meduloblastomu u vySetiovanych osob a jejich
ptibuznych. Podle soucasnych poznatkl je celkové riziko meduloblastomu u nemocnych
s Gorlinovym syndromem 5 %, ale zatimco riziko meduloblastomu u nemocnych s mutaci
genu PTCHI je pouze 2 %, riziko u nemocnych s mutaci genu SUFU je az 33 % (Evans
et al., 2018).

U deseti nemocnych s podezienim na Gorliniv syndrom jsme vySetfili gen PTCH]I.
Jen tii z deseti vySetfovanych osob pfitom splnili klinicka kriteria pro Gorlinliv syndrom.
U dvou z téchto pacientli (2 ze 3, 67 %) jsme patogenni variantu prokazali. Obé nami
nalezené varianty v genu PTCH1 jsou velmi pravdépodobné patogenni. U prvni pacientky
(viz kapitola 6.3.3.) se jednd o frameshift mutaci, diky které dochazi k pfedc¢asnému vzniku
terminaéniho kodonu a ve vysledku ke vzniku zkraceného abnormalniho proteinu nebo
k degradaci mRNA mechanismem nonsense-mediated decay. U druhé pacientky se jedna
o variantu, kterd naruSuje kanonické misto sestithu mRNA a vede pravdépodobné
k abnormalnimu sestfihu mRNA (viz kapitola 6.3.4.). U jednoho pacienta, ktery spliioval
klinick4 kritéria, jsme metodou NGS nedetekovali Zadnou SNP ani CNV patogenni
variantu v genech PTCHI a SUFU. To ovSem nevylucuje jeji pfitomnost. Pacient by mohl
mit vzacnou sestithovou variantu hluboko v intronu, nebo naptiklad inverzi ¢asti genu.
Tyto typy mutaci unikaji detekci nami pouZitymi metodami, je moZné je detegovat

sekvenovanim mRNA nebo celogenomovym sekvenovanim.

Analyza genu PTCHI metodou NGS je nyni dostupna také jako soucast panelu
genl 1unemocnych s holoprosencefalii. Pfinos metody pro molekularné genetickou
diagnostiku holoprosencefalie bude moci byt vyhodnocen az po vySetfeni vétSiho souboru

nemocnych.

Vsichni pacienti zahrnuti do studie byli indikovani klinickym genetikem

k molekularn¢ genetickému vySetfeni genii, jejichz mutace miZe zpusobit Gorliniv
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syndrom. Ze tficeti vySetienych pacientll vSak pouze 3 nov¢ zafazeni pacienti spliovali
klinicka kritéria. U dvou z téchto pacientli byla nalezena patogenni varianta v genu PTCH1
zapricinujici Gorlindv syndrom. Klinickd data jsme méli k dispozici u 29 pacientt.
Tti z nich nespliovali ani jedno majoritni kritérium ale pouze dvé minoritni. NejcastéjSim
klinickym projevem byly bazaliomy, které jsou popsany u 21 z 29 pacientt. Nase vysledky
naznacuji, ze u nemocnych s mnohocetnymi bazaliomy bez dalSich ptiznakti Gorlinova
syndromu je potvrzeni patogenni varianty v genu PTCHI nebo SUFU velmi
nepravdépodobné. Co je pfi¢inou mnohocetnych bazaliomi u téchto nemocnych vsak
je dale nejasné. Nase vysledky dale svédc¢i pro to, ze mutace genu SUFU jsou jen vzacnou
pricinou Gorlinova syndromu. Vysetieni genu SUFU je pfesto cenné pro upiesnéni rizika

meduloblastomu v rodinach s Gorlinovym syndromem.
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8. Zaver

Klinickd diagnostika Gorlinova syndromu neni snadnd. Gorlinlv syndrom
se projevuje riiznymi ptiznaky, z nichz nékteré se vyvinou teprve s piibyvajicim vékem
pacienta a podezfeni na tento syndrom muze potvrdit nebo vyvratit jen molekularné

genetické vySetteni gent PTCHI a SUFU.

Vysledkem této diplomové prace je identifikace dvou dosud nepopsanych

patogennich variant genu PTCHI u nemocnych s Gorlinovym syndromem.

Nosicstvi mutace genu SUFU jsme s vysokou pravdépodobnosti vyloucili u tficeti
nemocnych s podezienim na Gorliniiv syndrom. Toto zjiSténi je vyznamné pro upiesnéni
progndzy, zejména upiesnéni rizika vyskytu meduloblastomu u téchto nemocnych a jejich

ptibuznych.

Prace dale pfispéla k rozSifeni molekularné genetického vySetfeni u pacientl
s podezienim na Gorliniv syndrom ve FN Motol. Usp&né jsme zavedli analyzu genu
SUFU, ktera se zde do roku 2016 viibec neprovadéla. Zavedli jsme a overtili vySetieni genti
SUFU a PTCHI pomoci NGS panelu. VySetteni genu PTCHI pomoci NGS panelu bude

vyuzito i pro rozsifeni diagnostiky holoprosencefalie.

Budouci pacienti s podezienim na Gorliniv syndrom budou vySetfeni panelem
NGS, coz vyznamnym zpiisobem urychli molekularné genetickou diagnostiku u téchto
nemocnych. Nami zavedené metody Sangerova sekvenovani genu SUFU a detekce CNV
genu SUFU metodou MLPA se budou dale v praxi pouzivat k ovéfeni nalezti v genu

SUFU po pozitivnim nalezu v NGS.

Zavedené metody budou dale vyuzivany v molekularné genetické diagnostice
Gorlinova syndromu a holoprosencefalie. Vysledky vySetfeni byly nebo budou vyuzity
v klinické praxi, jako podklad pro stanoveni genetické prognozy a dalsi péce o vySetfené

pacienty a jejich pfibuzné.
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