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ABSTRAKT

Karcinom prsu je celosvétové nejcastéji diagnostikované naddorové onemocnéni u zen. V
5-10 % vsech ptipadu je pozorovana geneticka souvislost, obvykle zptisobend patogenni mutaci
v nékterém z predispozicnich genli. Ackoliv byla fada posSkozujicich mutaci v kodujici
sekvenci téchto genil popsana, u velkého procenta familiarnich ptipadii (> 50 %) nebyla pti¢ina
dosud nalezena. Rada identifikovanych patogennich mutaci byla lokalizovana v konsenznich
sestfihovych mistech, které maji za néasledek vznik aberantnich sestfihovych forem mRNA a
znich se odvijejici poSkozené proteiny. Malo je vSak zndmo o variantich poskozujicich

regulacni sestfihovéa mista, kterd mohou vést k tvorb¢é obdobnych forem mRNA.

Pro nepfimou analyzu variant, ovliviiujicich pfirozeny sestiih, jsme navrhli metodiku detekce
sestfihovych variant jakéhokoliv genu zaloZzenou na multiplexni PCR a nasledné analyze
pomoci NGS s vysokou citlivosti. Ovéfeni této metodiky na modelu BRCAI odhalila
ptitomnost 94 sestfihovych variant v leukocytech periferni krve, zdravé prsni a ptilehlé tukové
tkani, ¢imz byl vytvoien dosud nejpodrobnéjsi katalog fyziologicky se vyskytujicich mRNA
variant BRCAL.

Nejcastéji se vyskytujici varianty, zachovavajici Cteci rdmec, byly piesné kvantifikovany
pomoci RT-qPCR, kterd odhalila pfitomnost 6 ubikvitné se vyskytujicich alternativnich
transkriptd s relativni expresi > 1 % celkové exprese BRCA1 (AS; A9 10; A9 10,11q; Y13 a
IRIS). Déle jsme prokazali tkanové specifickou miru exprese u variant A9 10, ¥ 13 a IRIS.

VétSina ubikvitnich variant si pravdépodobné zachovava charakter wild-type formy, ¢i

vykazuje dosud neobjasnénou regulacni funkci.

Vysledky prace objasiiuji slozeni a mnozstvi mRNA variant BRCA1 v relevantnich zdravych
tkanich. Na zaklad¢ tohoto katalogu je napt. mozné okamzité identifikovat aberantni sestfihové
mRNA varianty, vyskytujici se v nddorové tkani, ¢i prokazat pfitomnost mutace, vedouci

k deregulaci sestfihu pre-mRNA, v pfipad¢ negativniho vysledku muta¢ni analyzy BRCAI.

Kli¢ova slova: Alternativni sestiih, BRCA1, karcinom prsu, analyza genové exprese



ABSTRACT

Breast cancer is the most common tumor disease diagnosed in women worldwide. The
hereditary character of this disease is observed in 5-10 % of all cases, and it is usually caused
by a pathogenic mutation in one of the predisposition genes. Although a variety of pathogenic
mutations in the coding sequences of these genes was described, the cause of the disease is still
unknown in many familial cases (> 50%). A great number of identified pathogenic mutations
were localized in the consensus splicing sites, which results in the formation of aberrant mRNA
splicing variants and their damaged protein isoforms. However, little is known about mutations
affecting regulatory splicing sites, which can result in the translation of similarly affected

mRNAsS.

In this work, we proposed a method for indirect detection of mutations affecting the natural
splicing pattern of any gene of our interest based on multiplex PCR and NGS with high
sensitivity. Verification of this method on the BRCA1 model gene revealed the presence of the
total of 94 splicing variants in peripheral leucocytes and healthy breast and adjacent fat tissues.

This is the most detailed catalogue of physically occurring BRCA1 mRNA variants thus far.

The most commonly occurring variants, maintaining open reading frame, were quantified by
RT-qPCR which resulted in the characterization of 6 ubiquitously expressed alternative splicing

variants with a relative expression > 1 % of total BRCA1 (AS; A9 10; A9 10,11q; ¥13 and
IRIS). Furthermore, we detected tissue specific levels in the expression of A9 10, ¥13 and

IRIS variants. The majority of ubiquitous variants probably result in protein isoforms which

maintain the BRCA1 wild-type character or an unknown (probably regulatory) function.

This study fully reveals the qualitative and quantitative splicing pattern of BRCA1 mRNA
variants in relevant healthy human tissues. Based on this, we can instantly detect aberrantly
spliced BRCA1 mRNA variants e.g. in tumor tissue and reveal the presence of mutation

affecting the regulatory splicing site in cases of negative mutation analysis of BRCAI.

Key words: Alternative splicing, BRCAI1, breast cancer, gene expression analysis
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1 UVOD

Podle soucasného, obecné pfijimaného modelu kancerogeneze, je pro rozvoj maligni
transformace nutné nakumulovat n¢kolik konsekventnich mutaci v regionech genti regulujicich
zakladni bunééné procesy (Cahill et al., 1999). Uspé&$na nadorové buiika musi pozménit svoji
bunécnou fyziologii, aby byla schopna autonomni proliferace, potlaceni apoptozy, rezistence
k signalim ristovych inhibitor, neomezené moznosti replikacniho potencidlu a nasledné i

mozné angiogeneze, invaze a metastazovani (Hanahan a Weinberg, 2000).

V priibéhu kancerogeneze jsou tradi€nimi cili mutaci tzv. tumor supresorové geny, jejichz
proteinové produkty jsou zapojeny v protinddorovych procesech, jako jsou opravy DNA,
zastaveni buné¢ného cyklu, iniciace apoptozy atd. Avsak dle Knudsonovy teorie dvou zasaha
je nutné alterovat sekvenci DNA na obou aleladch genu, aby byla vyfazena funkce ptislusného
tumor supresorového proteinu (Knudson, 1971). VétSina naddorovych onemocnéni proto vznika
az v pokrocilejsi fazi zivota, ve chvili, kdy se v buiice nakumuluje dostatecné mnozstvi
somaticky vzniklych mutaci nejen v tumor supresorovych genech. Existuje vSak fada
nadorovych onemocnéni, nebo jejich forem, které se projevuji ve vyrazné niz§im véku. U
mnoha z nich jsou predispozice k témto onemocnénim v rodin€ dédény. Divodem je vyskyt
zarode¢né mutace v jednom z tumor supresorovych genii, ¢imz je oslabena protinddorova
,bariéra® a usnadnén proces vzniku tumorogeneze. Ptikladem mohou byt pfi¢inné mutace

v BRCA, které ve vétsSing piipadt zplisobuji dédicnou formu karcinomu prsu.

Identifikace pfi¢innych mutaci u dé€di¢nych nadorovych onemocnéni jsou v dneSni dobé
provadény pomoci masivniho paralelniho sekvenovani, tzv. sekvenovani nové generace — NGS
(New Generation Sequencing), které nam umoziiuje analyzovat genetickou informaci u
rozsahlych genovych paneld, ptipadné celych exomi ¢i genom jedinct. Stinnou strankou takto
mocného nastroje je detekce velkého mnozstvi casto neznamych alteraci s nejasnym dopadem
(VUS — variant of uncertain significance), které je obtizné rychle charakterizovat. Kromé
relativné dobie popsanych zmén v kddujicich a ptilehlych oblastech (bodové mutace, mutace
konsenznich sestfihovych mist, delece/inzerce nebo velké chromozomalni ptrestavby) nebo
epigenetickych zmén ovlivitujicich expresi daného genu (hypermetylace tzv. CpG ostrivka
v promotorové oblasti genu, modifikace histonli a zména oblasti na transkripéné neaktivni
heterochromatin), existuje celd fada mutaci postihujici intronové oblasti, o jejichz dopadu neni

dosud mnoho znamo (Scholzova et al., 2007).



Pokud intronové mutace postihnou sekvenci, na kterou nasedaji sestfihové nebo regulacni
faktory (at’ uz pozitivné nebo negativné ptsobici), mize dojit ke zméné sestiihového vzorce
pro dané geny, a tak k ovlivnéni produkti genové exprese. Kvalitativni (i kvantitativni) zména
na Urovni genové exprese muze mit v fad¢ ptipadu velice zavazné dusledky. Napiiklad tvorba
alternativnich sestiihovych variant (ASV) androgenniho receptoru je uzce spjata se vznikem a

vyvojem metastatickych karcinomt prostaty (Paschalis et al., 2018).

Ackoliv se studium intronovych sekvenci po nastupu NGS mnohonasobné zefektivnilo,
charakterizovat dopad nalezenych intronovych odchylek od referen¢niho genomu u daného
jednotlivce je vzhledem k obrovskému mnozstvi dat z celogenomovych studii a k vysoké
heterogenité intronovych sekvenci napfi¢ populacemi a znacnému mnozstvi privatnich variant
jednotlivce, stale velmi obtizné. Ke spravné interpretaci mutaci, postihujici regulacni sestiihové
sekvence, je nezbytné tyto sekvence napfic introny identifikovat. I pfes existenci fady riaznych
prediktivnich algoritmil in-silico detekce regulacnich mist, neni identifikace téchto oblasti zcela

spolehliva.

Alternativni, v této praci navrhovany, pristup pro odhaleni variant postihujici regula¢ni mista
sestfthu, vychazi ze znalosti vSech fyziologicky vznikajicich sestfihovych forem mRNA.
Detekce riiznych sestfihovych variant je v soucasnych podminkach RNA sekvenovani nové
generace (RNA-Seq) nepomérné snazsi, a proto je 1 relativné snadné touto metodou odhalit
aberantni sestfihovou variantu mRNA pfi znalosti souboru fyziologicky se vyskytujicich

sestithovych variant.

Piedkladana préce je proto zamétena na problematiku vzniku fyziologicky se vyskytujicich
alternativnich sestfihovych variant, ndvrhu metodiky pro jejich komplexni identifikaci a
kvantifikaci s vysokou ptesnosti na modelu BRCA 1, coz je prvni a nezbytny krok pro odliSeni
fyziologicky se vyskytujicich variant od variant vzniklych na zakladé poSkozeni sestfihového

vzorce na urovni mutaci DNA.

Ptes veskery pokrok a znalosti tyto informace (kromé& sporadickych analyz) u vétSiny genti

chybi.
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1.1 Sestrih prekurzorové mRNA

Eukaryotické geny jsou sestaveny ze dvou zékladnich funk¢nich struktur, které se nazyvaji
exony a introny. Jediny rozdil mezi t€émito useky genomové DNA je v jejich pfepisu do
mediatorové RNA (mRNA; messenger RNA), a tedy pfitomnost ve findlni podobé mRNA.
Ptepsané exony v mRNA zistanou a slouzi jako informace pro pteklad do proteint, zatimco

introny jsou vystfizeny a degradovany.

V prvni fazi genové exprese je prepsana DNA celého genu do RNA a tim vznika tzv. primarni
transkript neboli prekurzorovd mRNA (pre-mRNA). Pre-mRNA je déale upravovana nékolika
specifickymi kroky, mezi které patii vytvoreni 5’ Cepicky, sestiih a syntéza poly-A konce.
Zatimco 5’ Cepicka a poly-A konec maji zdsadni roli pro stabilitu maturované mRNA, na
sestfihu zavisi slozeni kodujici sekvence. Teprve po dokonceni téchto zakladnich uprav vznika

finalni produkt — mRNA (Alberts et al., 2008).

U gend s vice nez jednim exonem, kterych je v lidském genomu vétSina, je potieba mit pro
preklad z mRNA do proteinové sekvence jednotnou kodujici sekvenci zbavenou vmezetenych
intront, které casto zaujimaji az 95 % sekvence genu (Mattick a Gagen 2001). Proces odstranéni
intronovych sekvenci se nazyva sestiih pre-mRNA. Sestfih pre-mRNA zalind ve vétSing
ptipadtl ihned po nasyntetizovani prvniho tseku (intronu) uréeného k eliminaci (sestfizeni),
probiha kotranskripéné. Produktem je celistva kddujici sekvence definujici ¢teci rdmec pro
syntézu piislusného proteinu, ktera je obklopena pfilehlymi 5° a 3’ neptekladanymi oblastmi

(UTR; untranslated region; Obr. 1; Pollard a Earnshaw, 2008; Alberts et al., 2008).

5" UTR exon intron 3" UTR
—— —t— —t—

o
ona  ——————

1 Transkripce

premiva —[H—{———

mRNA [TTTTT

Obrazek 1: Schéma vzniku maturované mRNA prepisem z genu a sestfihem. Modré Ctverce
reprezentuji kodujici sekvenci exontl, €ervené useky introny, Zluty (5°) a Sedy (3”) tisek znazornuje
nepiekladané oblasti (UTR) exont a ¢erné je znazornéna prilehla DNA.
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1.1.1 Mechanizmus sestrihu

Sestfih pre-mRNA je v eukaryontnich bunikach provadén vyluéné za pomoci tzv.
spliceosomu, coz je multiproteinovy komplex specificky zajiStujici tento kriticky dilezity
proces maturace mRNA. Spliceosom obsahuje pifes 200 proteint, které vzijemnymi
interakcemi zajist'uji dostate¢nou komplexitu a flexibilitu sestfihového systému. Pomoci
spliceosomu je dle obecného kli¢e rychle a velmi piesné rozezndvano a vystiihovano velké
mnozstvi riznych intronti, vyskytujicich se napfi¢ eukaryotickym genomem (Alberts et al.,

2008).

Katalytické jadro spliceosomu tvoii pét hlavnich sestfihovych faktort — U1, U2, U4, U5 a
U6. Tyto faktory jsou oznacovany jako malé ribonukleoproteiny (snRNP; small
ribonucleoprotein particles), protoZze obsahuji kratké jaderné RNA sekvence (snRNA; small
nuclear RNA). RNA soucasti snRNP slouzi k rozpoznavani DNA sekvenci dulezitych pro
sestiihové pochody. Ribonukleoproteiny se na nové syntetizovanou pre-mRNA vazi
ko-transkripéné (v priabéhu transkripce) a spolecné zajistuji zékladni funkce sestiihu, které
jsou: a) rozeznavani hlavnich (na zac¢atku/konci intronil) a pomocnych (misto vétveni v intronu)
sestithovych mist, b) zajiStovani vhodnych podminek pro transesterfikacni reakce vlastni
sestfithové udalosti pomoci vzajemné kolokalizace (Alberts et al., 2008; Pollard a Earnshaw,

2008).

PtibliZeni a spojeni dvou exontll za soucasného vystiizeni intronového useku, leziciho mezi
témito exony ve form¢ smycky (laridtu), vyZaduje vyznamné dynamické zmény ve strukturach

sestfihového aparatu (Alberts et al., 2008).

e V prvni fazi sestfithové udalosti rozeznava ribonukleoprotein Ul 5’ sestfihové misto,
protein BBP (branch-point binding protein; vazebny protein na misto vétveni)
rozeznava misto vétveni a U2AF (U2 auxiliary factor; pomocny faktor U2) misto
polypyrimidinového traktu.

e V druhé fazi nahrazuje BPP v misté vétveni ribonukleoprotein U2 a vytvoii komplex
s U2AF.

e V pribéhu tieti faze dojde k prestavbé celého komplexu po vstupu tii snRNP (U4/U6
a U5), jenz vyusti v pfiblizeni Ul a U2 navazané na pre-mRNA. Pfiblizeni U1 a U2
umozni prvni transesterifika¢ni reakci mezi 5° koncem intronu a adenosinem v misté

vétveni za vytvoreni smycky.
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e Ve Ctvrté fazi dochazi opét k prestavbé komplexu. Rozpadne se U4/U6 heterodimer,

coz umozni vyménu Ul v 5’ sestfihovém misté za U6. Tak vznika aktivni misto pro

druhou transesterifika¢ni reakci. Touto reakci, kterd spoji konce exontl, je sestfihova

udalost ukonc¢ena (Obr. 2; Valadkhan et al., 2003; Alberts et al., 2008).
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Obrdzek 2: Schéma obou transesterifika¢nich
reakci béhem sestiihové udalosti. Zelené jsou
oznaceny 5’ (GU) a 3’ (AG) konsensni sestfihova
mista v intronu a adenosin v misté vétveni. Riizové
jsou zobrazeny skupiny, které se ucastni prvni
reakce (prvni krok) a modre skupiny, ucastnici se
druhé reakce (druhy krok). Hydroxylova skupina
(2’-OH) adenosinu v misté vétveni v prvnim kroku
atakuje fosfodiesterovou vazbu v 5’ exon-
intronového spojeni (5’ sestiihové misto). Tim se
prerusi fosfodiesterova vazba mezi 5’ exonem a
intronem a dojde k vytvoireni nové fosfodiesterové
vazby mezi 5’ koncem intronu a adenosinem mista
vétveni (5°-2°) za vzniku smycky (lariatu).
Ve druhém kroku je fosfat ve spoji 3’ konce
intronu a 5’ konce exonu (3’ sestiihové misto)
atakovan volnou 3’-OH skupinou exonu
predchoziho a dojde ke spojeni exonil za uvolnéni
smycky. Smycka je pozdéji degradovana. Obrazek
ptevzat z Horowitz, 2012.



1.2 Alternativni RNA sestrih

Krome¢ konstitutivniho (kanonického) sestiihu, kterym oznacujeme sestiih vedouci ke vzniku
referen¢niho / kanonického / resp. divokého typu mRNA (wt; wild-type), dochazi za urcitych
okolnosti 1 k sestfihu alternativnimu, a to az u 95 % multiexonovych gent lidského genomu
(Pan et al., 2008). Jeho podstatou je rozdilné rozpoznani cis-regulacnich sekvenci pre-mRNA
sestfihovym aparatem na zakladé vlivu fady regulacnich faktorti. To ma za nasledek vznik
odlisné (alternativni) mRNA struktury pfi zachovani intaktni primarni struktury genové DNA'

(Obr. 3; Alberts et al., 2008; Pollard a Earnshaw, 2008).
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Obrizek 3: Schéma dopadu alternativniho sestéihu na proteinovy produkt. Cervenymi
obdélniky jsou znazornény konstitutivni exonové sekvence. Modrymi, zelenymi a Zlutymi
obdélniky jsou vyznaceny alternativni exony. Intronové sekvence s 5° sestfihovym mistem (GU),
mistem vétveni (A), polypyrimidinovym mistem (polyPY) a 3’ mistem vétveni (AG) jsou
znazornény ¢erné. Sestiihové faktory Ul — U6 a U2AF jsou vyznaceny oranZovymi, fialovymi a
Zlutymi elipsami. Sipkami s &isly 1-4 jsou znazornény riizné situace alternativniho sestiihu, které
vytvafeji rizné produkty na zaklad€ tkanové specificnosti nebo rtizného piisobeni pomocnych
regulacnich sestfihovych faktorti. Obrazek prevzat z Wood et al., 2010.

' Pokud by se vsak na trovni DNA vyskytla mutace postihujici cis-regula¢ni sestfihovou sekvenci
DNA, a na zaklad¢ této mutace by doslo k patologickym zménam v sestiihu, vznikla sestiihova varianta
by byla oznacena jako patogenni, a jednalo by se o sestfih aberantni.
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1.2.1 Vyznam alternativniho sestfihu

S nastupem NGS a pokrocilé bioinformatiky se snizilo mnozstvi odhadovanych protein
kodujicich gent v lidském genomu z 25 az 40 tisic (90. 1éta) na recentn¢ udavanych 19 tisic
(Ezkurdia et al.,, 2014). Vysoka variabilita proteomu pii piekvapivé nizkém mnozstvi
zdrojovych genil je z velké miry zptisobena alternativnim sestfihem, kdy z jednoho genu vznika
obvykle nékolik proteinovych izoforem s riznorodymi vlastnostmi. Ackoliv je fenomén
alternativniho sestfihu znam uz vice nez 30 let, je mu v posledni dob¢, nejen z tohoto diivodu,

vénovana zvysena pozornost (Pollard a Earnshaw, 2008; Kornblihtt et al., 2013).

Finalni proteinovy produkt mize byt alternativnim sestfihem ovliviiovan kvalitativné i
kvantitativné. Mezi kvalitativni ovlivnéni patii vypadek exonu(li) ¢i inzerce alternativniho
exonu() ¢i vzacné vytvotreni predCasného stop kodonu v alternativnim exon-exonovém
spojeni. Mezi kvantitativni ovlivnéni patfi napt. zmény v 5’- ¢ 3°-UTR, které ovliviiuji

transport mRNA, stabilitu mRNA ¢i silu translace a dalsi.

Translaci alternativné sestfizenych mRNA mohou vznikat soubory proteint obsahujici rtizné
kombinace funk¢énich domén (kédovanych riznymi exony) z jediné pre-mRNA (Obr. 3).
Alternativni produkt se tak mize od kanonického (wt) produktu liSit strukturng, funkéné
(enzymatickou nebo signalni aktivitou), asociacemi s vazebnymi partnery, intracelularni

lokalizaci nebo stabilitou (Alberts et al., 2008; Pollard a Earnshaw, 2008).

1.2.2 Mechanizmus alternativniho sestrihu

Hlavnim principem alternativniho sesttihu je kompetice ,,silnych* a ,,slabych* konsensnich
sestfthovych mist, které jsou ptfitomny napii¢ pre-mRNA, o komponenty spliceosomu (viz
kapitola 1.1.1. Mechanizmus sestfihu). ,,Silnymi*“ sestfihovymi misty oznacujeme ta, kterd
vytvaii diky své sekvenci lepsi vazebné podminky, a tedy 1 afinitu pro sestfihové faktory, a
naopak ,,slabymi‘ ta, kde je vazebna afinita niz§i. O tom, zda bude sestfihové misto pravé pro
konkrétni sestfihovou udalost vyuZzito, dale rozhoduji pozitivni (enhancery) a negativni
(silencery) regulacni sekvence sestfihu spole¢né s navazanymi regulacnimu proteiny, aktualni
strukturou chromatinu a rychlosti transkripce DNA-dependentni RNA polymerazy II (RNAP
IT) a dalsimi (Alberts et al., 2008; Pollard a Earnshaw, 2008; Kornblihtt et al., 2013).
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1.2.2.1 Regulacni sestfihové proteiny

Regulacnich proteinti sestfihu zndme nékolik tfid. Prvni ze dvou hlavnich tfid jsou faktory
bohaté na serin a arginin (SR — serine-arginine rich) a jejich pfibuzné proteiny (SR-related
proteins; Krecic a Swanson, 1999; Cowper et al., 2001). Druhou tfidou jsou heterogenni
nuklearni ribonukleoproteiny (hnRNP; Fu, 1995). Dalsimi faktory, ovlivitujicimi sestfih,
mohou byt tkanovée specifické faktory jako napi. nPTB a PTB, NOVA a FOX (Kafasla et al.,
2012; Jelen et al., 2007; Lee et al., 2009). VSechny tyto regulacni elementy se vazi na pre-
mRNA do konkrétnich sestfihovych mist lokalizovanych uvnitt exonti (ESE — exon splicing
enhancer / ESS — exon splicing silencer) ¢i intronti (ISE — intron splicing enhancer / ISS — intron
splicing silencer). SR proteiny a jejich ptibuzna skupina se vaze na cis elementy, které zesiluji
sestfih mezi nejbliz§im 5’a 3’ sestfihovym mistem, zatimco hnRNP faktory se vazi na tlumici
sekvence u 3’ mista, kde inhibuji moZnost sestfihu, nebo podporuji pouziti vzdalené&jsiho 5’
sestfihového mista (Shen a Green, 2004; Blencowe, 2000; Fairbrother a Chasin, 2000). Pomér
jaderné koncentrace pozitivn¢ pusobicich SR proteinti a inhibi¢énich hnRNP faktorti je proto
jednim ze zakladnich regulac¢nich mechanizmil alternativniho sestfihu (Caceres et al., 1994;

Obr 4.)

ESE  ESS

\

Obrazek 4: Schéma regulacnich sekvenci a faktoru alternativniho sestiihu. Modré kruhy
znazoriuji proteiny rodiny heterogennich nuklearnich ribonukleoproteini (hnRNP). Cervené
kruhy zndzoruji faktory rodiny serin-arginin bohatych proteinti (SR). Modré valce znazoriu;ji
intron (ISS) a exon (ESS) negativné regula¢ni oblasti. Cervené valce znazoriiuji exonové (ESE) a
intronové (ISE) regulacni oblasti. Zelené jsou znazornény proteiny piimo se ucastnici sestiihu,
Zluté exony a modrou ¢arou intronové oblasti pre-mRNA. Obrazek prevzat z Kornblihtt et al.,
2013.

1.2.2.2 Regulace spojena s transkripci

Piivodni predstava o tvorbé a maturaci mRNA byla rozdélena do jednotlivych, vzajemné

nezavislych krokii — nejprve translace pre-mRNA a az po jejim ukonceni sestiih pre-mRNA —
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a to 1 navzdory teoriim, které popisovaly sestfih kotranskripcné (Beyer a Osheim, 1988). Teprve
v poslednim desetileti se definitivné prokazalo, ze kotranskripéné probihé vétsina sestfihovych
udalosti, a to napfi¢ eukaryotickymi organizmy (vCetné Clovéka; Ramanouskaya a Grinev,

2017).

Ditlezitym objevem byl mechanizmus umisténi sestiithovych faktorii do mist transkripce
pomoci vazby na proteinovy transkripéni superkomplex (obsahujici RNAP II, zakladni
transkripéni faktory, tkédnoveé / genové specifické transkripéni faktory, pomocné proteiny,
zesilovace transkripce a dalsi), ve kterém ma zasadni tlohu C terminalni doména (CTD) RNAP
I (Mufioz et al., 2010). CTD RNAP II je schopna vézat fadu alternativnich sestfihovych faktori
(SR proteintl), které kotranskripcné svoji pfitomnosti ovliviiuji mechanizmus alternativniho
sestiihu (Das et al., 2007). Pfimy vztah mezi vazbou SR proteini na CTD RNAP II a
alternativnim sestfihem byl prok4zan, mimo jiné, in-vitro pokusy se zkracenou CTD RNAP II

a inaktivaci genu pro SR protein SRSF3 (Obr. 5; de la Mata a Kornblihtt, 2006).

Obrazek 5: Schéma regulace alternativniho
sestiihu vazbou regula¢nich proteinii na
RNAP II. Tmavé oranZové je oznaCen
alternativni exon 33, ktery je na zakladé
pritomnosti negativné ovliviiyjictho SR
proteinu SRSF3 (€ervené) navazaném na
CTD RNAP II (zelené) vysttihnut z pre-
mRNA fibronektinu. Obrazek pievzat z
Kornblihtt et al., 2013.

Pol ll

1.2.2.3 Regulace spojena s rychlosti RNA polymerazy I

Dal$im, dlouhou dobu diskutovanym, mechanizmem, ovlivitujicim alternativni sestiih, je vliv
rychlosti elongace RNAP II (Aebi a Weissmann; 1987). Plvodni teorie zalozena na in vitro
sestiithovych pokusech vysvétluje ovlivnéni alternativniho sestfihu na zdklad¢ vzniku
sekundarnich struktur RNA, jejichZ dynamika vzniku je ovlivnéna rychlosti RNAP II (Eperon
et al., 1988). Tato teorie byla béhem let rozvijena a postupné byl prokazan vliv promotoru na
fosforylaci CTD RNAP II, a tim na rychlost jeji elongace (Cramer et al., 1997 a 1999;
Kornblihtt, 2005). Principem tohoto mechanizmu pii ,rychlé” elongaci RNAP II je

,preskoceni (vystfizeni) alternativniho exonu se slabym sestfihovym mistem nebo
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neumoznéni nasednuti negativné pusobicich faktort na sestiih. Pti elongaci ,,pomalé* je mozné
zahrnuti alternativniho exonu nebo vystfizeni konstitutivniho exonu v dusledku negativniho

ovlivnéni regulacnich proteinti (Obr. 6; Luco et al., 2011 a Kornblihtt et al., 2013).

a Fast elongation Slow elongation
Weak Strong
3" splice site 3’ splice site

Obrazek 6: Schéma vlivu
rychlosti elongace RNAP II
na alternativni sestiih:

a) alternativni exon (tmavé
oranZovy valec) se slabym 3’
sestithovym mistem je pfi
rychlé elongaci (Fast
elongation) vystfizen zpre-
mRNA (Exon skipping) a pii
pomalé elongaci (Slow

( [ u L T { i . .
elongation) je v pre-mRNA
b Fast elongation Slow elongation pOneChan (EXOII lllClllSlon)
5 s e, o,
3E;;Ti%esite 3}2%%%8 site b) konstitutivni exon se silnym 3’

sestithovym mistem je pii
rychlé  elongaci  zafazen,
zatimco pii pomalé elongaci se
na regulacni misto sestiihu
(zeleny valec) vaze negativné
pusobici jaderny faktor
(modie) a exon je vystfizen.
Obrazek prevzat z Kornblihtt et
al., 2013.

1.2.2.4 Regulace spojena se strukturou chromatinu

Po objeveni zdkladnich regula¢nich mechanizmli a béhem jejich intenzivniho zkoumani
zacalo byt jasné, ze regulace alternativniho sestfihu bude mnohem komplexnéjsi, nez se
puvodné piredpokladalo. Ani vazba RNA regula¢nich sestiihovych proteinti ¢i rychlost elongace

RNAP II pln€¢ nevysvétlovaly vSechny dosud pozorované aspekty alternativniho sestiihu
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in vivo. Teprve objeveni vlivu struktury chromatinu a epigenetickych modifikaci histont

celkovy model regulace alternativniho sesttihu doplnilo (Luco et al., 2011).

Nékolik studii postupné prokazalo negativni vliv kompaktnosti chromatinu na rychlost
RNAP II poté, co byla pozorovana souvislost mezi mRNA transkripty se zahrnutym
alternativnim exonem a nizkou mirou replikace templatové DNA zpusobenou vysokou mirou
uspofadanosti chromatinu (Kadener et al., 2001). Byla ukazana schopnost remodela¢niho
komplexu SWI/SNF ve spojeni s CD44 vézat sestfihovy faktor SAM6S8, a tim regulovat
alternativni sestiih vytvorenim fyzického bloku elongace RNAP II, ktera je takto zpomalena

(Batsché et al., 2005).

Dale byl prokazan vliv post-translacnich histonovych modifikaci na rychlost elongace RNAP
II, ktery zaroven odpovida mife transkripce daného genu. Zjednodusené fe¢eno, modifikace
podporujici transkripci (napt. H3K36me3, H3K4me2, H3K4me3 a H3KO9ac) rozvoliluji
chromatin, usnadiiuji elongaci RNAP II, ¢imz ovliviluji sestfih (napf. nezafazenim
alternativniho exonu do finalniho transkriptu). Naopak modifikace negativné podporujici
transkripci (napi. H3K9me2, H3K9me3 a H3K27me3) plisobni na alternativni sestfih ve smyslu
opacném (Kornblihtt et al., 2013, Obr. 7).

a NCAM b FGFR2

Neuron Neuron Mesenchymal Epithelial
depolarization differentiation cells cells

H3K9ac — H3K9me LEEE) = H3K36me3 H3K4me3

l

—/—— CcCTT —/— =TT

Obrazek 7: Schéma vlivu chromatinu na mechanizmus alternativniho sestiihu: a) ptiklad vlivu
post-translacni pozitivni (H3K9ac, vlevo) a negativni (H3K9me, vpravo) modifikace histont (svétle
Zlut€) na rychlost RNAP II (zelené) a zahrnuti alternativniho exonu (tmavé oranzZové) do
transkriptu genu NCAM b) vliv vazby komplexu MRG15 (zelené) a sestfihového faktoru PTB
(Cervené) s modifikovanym H3K36me3 na vystiihnuti alternativniho exonu (tmavé oranZove)
genu FGFR2 oproti modifikovanému H3K4me3, ktery komplex s MRG15 a PTB neposkytuje.
Obrazek prevzat z Kornblihtt et al., 2013.
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Kromé obecného efektu post-transla¢nich modifikaci histonovych konct byl pozorovan vliv
konkrétnich modifikaci na sestfihové udalosti. Naptiklad trimetylované lysiny 36 na histonech
H3 (H3K36me3) jsou vazebnym cilem adaptorového protein MRG15, ktery interaguje se
sestfihovym faktorem PTB. Tento komplex pak redukuje zahrnuti alternativniho exonu do
transkriptu. Modifikace H3K36me3 podporuje vznik transkriptu obsahujici pouze kanonické
exony, zatimco jiné pozitivné-transkripéni modifikace tyto vazby neumoziuji, coz muize

napomahat vzniku transkriptt alternativnich (Obr. 7b; Kolasinska-Zwierz et al., 2009).

1.2.2.5 Alternativni sestfih na zakladé volnych sestfihovych mist

Zvlastnim piipadem alternativniho sestfihu jsou tzv. volna sestfihova mista (Leaky splice sites
— LSS, nékdy téz nazyvano jako noisy splicing). Jedna se o konsenzni sestiihové sekvence,
které si proteiny sestfihového aparatu vyberou v dané lokaci jako alternativu ke klasickému
sestfihovému mistu, a to nejen v pfipad¢ pritomné mutace v klasickém sestiihovém miste.
Dojde tak k tvorbé alternativniho donorového nebo akceptorového sestiihového mista (SDS /

SAS — splice donor / acceptor site).

S preferenci volného sestfihového mista proteiny spliceosomu je, kromé faktorQ
diskutovanych v piedchozich kapitolach, spojena hlavné ,sila® (motiv) dané konsenzni
sestfithové sekvence (v porovnani se ,,silou sousediciho klasického sestiithového mista) a také
chybovost sestfihového aparatu, kterd je odhadovana na 0,7 % (Pickrell et al., 2010; Cooper
and Mattox 1997).

Zajimavosti je CetnéjSi vyuziti volnych sestfihovych mist u méné exprimovanych gend,
zatimco u vysoce exprimovanych gend, které Castéji obsahuji kratké introny, se s timto

fenoménem témér nesetkame (Pickrell et al., 2010).
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1.3 Vyznam sestrihu u genu predisponujicich k dédi¢né formé

karcinomu prsu

Regula¢ni mechanizmy ovlivilyjici vznik alternativnich sestfihovych variant (ASV), které
byly shrnuty v pfedchozi kapitole, davaji vzniknout vice nez 20 tisicim ASV vznikajicich z
méné nez 20 tisic protein-kddujicich genti. Tento odhad je odvozen z proteomickych dat
z databaze neXtProt (ver. 2015 06), diky které byly v lidském organismu identifikovany
priméré 1,1 + 0,1 alternativni sestfihové varianty na jeden protein-kodujici gen (z jednoho

genu tedy vznikd 2,1 transkripéni varianty; Ponomarenko et al., 2016).

Nase laboratof se v ramci svého onkogenetického zaméfeni zabyva geny predisponujicimi ke
vzniku dédi¢né formy karcinomu prsu a ovaria. Na zaklad¢ naseho ptedchoziho pilotniho
vyzkumu identifikace ASV (Sevcik et al., 2010; Hojny, 2012; Hojny et al., 2017 - viz ptiloha
4) a funk¢ni charakterizace vybranych ASV BRCA1 (Sevcik et al., 2012; Sevcik et al., 2013 —
viz ptiloha 5) se tato prace dale zamétuje na problematiku alternativniho sestfihu BRCA! jako

modelového genu, ktery je z pohledu ASV nejvice probadan.

1.3.1 Predispozi¢ni geny dédiéné formy karcinomu prsu

Karcinom prsu je nejéastéjsim zenskym onkologickym onemocnénim v Ceské republice se
stoupajici incidenci (134,4/100 tis. Zen), a v poslednich dvaceti letech mirné klesajici
mortalitou (35,5/100 tis. zen; UZIS CR, data k roku 2016). Vétsina piipadii vykazuje formu
sporadického onemocnéni vznikajiciho na zaklad¢ kumulace somatickych mutaci v prsni tkani

postizeného jedince v pribchu Zivota.

U zhruba 5 az 10 % ze vSech pfipadii karcinomu prsu je pozorovana dédi¢na souvislost.
Dédi¢na forma onemocnéni vykazuje proti sporadické formé nékolik zasadnich odliSnosti,
zejména nastup onemocnéni ve vyrazné mladSim véku, nddorové rekurence a multiplicity, Casto
odlisny histologicky typ ¢i vyskyt asociovanych nddorovych onemocnéni, jako je naptiklad
karcinom ovaria. Postupem ¢asu byla na zdklad€ analyz genomové DNA v rodindch s dédi¢nou
formou karcinomu prsu identifikovana fada gent, jejichz patogenni mutace k tomuto subtypu
nadorového onemocnéni predisponuji (Pohlreich et al., 2005; Lhota et al., 2016). Tyto geny
muzeme rozdelit na geny vyznamné zvysujici riziko vzniku tohoto onemocnéni (relativni riziko
>5; BRCAI a BRCA2, TP53, PTEN) a geny se stfedni ¢i nizsi penetranci (relativni riziko je
mezi 2 a 5; PALB2, ATM, CHEK?2, BRIP1, RAD51C, a dalsi; Filippini a Vega, 2013).
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Zajimavym faktem je pfima ucast vétSiny jmenovanych genti na opravé nebo identifikaci /
signalizaci vzniku dvoufetézcovych zlomti DNA pomoci homologni rekombinace, ¢i na

regulaci téchto funkci (Obr. 8; Bartkova et al., 2008).

Obrazek 8: Schéma proteind, ucastnicich se
homologni rekombinace na nékolika
urovnich. Geny zaroven predisponujicich ke
vzniku dédiéné formy karcinomu prsu jsou
vyznaceny €ervené — ATM a MRN komplex —
signalizace poskozeni; CHEK2 - prenos
signalu; BRCA1, BRIP1, BRCA2, PALB2,
RADSI1 - vlastni oprava a jeji regulace; pS3 —
zastaveni bunécného cyklu a aktivace
apoptdzy. Upraveno dle Bartkova et al., 2008.

M DNA

P P P
CDC25A @ CDC25C

Regulace bunécného cyklu Homologni rekombinace
Apoptodza Obnoveni replikace DNA

Pticinné mutace v BRCA1 jsou u zatiZenych rodin celorepublikové nejcastéjsi. Kumulativni
celozivotni riziko vzniku karcinomu prsu je u nosicii téchto mutaci zaroven nejvyssi. U 80leté
nosicky mutace bylo riziko vypocitano na 72 % (u druhého nejcastéji mutovaného genu BRCA2
je to 69 %; Kuchenbaecker et al., 2017). Dle databaze BIC (Breast Cancer Information Core -
https://research.nhgri.nih.gov/bic/), kterad obsahuje 15311 zdznam alteraci sekvence BRCAI,
ma 6133 (40 %) variant protein poskozujici charakter (posuvné, nesmyslné, sestiihové a

piestavby) a nachazi se naptic celou kddujici sekvenci (Anantha et al., 2017).

1.3.2 BRCA1

Gen BRCA I (Breast Cancer 1 Gene; OMIM 13705) byl definitivné identifikovan v roce 1994,
po intenzivnim vyzkumu oblasti predisponujicimu k dédiéné formeé karcinomu prsu na dlouhém
raménku chromozomu 17 (17q21.31; Hall et al., 1990; Miki et al., 1994). Gen ma velikost

81 188 parti bazi (bp) a sestava se z 23 délkoveé vyrazné heterogennich exond (Obr. 9.)

9 12 1719 2123
2ple] 7 [s] 1 Bl
10 18 20 22

Obrazek 9: SloZeni a poméry délek kédujicich exonii genu BRCA1. Nejdelsim exonem je exon 11,
ktery ma velikost 3426 bp a zahrnuje tak vice jak 60 % kodujici sekvence. Nejmensi exon 19
obsahuje pouze 41 bp. Délka zobrazenych exonli na obrazku pomérové odpovida jejich
velikosti (bp).
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Prvni exon je nekddujici” a jedenacty exon zaujima vice nez 60 % kodujici sekvence (Obr. 9;

Smith et al., 1996).

1.3.2.1 Struktura transkriptu BRCA1

Kanonicky transkript genu BRCA I ma velikost 7,8 kb a obsahuje 23 exont, z nichz 22 koduje
fadu funkénich domén napti¢ 1863 aminokyselinovym proteinem o velikosti 220 kD (Obr 10.),
které zajist'uji hlavni popisované funkce kanonické formy BRCAI.

Na 5’ konci transkriptu je ptes 3 exony lokalizovana RING finger doména (Really Interesting
New Gene) schopna vazby Zn?* (aminokyseliny 24-65). Je to jedna z charakteristickych E3-
ubikvitinligdzovych domén (enzymatickych domén schopnych katalyzovat vazbu ubikvitinu na
specificky cilovy protein; Miki et al., 1994). Tato doména je zaroven schopna vazby se stejnou
doménou jinych proteinil, coz mnohonédsobné zvySuje katalyticky potencidl vzniklého E3-

ubikvitinligdzoivého heterokomplexu (Lorick et al., 1999).

e e3 e5 e6 e7 98 e9 elO ell el2 el3
H i HE I ! i':ll
it 1 1 000 L1 1 \ |
ATGTGT _ AAA AGG TAT TTGCAGGGA AGT GCT P F’ PPPeeT PtaccAG PGCA
Met Cys Lys Arg Tyr LeuGIn Gly Ser Ala Gly GIn GIn  Ala
M1 [2n [45] (1] [101] [147] [148] [183]  [198] [224] [1366] [1395,1396]  [1453]
eld el5 e16 el7 el8 el9 e20 e21 e2? e23 e24
—— 4_"‘“. e it

p—— i £ g

o] m et WL el

PaccPPFeac TTTATG GAT __ TGG GAGCAT AAGATC GAT ACAGGT  GCA TACTGA
Arg Glu PheIlet [Asp Tmp [GIL# His [L)rswlle ﬁ\sp Thr Gly Ala T1yrST0P
[149] 1692] (1718] [1731,4732) [1759,1760]  [1778] [1802,1803]  [1823] [1863]

559] 662 1663]

Obrazek 10: Schéma oblastni kédujicich funkéni domény v kanonickém transkriptu BRCA1.
Cervené — RING doména. Zelen& (DBD) — DNA vazebna doména. Zluté (SCD) — doména bohaté
na seriny. Sedé — BRCT domény. Mod¥e jsou oznateny exony, které nezptisobuji posun &teciho
ramce po vypadku z transkriptu a €ervené ty, které po vypadku posun zptisobi. Obrazek je rozdélen
na dvé ¢asti v exonu 14. Upraveno dle Sevcik et al., 2012; Hojny 2012.

? Dle ptivodni nomenklatury chybi v transkriptu BRCA1 exon 4. Tento exon 4 je oznacovan jako
alternativni (piivodné byl chybné identifikovan, jako sou¢ast kanonického transkriptu). Transkript dle
puvodni, staré nomenklatury, obsahuje kodujici exony 2-3 a poté 5-24 a kromé klasického exonu 13
ptipadné€ i alternativni exon 13 (umistén mezi exony 13 a 14).

V nové, aktualizované, nomenklatufe je poradi exonti piepocitano, ,alternativni exon 4 vyrazen, a
jako ,,novy“ exon 4 oznacen puivodni exon 5 atd. Pro zménu je vSak v nové nomenklatufe vynechan
exon 13, kterym je oznaCovan pivodné alternativni exon 13. Dle nové nomenklatury, ma BRCAI
kodujici exony 2-12 a 14-24, piicemz exony 2 a 3 a exony 14-24 si u obou nomenklatur odpovidaji.
Exony 4 az 12 dle nové nomenklatury odpovidaji ¢islovani exont 5 az 13 dle ptivodni nomenklatury.

V této praci je pouzivana pivodni nomenklatura exoni, ktera se v literatufe stale pouziva.
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Na 3’ konci transkriptu nalezneme oblasti kodujici tandemové BRCT domény (BRCA1 C-
terminal; AK 1642-1736 a 1756-1855; Williams et al., 2001). Tyto vazebné domény zajist'uji
specifickou vazbu na fadu konkrétnich fosfoproteinovych epitopti, diky které mize BRCA1
vytvaret nékolik funkéné odlisSnych proteinovych makrokomplexii, plnicich rizné ulohy

v prub¢hu oprav dvoutetézcovych zlomi DNA (Koonin et al., 1996; Bork et al., 1997).

V transkriptu BRCAL1 jsou kdédovany dva jaderné lokalizacni signaly (NLS; aminokyseliny
501-508 a 607-614), které¢ jsou schopné interagovat s importinem o, avSak samy o sobé
nezajistuji vstup BRCA1 do jadra (Chen et al., 1996; Thakur et al., 1997). Ten je zajistén
heterodimerni vazbou RING finger domén s proteinem BARDI, kdy je vyuzivan silny NLS
BARDI. Tato vazba zarovein kryje dva silné nuklearni exportni signdly (NES; aminokyseliny

22-30 a 81-99) v BRCA1 (Rodriguez a Henderson, 2000; Fabbro et al., 2002).

Mezi 3840. a 4572. kodujici bazi transkriptu je lokalizovan tusek, ktery dava vzniknout
doméné bohaté na serinové zbytky. Serinovd doména slouZzi jako aktivacni doména proteinu
BRCA. Fosforylaci téchto zbytkli fadou kindz (dominantné¢ ATM a ATR, dale také CDK2,
DNA-PKcs, CHK2, Aktl a AURKA) je modulovana konformace proteinu (zvlasté pak C-
koncovych BRCT domén), kterd pfimo ovlivituje vazebnou kapacitu BRCA1 k fad¢ vazebnych
partnerti v pribéhu oprav dvoufetézcovych zlomli DNA homologni rekombinaci (Ouchi et al.,

2006).

Byla prokazana schopnost proteinu BRCA1 nespecifické vazby na jednofetézcoveé 300-500
bazi dlouhé Gseky DNA, ktera je zajiStovana DNA-vazebnou doménou lokalizovanou mezi
452. a 1079. aminokyselinou. Tato schopnost je pravdépodobné vyuZivana pii opravach
dvouretézcovych zloml nebo pii kolapsu replikacni vidlice, kdy je velké mnozstvi molekul
BRCA1 (¢ komplexti s BRCA1) schopno vézat volnou DNA a zabranovat tak dalSimu
poskozovani, a zaroven, spolené s ostatnimi proteiny, modulovat opravu tohoto poskozeni

(Paull et al., 2001).

Kromé DNA-vazebné domény a obou jadernych lokaliza¢nich signéld jsou vSechny ostatni
domény kodovany vzdy nékolika, po sob¢ jdoucimi, exony. Zména v posloupnosti primarniho
transkriptu (at’ uz ve formé aberantniho nebo alternativniho sestfihu) by znamenala, zvI4ste pro
konzervované RING a BRCT domény, vyznamny zasah do popisovanych funkci

translatovaného proteinu.
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1.3.2.2 Funkce proteinu BRCA1

Lokalizace a popsani genu BRCAI v roce 1994 zaroven odstartovalo intenzivni praci mnoha
veédeckych skupin na objasnéni funkce BRCA1 v lidském organizmu. Postupem casu bylo
zjisténo, ze hlavni funkci tohoto jaderného fosfoproteinu a zaroven tumor-supresoru je
udrzovani stability genomové DNA. Stabilita je udrzovana pomoci modulace oprav
dvoufetézcovych zloml homologni rekombinaci a oprav DNA pii zhrouceni replika¢ni vidlice
v prub¢hu replikace gDNA. Nepostradatelnost proteinu BRCA1 a jeho funkci pro (lidsky)
organizmus prokazuje experiment s mys$imi embryi BRCAI”, které vykazovaly ¢asnou letalitu

(Hakem et al., 1996).

BRCA1 plni své funkce v organizmu na nékolika urovnich pomoci proteinovych
multikomplexi, které se odliSuji slozenim a konkrétni funkci v ramci oprav dvoutetézcovych

zlomu DNA.

Zasadnim vazebnym partnerem BRCAL je protein BARDI, ktery s BRCA1 interaguje na N
konci pomoci RING finger domén obou proteinti, ¢imz je zajistén transport BRCA1 do jadra
(viz ptedchozi kapitola). Déle je touto vazbou mnohonédsobné zvysSena E3-ubikvitinligdzova
aktivita heterokomplexu, kterd je vyuZita pii signalizaci béhem oprav zlomi
(monoubikvitinylace histonu H2AX a proteinu CtIP; Dever et al., 2012; Mallery et al., 2002;
Morris a Solomon, 2004). Komplex s BARDI je také nazyvan ,,core complex* (volné pielozeno
jako zékladni komplex), ktery je soucasti dalSich, ,,nadstavbovych® komplext tvotenych C

koncem BRCAL.

C koncové multikomplexy jsou oznacovany podle klicovych interakénich partnerit BRCAT —
A (protein Abraxas), B (helikaza BRIP1) a C (CtIP) a dale je znam komplex oznacovany jako
BRCC (Huen et al., 2010).

e BRCAI1A obsahuje proteiny Abraxas (ABRA1), RAP80, BRCC36, BRCC45 aNBA1
a jeho hlavni funkci je lokalizovat BRCA1/BARDI a BRCC36 do mist poskozeni
DNA, kde tyto proteiny ubikvitinyluji (BRCA1/BARD) / deubikvitinyluji (BRCC36)
své substraty, a tak reguluji procesy oprav DNA (Wang et al., 2009; Dever et al.,
2012).

e BRCAIB je slozen z helikdzy BRIP1 (zndma také jako BACHI1) a TOPBP1. Béhem
S faze bunécného cyklu se pfimo ucastni replikace DNA, pfipadnych oprav a

signalizace poSkozeni v jejim priibéhu (Cantor et al., 2001, Huen et al., 2010).
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e BRCAIC se sklada z proteinu CtIP a MRN komplexu (MRE11/RADS5S0/NBS1), ktery
je v prubéhu oprav pomoci homologni rekombinace zodpovédny za 5° — 3’ resekci
jednoho vlakna dvousroubovice. Vznikajici dlouhé jednotfetézcové 3’ piesahy jsou
nezbytné pro spravny prubéh homologni rekombinace (Huen et al., 2010).

e BRCC komplex je tvoien proteiny RADS51, PALB2 a BRCA2. Jedna se o klicovy
komplex pribéhu homologni rekombinace, ktery je zodpovédny za vyhledavani
homolognich sekvenci na sesterské chromatidé. Ta poté slouzi jako templat pro

opravu poskozené¢ho mista (Wong et al., 1997; Scully et al., 1997).

Z popisu je ziejmé, ze BRCA1 je univerzalni interakéni partner proteinovych komplexa
ucastnicich se (nejen) homologni rekombinace na nékolika Grovnich. Da se uvazovat, ze
v zavislosti na mife své fosforylace v doméné bohaté na seriny (od hlavnich signdlnich a
pomocnych kinaz) vaze BRCA1 pomoci svych BRCT domén nékterého ze svych vazebnych
partner z komplexti A-C ¢i BRCC. Mira ¢i kombinace fosforylovanych serinii a dynamika
fosforylace v prib¢hu oprav by se tak odrazela na dynamice vzniku BRCA1 komplexd, a tim
na konkrétni fazi oprav dvoutetézcovych zlomti DNA, ¢i oprav spojenych s poSkozenim béhem

replikace DNA.

1.3.3 Alternativni sestfihové varianty BRCA1 a jejich vyznam

S ohledem na velikost kodujici oblasti genu BRCAI a jeho clenéni do 22 exoni, byly
(mutacni) analyzy v ranych experimentech obvykle provadény na urovni mRNA, coZ vyustilo
v identifikaci a popis prvnich ASV uz dva roky po objevu BRCA1. Prvotné byly identifikovany
a dale zkoumany varianty s vypadkem exond 9 a 10 (BRCA1A9 10), varianta se zkracenym
exonem 11 o jeho poslednich 3309 bp (BRCA1Allq, nékdy oznacovand jen jako 11q) a
kombinace téchto variant BRCA1A9 11,11q (Lu et al., 1996).

Thned po jejich popsani se jejich funkénimi analyzami zacala zabyvat fada skupin (Wilson et
al., 1997; Wang et al., 1997; Chai et al., 2001) a prvni prace, popisujici expresni profil
zminénych variant v riznych bunéénych liniich v pribéhu bunééného cyklu, je z roku 2001
(Orban a Olah, 2001). V této praci je ukdzana rozdilnd mira exprese variant v bunécnych liniich
karcinomu prsu v porovndni s liniemi karcinomu ovaria a leukémie. Prace dale naznacuje
moznost vlivu deregulovaného alt. sestfihu na tumorogenezi, 1 pti absenci zdrode¢nych mutaci

BRCAI
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V nasledujici praci Orbana a Olahové (2003) je poprvé publikovan souhrn do té doby
identifikovanych ASV BRCA1 se seznamem tkani, ve kterych byly detekovany (Tab. 1; Orban
a Olah, 2003).

Tabulka 1: Souhrn alternativnich sestfihovych variant BRCA1 dle Orbana a Olahové, 2003.

Popis varianty Tkanovy puvod
wt BRCAL1 prs, ovarium, varle, brzlik a dalsi
- s exonem la prs, ovarium, varle, brzlik
- s exonem 1b placenta
A2 10 prs, lymfocyty
A5 prs, ovarium, lymfocyty
Varianty A6,5q prs, lymfocyty
zachovavajici A9 10 prs, ovarium, lymfocyty
Cteci ramec A9 10,11q prs, ovarium, lymfocyty
A9 11 prs, lymfocyty
11q prs, ovarium, lymfocyty
All ovarium, Stitna zlaza
Al4 17 prs, lymfocyty
Al14 18 prs, lymfocyty
A3 prs, lymfocyty
) A3,5q lymfocyty
Varianty 3 : Ivmfoc
q prs, ovarium, ly yty
> posutieri A6 7 lymfocyty
cteciho ramce =
A9 lymfocyty
A15 17 prs, lymfocyty
Identifikované +3bp 5 exon8 prs
varianty +3bp 5 exon 14 prs
vyuzivajici volna | -3 bp 5’ exon § prs, lymfocyty
sestfihova mista | -3 bp 5’ exon 12; 11q prs
(LSS) -6 bp 3’ exon la ledviny, plice, dalsi

V roce 2004 byla popsana zvlastni sestfihova varianta genu BRCAI — varianta BRCA1 IRIS
(In-frame Reading of BRCAI1 Intron Splice variant). Tato sestfihova varianta, shodné
s kanonickou variantou, obsahuje kodujici exony 2 az 11, po kterych vSak néasleduje 335 bazi
ptilehlého intronu 11, ve kterém je pfitomny STOP kodoén a poly-A signdl. Déle obsahuje
varianta IRIS odli$nou ¢ast sekvence v exonu 1, ktery byl pojmenovan jako exon Ic. Sekvence
5 ¢asti exonu 1c byla, dle préce, identifikovana 24 Mb ptfed samotnym genem, coZ naznacuje
vyuziti jiného promotoru pro expresi transkriptu BRCA1-IRIS. Vznikly proteinovy produkt ma
stejnou proteinovou sekvenci, jako BRCAL, kterd je vSak ,,pfedCasné* ukoncena po exonu 11

inzerci 34 aminokyselin kodovanych pfilehlou ¢asti intronu 11 (EIShamy a Livingston 2004).
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V ramci diagnostiky dédi¢né nadorové predispozice v letech 1997 az 2006 byly na trovni
mRNA v Laboratofi onkogenetiky Ustavu biochemie a experimentalni onkologie 1. LF UK
ndhodné identifikovany alternativni sestfihové varianty BRCAI1, vcetné variant dosud

nepopsanych (Tab. 2; Pohlreich et al., 2006).

Tabulka 2: Souhrn nalezenych alternativnich sestfihovych variant BRCA1 v Laboratofi
onkogenetiky na Ustavu biochemie a experimentalni onkologie 1. LF UK identifikovanych
v ramci diagnostiky dédi¢né nadorové predispozice na irovni mRNA v letech 1997 az 2006.
Barevné jsou zvyraznény varianty do té doby nepopsané. Zelené varianty zachovavajici Cteci
ramec. Cervené varianty s posunem &teciho ramee.

Popis varianty Tkanovy puvod

A3 lymfocyty periferni krve

A3 5 lymfocyty periferni krve

. A5 lymfocyty periferni krve

Varlant}/ ..., | A9 10 lymfocyty periferni krve
zachovéavajici Cteci = ——

rAmec A9 11 lymfocyty periferni krve

Al13 19 lymfocyty periferni krve

Al4 15 lymfocyty periferni krve

A17 19 lymfocyty periferni krve

A9 lymfocyty periferni krve

A10 lymfocyty periferni krve

Varianty s posunem | AlS lymfocyty periferni krve

¢teciho ramce A15 17 lymfocyty periferni krve

Al7 lymfocyty periferni krve

A21 lymfocyty periferni krve

Z nalezti publikovanych do té doby bylo patrné, ze z BRCAI se tvoii v prubéhu exprese

neobvykle velké spektrum riznych transkripta.
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Rozsahla studie konsorcia ENIGMA (Evidence-based Network for the Interpretation of
Germline Mutant Alleles; https://enigmaconsortium.org/) z roku 2014 piinesla do studia
alternativnich sesttihovych variant BRCA1 nové, zésadni informace. Kombinovanymi a ¢asové
naroénymi metodami fragmentacni analyzy, klonovanim a pifimé sekvenace se podaftilo
identifikovat 63 nezavislych produkti alternativniho sestiihu BRCAI, ktery zahrnuje 46
sekvencné charakterizovanych variant a 17 variant odvozenych kalkulaci vysledkt kapilarni

elektroforézy (Tab. 3; Colombo et al., 2014).

Tabulka 3: Souhrn nalezenych variant dle Colombo et al., 2014. Varianty kazetového typu znaci
varianty s vypadkem nebo inzerci jednoho exonu / iseku intronu. Varianty multikazetového typu
znaci vypadek vice exonil v fadé. SDS / SAS (splice site donor / acceptor shift) zna¢i varianty
s posunem sestiihového mista — tzv. volnd sestfihova mista. Intronizace znaci varianty
s intronizovanou vnitini Casti exonu. Terminalni modifikace znaci varianty s pfedcasné
ukoncenym transkriptem. Varianty smiSeného typu zna¢i varianty skombinaci dosud
popisovanych subtypa.

Varianty kazetového . Varianty SDS / SAS Varianty smiSeného
typu multikazetového typu typu
A2 A2.3 A2p AlAq,2
A3 A2 5 A8p AlAq 3
V4 A2 10 Al3p AlAq 5
A5 A8.9 Aldp AlAg 10
A9 A8 10 AlAq A10 13p
Al10 A9,10 V¥ laA All 13p
All A9 11 A5q Al3 14p
Al3 A9 12 Allq V13A,Al4p
V13A Al10,11 . 1B,A2
Intronizace

Al4 A10 12 1B,A2,3
Al5 Al1,12 11A3110 1B,A2 5
Al7 Al4 15 11A3240 A2,3,V4
A18 Al4 17 Terminalni A1Aq,A2p
A20 Al4 18 modifikace AlAq 3,4
A21 Al4 19 1B
A22 Al5 17 IRIS
A23 Al5 19

A21,22

A21 23

A22 23

Jako hlavni tkaiiové zdroje vyzkumu byly uvedeny derivaty krevnich buné€k (imortalizované

krevni bunky lymfoblastoidni bunécné linie a stimulované leukocyty periferni krve) a
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dale leukocyty plné krve a monojaderné bunky periferni krve izolované pomoci ficolu.
V projektu byl také analyzovén jeden vzorek zdravé prsni tkané, ve kterém bylo identifikovano

43 7z 63 celkové nalezenych variant.

Romero a kolektiv pak ve své praci z roku 2015 (Romero et al., 2015) doplnili pfedchazejici
studii analyzou nadorové prsni tkdn€ od 70 pacienti, analyzou 4 vzorkt zdravé prsni tkané a
analyzou 72 zdravych kontrol na vzorcich periferni krve. V této praci, ve které byl pouzity

stejny metodicky pfistup jako u Colombo et al., 2014, nebyla nalezena Zadna nova varianta.

Funk¢ni analyzy provedeny v Laboratoii onkogenetiky 1. LF UK na vybranych ASV
s vypadkem exont kodujicich SCD (A14-15) a vypadkem exonl kodujicich prvni BRCT
doménu (A17-19), které¢ byly ndhodn¢ identifikovany u pacientd s predispozici ke karcinomu
prsu, prokazaly velmi pomalou odpoveéd’ na poskozeni DNA a neschopnost spravného sestaveni
DNA opravného komplexu, tedy vyznamné poskozenou funkcénost vysledného proteinu

BRCALI (Sevcik et al., 2012; Sevcik et al., 2013).

Vzhledem k identifikaci fady variant, které postradaji exony nebo ¢asti exond kodujicich
dilezité funkéni domény (A3; A3-5; All; 11q; Al13; Al4; ...), vyplynula nutnost objasnit
kvantitativni sloZeni ASV BRCA1 v relevantnich zdravych (i patologickych) tkanich ¢lovéka,
kterymi jsou leukocyty periferni krve (tkan, ze které je nejCastéji izolovana geneticka

informace) a prsni a ptilehld tukova tkan (kterd je postizena ptipadnym karcinomem prsu).
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2 CILE PRACE

Jako modelovy gen pro analyzu alternativnich sestfihovych variant, ktery predisponuje ke

karcinomu prsu, byl vybran gen BRCA 1. Diivodem byla existence a precizni popsani fady jeho

ASYV, dlouhodoby vyzkum tohoto genu v nasi laboratofi, dostate¢na komplexita (obsahuje 22

kodujicich exonil) a v neposledni fad€ velmi nizkd exprese mRNA ve zdravych tkanich. RPKM

se ve vetsiné vySetfovanych tkani pohybuje okolo 1 (Reads Per Kilobase Milion —

normalizovand hodnota mnozstvi Cteni na kilobdzi transkriptu vztazenou k milionu Cteni;

Fagerberg et al., 2014). Z téchto divodi je analyza ASV BRCAI1 obvyklymi metodami
nelehka.

Cile prace zahrnovaly:

a)

b)

vytvofit robustni systém s vysokou senzitivitou a reprodukovatelnosti pro rychlou a
komplexni identifikaci pfitomnych alternativnich sestfihovych variant mRNA BRCAI,
ktery by byl univerzalni a aplikovatelny na jakykoliv jiny gen naseho zajmu
identifikovat timto systémem alternativni sestfithové varianty mRNA BRCA1 a pomoci
RT-qPCR s primery, nasedajicimi do specifickych exon-exonovych spojeni,
kvantifikovat vybrané sestfihové varianty a vytvofit tak komplexni kvalitativni i
kvantitativni katalog mRNA variant BRCA1, vyskytujicich se v leukocytech periferni
krve, nenadorové prsni tkani a nenadorové perimamarni tukové tkani

vytvofit a vyhodnotit expresni profil sestfihovych variant mRNA BRCAI ve

vySetfovanych tkanich u pacientek s karcinomem prsu a zdravych kontrol.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Strategie reseni

V pristupech pro kvalitativni a kvantitativni analyzu alternativnich sestiithovych variant byla
navrzena metodika vyuZzivajici kombinaci jednoduchych, rutinn€ provadénych, dil¢ich technik
tak, aby mél ziskany piistup vysokou senzitivitu, byl jednoduse opakovatelny, a navic cenové

piijatelny. Jedna se o:

a) Multiplexni PCR (mPCR) amplifikaci vSech teoreticky moznych exon-exonovych
spojeni vSech transkripti pozadovaného genu (model BRCAI) na urovni
komplementarni DNA (cDNA) syntetizované z mRNA pomoci nahodnych
hexanukleotidil.

b) Ekvimolarni smiseni mPCR produkti a velikostni selekce (obohaceni) oblasti
s kratkymi amplikony naseho zajmu.

c) Sekvenovani na zakladé¢ NGS metod s hlubokym pokrytim pro rychlou analyzu
vzniklych amplikont, které vykazuje vysokou citlivost a relativné snadnou pfipravu
vzorkll. Analyza sekvenacnich dat pomoci mapovani ziskanych amplikoni na uméle
vytvoreny referen¢ni soubor obsahujici vS§echny mozné kombinace sestfihovych variant
spole¢né s variantami dosud identifikovanymi.

d) Zhodnoceni miry exprese vybranych sestfihovych variant zachovavajicich ¢teci ramec,
u kterych predpokladame vznik proteinového produktu, pomoci kvantitativni PCR
vrealném case s vyuZzitim primerQ, které specificky nasedaji do unikétnich exon-

exonovych spojeni.
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3.2 Charakteristika vysetrovaného souboru

3.2.1 Biologické vzorky od pacientek s karcinomem prsu a kontrol

Do projektu bylo zafazeno celkem 130 zen operovanych pro karcinom prsu na
Gynekologicko-porodnické klinice 1. LF UK a VFN a 86 Zen bez nadoru operovanych na
Klinice plastické chirurgie 1. LF UK a FNB. VSechny pacientky byly bélosky ¢eské narodnosti
ptivodem z oblasti Cech a vyjadtily souhlas se zafazenim do studie podpisem informovaného
souhlasu schvaleného etickou komisi 1. LF UK a VFN. Od vsech ucastnic byla ziskana

relevantni data z osobni a rodinné anamnézy (Tab. 4).

Tabulka 4: Prehled souborii pacientek a zdravych kontrol s mutaci a bez mutace v BRCA1

S mutaci v BRCA1 BRCAI wt Celkem

Zeny bez karcinomu prsu

- pramérny vek pii odebrani 42,2 (26-59)+9,7 | 41,1 (18-66) + 13,1 | 41,2 (18-66) £ 12,7
vzorku (rozsah) + SD; [roky]

Pacientky s karcinomem prsu
[podet] 7 123 130

- praimérny vek pii odebrani 35,9 (28-41)+4,9 | 58,7(31-83)+ 11,1 | 57,5(28-83)+9,3
vzorku (rozsah) + SD; [roky]

Celkem [pocet] 17 199 216

- primérny veék pii odebrani
vzorku (rozsah) + SD: [roky] 39,6 (26-59) + 8,4 | 52,0 (18-83)+ 14,7 | 51,0 (18-83) £ 14,6

3.2.2 Bunécné linie

Z davodu omezeného mnozstvi celkové RNA, izolované ze tkdni vySetfovanych Zen,
probéhly optimalizace dil¢ich kroki (syntéza cDNA s ndhodnymi hexanukleotidy, multiplexni
PCR, velikostni selekce, ptipravy sekvenacnich knihoven a sekvenovani nové generace, RT-
qPCR reakce, preamplifikace vzorkli pro RT-qPCR) s vyuzitim celkové RNA izolované z
bunécnych linii MCF7 (http://www.mcf7.com; Soule et al., 1973), EM-G3 (Brozova et al.,
2007), HeLa (http://www.hela-transfection.com; Scherer et al., 1953) a MDA-MB-231
(Cailleau et al., 1974).
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3.3 Odbér, izolace a zpracovani biologického materialu

3.3.1 Odbeér vzorku

Tkéanové vzorky byly odebirdny béhem operaci karcinomu prsu nebo béhem profylaktickych
mastektomii provedenych na asymptomatickych nosickach s BRCA I mutaci. Kontrolni tkanové
vzorky byly odebrany béhem kosmetickych operaci. Pokud to bylo mozné, byly vzorky
odebirany z obou prsnich tkani. Peroperacné ziskané vzorky byly neprodlen¢ (do 5 minut)
vlozeny do zkumavek s roztokem RNAlater (Invitrogen) v poméru doporu¢eném vyrobcem
(cca 100 mg tkan€ do 1 ml prezerva¢niho média). Po 24h inkubaci pfi teploté 4 °C byly vzorky
dale skladovany v -80 °C do doby izolace RNA.

Od kazdé Zeny byla ziskana periferni nesrazliva krev, ktera byla odebrana do zkumavek
PAXGene Blood RNA System (PreAnalytiX). Zkumavky s krvi byly inkubovany 2 hod. pfi
pokojové teploté a nasledné uskladnény pfi -20 °C do doby izolace RNA.

3.3.2 lzolace celkové RNA z bunéénych linii

Celkova RNA pro optimalizaéni pokusy byla izolovanad z bunécnych linii s vyuzitim
izola¢niho kitu RNeasy Mini (Qiagen) dle protokolu vyrobce pro izolaci celkové RNA
z bunéénych linii (Purification of Total RNA from Animal Cells Using Spin Technology). Na
zaver izolace byla RNA eluovédna do 100 pl sterilni ddH>O bez pfitomnosti RNaz. Izolované

vzorky RNA byly skladovéany pii -80 °C.

3.3.3 lzolace celkové RNA z periferni krve

Po rozmrazeni prezerva¢nich PAXGene zkumavek s periferni Zilni krvi o objemu 2,5 ml byla
celkova RNA z bilych krvinek izolovéana kitem PAXGene Blood RNA Kit (PreAnalytiX) dle
protokolu vyrobce (vetn€ odstranéni genomové DNA na kolonce pomoci DNazy I). Na zavér
izolace byla RNA eluovéana do 100 pl sterilni ddH2O bez pfitomnosti RN4az. 1zolované vzorky
RNA byly déle do doby analyzy skladovany pfti -80 °C.
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3.3.4 lzolace celkové RNA ze solidnich tkani

Izolace RNA ze solidnich tkanovych vzorki byla provedena dle schématu (Obr. 11):

Obrdazek 11: Schéma izolace RNA ze
D) CX) H) & solidnich tkani.
@ A) Odebrani 30-50 mg tkdn¢ z RNAlater na
J sterilni pracovni sklo.
B) Rozsttihani tkan¢ sterilnimi nizkami na
A) ‘ drobné kousky.

C) Vlozeni drobnych kouskl do zkumavky

s homogeniza¢nimi kulickami a QIAzol

Lysis roztokem.

D) Homogenizace 3x15 vtefin.

l E) Odpipetovani  homogenatu, kratka
inkubace pfi pokojové teploté a smiseni
s chloroformem, protiepani.

/
 /
F) Centrifugace 15 min. pti 12000 ot./min. a
teploté -2 °C.
G) Opatrné odebrani horni vodné faze.
/
\/

E) + Chloroform

1)

-

|
\
\
F)
\ H) Piipipetovani odebrané vodné faze do
zkumavky se 70% etanolem, tfepani.
I) Prepipetovani smési do izolacni /
‘ purifikacni Qiagen RNA kolonky.
J) Precisténi vzorku na kolonce dle
standardniho navodu kitu RNeasy Lipid

Tissue Mini.

G)

qjﬁ(}

Ze skladovanych tkanovych vzorki byla po rozmrazeni z RNAlateru ¢ast vyjmuta (30—
50 mg). VEtsi kusy tkané byly sterilnimi ntizkami na sterilnim pracovnim skle rozstfihany na
drobné kousky a vloZzeny do homogeniza¢nich zkumavek (MagNA Lyser Green Beads; Roche)
s 1 ml roztoku QIAzol Lysis Reagent (Qiagen). Pro vlastni izolaci byla tkan homogenizovana
po dobu 3 x 15 vtefin pfi 7000 ot./min. na pfistroji MagNA Lyser Instrument (Roche). Mezi
jednotlivymi homogeniza¢nimi behy byl vzorek inkubovan na ledu po dobu 1 minuty. Vzorek
byl poté kratce centrifugovan a homogenat byl odebran do nové zkumavky. Déle byl vzorek 5
minut inkubovan pti pokojové teploté a nasledné bylo ke vzorku pfidano 200 pl chloroformu.
Zkumavka byla protfepana a centrifugovana 15 min, pfi 12000 ot./min. a teploté -2 °C. Poté
byla odebrana horni vodna faze (cca 400 ul). K vodné fazi byl ptidan stejny objem 70% etanolu.
Roztok byl 15 s tfepan na ttepacce a nasledné byl dale zpracovan kitem RNeasy Lipid Tissue
Mini (Qiagen) dle ptilozeného protokolu (Protocol for Isolation of Total RNA from Animal
Tissues) od kroku ¢islo 7. RNA byla eluovéana do 40 pl sterilni ddH>O bez ptitomnosti RNaz.
Izolované vzorky RNA byly dale do doby analyzy skladovany pti -80 °C. (Hojny J., 2012).
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3.3.5 Kontrola kvality izolované RNA

Pro potteby kvantitativni RT-PCR bylo nezbytné izolovat dostatecné mnozstvi RNA s co
az po syntézu cDNA. Cim je vstupni RNA fragmentovangjsi, tim vétsi je chyba pti hodnoceni
miry exprese. RT-qPCR analyza z vysoce degradované RNA (cDNA) neodrazi skute¢né
mnozstvi RNA ve vzorku, protoze se vysetfované amplikony neamplifikuji stejnou mérou jako

u intaktni RNA (cDNA).

Integrita celkové RNA byla charakterizovana kapilarni gelovou elektroforézou na pftistroji
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) za pouziti kitu Agilent RNA 6000 Nano Kit
(Agilent Technologies) dle protokolu vyrobce. Vysledkem analyzy bylo RIN (RNA integrity
number), Cislo v rozmezi 0-10, kde 10 znaci celkovou RNA nejvyssi kvality. RIN je
vygenerovano na zéaklad€ algoritmli porovnavajicich mnozstvi 18S a 28S rRNA oproti

celkovému mnozstvi veskeré RNA (Obr. 12).

Primérné RIN celkové RNA izolované z krve bylo 7,4 (min = 2,5; max = 9,1; standardni
odchylka = £1,1). Primérné RIN celkové RNA izolované ze solidnich tkéni bylo 6,9 (min =
2,2; max = 9,4; standardni odchylka = +0.97). Vzorky RNA s RIN <5 byly z dalsi analyzy

vylouceny.
[FU] | [
185 :
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|
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1 | . .
— 1 & I T 1 — zelenou elipsou jsou na
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Fragment table for sample 12 : 1AM 3 Y,yiledne prirazene RIN
C1S10.

Name Start Time [s] End Time [s] Area
18S 40.96 42.29 88.7

28S 47,07 50.17 135.5

% of total Area
21.7

33.2
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Mnozstvi izolované celkové RNA bylo kvantifikovano spektrofotometricky na pfistroji
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Po kvantifikaci a charakterizaci kvality celkové RNA
ihned nasledovala syntéza cDNA.

3.3.6 Syntéza cDNA

Pted samotnou syntézou cDNA byly z RNA mamarni tkdné¢ a pfilehlé tukové tkané
odstranény ptipadné zbytky DNA pomoci DNazy I (1 U/10 ul RNA; Thermo Fisher Scientific)
po dobu 30 minut pii 37 °C. Inaktivace DNazy byla provedena 10minutovou inkubaci pti 65 °C
za pritomnosti SmM EDTA. RNA izolovana ze vzorki krve byla oSetfena DNazou I v prubéhu

izolace dle protokolu vyrobce.

Syntéza komplementarni DNA byla provedena pomoci SuperScript III reverzni transkriptadzy
(SSIIT; rekombinantni virovd RNA-dependentni DNA polymeraza; SuperScript III First-Strand
Synthesis System; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) a ndhodnych hexamerii (Roche) dle

doporuceni vyrobce v objemu 20 pl a nasledujiciho protokolu:

Reagencie Objem [pl]
RNA osetiena DNazou 13,2
Hexanukleotidy (30 pmol/ul) 0,5

50x dNTPs 0,8

65 °C (10 min); poté zchlazeni na ledu

DTT 1,0

5x pufr 4,0

SSIIT 0,5

25 °C (5 min); 50 °C (50 min); 70 °C (15 min); 4 °C ()

Celkem 1,5 pg celkové RNA bylo vloZeno do syntézy cDNA, ktera slouzila pro mPCR/NGS
identifikaci ASV. 800 ng celkové RNA bylo vlozeno do syntézy cDNA, které byla pouzita pro
kvantitativni analyzu vybranych ASV pomoci RT-qPCR.
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3.3.7 PCR kontrola reverzni transkripce syntetizované cDNA pro
identifikaci ASV

Pted krokem identifikace ASV BRCA1 pomoci NGS, kde se pracuje se smésnymi mixy
cDNA, bylo nutné ovéfit uspésnost syntézy cDNA vsSech dil¢ich vzorkl. Ovétfeni probéhlo
pomoci PCR amplifikace s mPCR primerovymi pary lokalizovanymi do exont 2 a 8 a déle do
exont 15217 (Bl HTS e2F a B1 HTS e8R —425 bp; Bl HTS el5F a B1 HTS el 7R — 374 bp).
PCR reakce byla pfipravena s pomoci FastStart Taq DNA kitu (Roche) dle zakladniho
doporuceni vyrobce v objemu 10 pl se vstupnim objemem 1 ul cDNA a 600nM findlni

koncentraci kazdého primeru za pouziti PCR programu:

94 °C 5 min
94 °C 10 s
62 °C 20s } 35x
72 °C 2 min
72 °C 7 min
4°C 0o

PCR produkt o objemu 1pul byl vizualizovan pomoci 1,5% gelové elektroforézy (viz kapitola

4.2.1 Kontrola spravného priibéhu syntézy cDNA pro identifikaci ASV).
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3.4 NGS identifikace alternativnich sestrihovych variant BRCA1

Vétsina praci, které se doposud vénovaly identifikaci alternativnich sestfihovych variant
BRCALI (viz kapitola 1.3.3 Alternativni sestiihové varianty BRCAI a jejich vyznam), byly
obvykle zalozeny na PCR amplifikaci celého transkriptu (5 UTR — 3° UTR) tak, aby nebyly
opomenuty zadné alternativni sestfihové varianty (za predpokladu, ze vSechny ASV obsahuji
oba UTR). Bylo vsak prokazano, ze PCR amplifikace celého dlouhého transkriptu (v ptipadé
BRCAI az s 5,7 kilobazi dlouhymi mRNA) je velmi nadro¢né na kvalitu izolovaného materialu
(u dlouhych mRNA dochazi k degradaci a reverzni transkripce pomoci oligo-dT primeru ma
nizkou ucinnost). V pribé¢hu PCR pak dochazi k preferencni amplifikaci extrémné kratkych
amplikont (pravdépodobné chybné sestiizenych, odpadnich mRNA), citlivost analyzy je u
nizko exprimovanych gent, jako je BRCAI, pomoci klasického Sangerova sekvenovani nizka
a ziskané vysledky jsou obtizné reprodukovatelné (Hojny, 2012). Analyza celych transkriptt
s vysokou citlivosti pro identifikaci i nizko-exprimovanych alternativnich mRNA a dobrou
reprodukovatelnosti je z divodu vysokych narokii na mnozstvi odebiraného genetického
materialu, jeho uchovavani, zpracovani v kombinaci s dostate¢né velkym souborem vzork

v naSich podminkéch, velmi obtiZna.

Aby byly vySe zminéné obtiZe eliminovany, byla navrZena identifikace ASV pomoci
multiplexni PCR vsech exon-exonovych spojeni, obohaceni produktlii mPCR reakci o kratké
amplikony naSeho z4jmu pomoci velikostni selekce na SPRI (Solid Phase Reversible
Immobilisation) magnetickych kuli¢kéach, ptiprava sekvenacnich knihoven z téchto vzorki a
finalni sekvenovani pomoci NGS s vysokym pokrytim a ptislusnou biostatistickou analyzou

sekvenacnich dat (Obr. 13)

RNA smés Identifikace ASVs < Bioinformatika € NGS
S AY_Y; SDSWY mapovani exon- (MiSeq)‘\
48 . . o Y,
~_‘$w A Navrh primert SASAZ; Wi; ... Exonqvvyh
28 X exon-exonové spojeni spojeni P¥iprava knihoven
SRR - 2333
o \: 3 Velikostni j
l mPCRs amplikony selekce
_b <4 < <_ 4] : '_ — - :_ '__ =
¢cDNA—> e 3 }‘é‘-): e
I

i

templat [ASVs ‘{=_— :

pro mPCR WT ——

Obrizek 13: Schéma identifikace alternativnich sestfihovych variant BRCAL. Cervenymi
Sipkami je naznacen postup zpracovani genetického materidlu od RNA az po identifikaci
jednotlivych variant.
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Vyhodou tohoto piistupu amplifikace je relativné nizky narok na intaktni RNA transkript.
Relativné kratké cDNA fragmenty, vytvofené pomoci ndhodnych hexanukleotidd, pokryvaji
uniformné celou délku mRNA transkriptl, ze kterych jsou syntetizovany. Dale je
minimalizovana preferenéni PCR amplifikace amplikonti, protoze délka navrzenych PCR
fragmenti exon-exonovych spojeni je kratka a velmi podobna. Naopak nevyhodou tohoto
pfistupu je ztrata informace o kombinaci nalezenych sestfihovych variant a omezena
identifikace intronovych inzerci (exonizace) a variant vznikajicich na zakladé kryptickych
sestfihovych mist. Tyto nevyhody jsou vSak nutnym ustupkem rychlosti, citlivosti, robustnosti

a finan¢ni nenaro¢nosti navrzeného postupu.

3.4.1 Multiplexni PCR

3.4.1.1 Navrh multiplexni PCR (mPCR)

Primery pro mPCR byly navrzeny specificky do oblasti exon-exonovych piechodu tak, aby
doptedny (forward; FWD) primer byl umistén do oblasti = 40 pard bazi pred 3’ konec exonu a
zpétny primer (reverse; REV) byl umistén ~ 40 para bazi za 5° zac¢atek dalSiho exonu (ptiloha
I; Obr. 14 A). Takto byl ziskan amplikon o velikosti = 80 parti bazi bez ohledu na konkrétni
exon-exonovy piechod (Obr. 14 C). Velikost cca 80 paru bazi byla navrzena z diivodu precteni
celého fragmentu pomoci uvazovaného NGS sekvenovani (Illumina) o velikosti 75 bazi z kazdé
strany fragmentu a z ditvodu ,,rezervy* pro pfipadné odchylky od kanonickych sesttihovych

mist (viz kapitola 7.2.2.5. Alternativni sestiih na zdkladé volnych sestiihovych mist).

Varianta BRCA1 mRNA (NM_007294), oznaCovana v této praci jako wt ¢i referencni,
obsahuje 23 kanonickych exont. Dale je zndma varianta NM_ 007300, ktera obsahuje 24 exond,
kdy je navic pfitomen exon vyskytujici se mezi exony 13 a 14 ptredchoziho transkriptu. Tento
exon je v praci oznacovan jako alternativni exon 13 (13A / 13alt). Také jsou popsany 2 piipady
alternativné zkracenych exont (oznaCovany 5q — NM 007297 a 11q — NM_007299; viz
kapitola 7.3.3. Alternativni sestiihové varianty BRCAI a jejich vyznam). Pokud vSechny tyto
varianty zkombinujeme, dostaneme 253 jednotlivych teoreticky moznych exon-exonovych
spojeni (22 kanonickych spojeni a 231 teoreticky vzniklych na zaklad¢ alternativniho sestiihu).
Pro vSechny jednotlivé PCR byly na arteficidlnim templatu (plazmid obsahujici referencni
sekvenci BRCAI) a na testovacich RNA z bunéénych linii, provedeny optimaliza¢ni reakce,

diky kterym bylo mozné ov¢fit, zda spolu jednotlivé navrzené primery navzajem funguji za
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stejnych podminek v PCR (viz kapitola 4.2.2 Optimalizace primeru pro multiplexni PCR
reakce). Amplifikovat spojeni po jednotlivych PCR reakcich je neefektivni, zejména s ohledem
na omezené mnozstvi dostupného biologického materialu, proto bylo piistoupeno k multiplexni
PCR. Byla navrzena fada mPCR reakci, kde v jedné reakci byl ptfitomen vzdy jeden FWD
primer a sada REV primeri z nasledujicich exonii (Obr. 14 B). Takto se pocet reakci snizi na

pocet exontl v transkriptu minus jednu reakci.

Vystupem mPCR reakci bez dodatecné tipravy by byl majoritni PCR produkt odpovidajici
bézné se vyskytujicimu kanonickému exon-exonovému spojeni. Amplifikace nezadoucich
kanonickych pfechodli proto byla omezena pifeskocenim REV primeru nasedajicitho do
nasledujiciho kanonického exonu po exonu s ptitomnym FWD primerem (Obr. 14 B). Vysledné
kratké ~ 80bp amplikony obsahuji pouze exon-exonova spojeni, kterd vznikla na zakladé¢

alternativniho sestfihu (Obr. 14 C).
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Obrazek 14: Schéma navrhu primert pro mPCR. A) Piehled vSech navrzenych primert a jejich

%

umisténi napfi¢ kanonickym BRCAI transkriptem. B) Kombinace primerd v jednotlivych mPCR
smesich. C) Piiklad teoretickych amplikonli vzniklych na zakladé amplifikace alternativné
sestfizeného templatu.

S ohledem na extrémné& dlouhy exon 11 (3426 bazi) uprostied wt transkriptu BRCA1, byl pfi
navrhovani mPCR reakci cely transkript BRCA1 mRNA rozdélen na 3 pomysiné ¢asti tak, aby
byly omezeny mozné nezadouci primerové interakce. Celkem bylo rozdélenim BRCAI1

transkriptu navrzeno 31 jednotlivych mPCR reakcei (Obr. 14 B).
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3.4.1.2 Vlastni mPCR reakce

Pro vlastni multiplexni PCR byly vybrany cDNA vzorky vzniklé syntézou z mRNA s nejvyssi
kvalitou RIN (pramér 7,42; v rozmezi 4,3 — 8,9) od 16 zen ze skupiny zdravych kontrol (8
v kazdé ze dvou skupin), 8 Zen ze skupiny pacientek s karcinomem prsu a 8 Zen ze skupiny
pacientek s BRCA1 mutaci. Celkem tedy 4 skupiny po 8 pacientech. Od vSech pacientek byly
k dispozici 3 cDNA vzorky — ptivodem z leukocytti periferni krve, prsni a ptilehlé tukové tkané.
Dohromady bylo ziskano 12 pracovnich skupin (3 tkan¢ x 4 skupiny pacienti; Obr. 15).

cDNA
vzorky: leukocyty mama - tukova tk. bun. linie

Kontroly BC pac. BRCAl+
%1 % % .‘11 [ Jem-a3
cDNA % % % % v
vzorky % %1 % %1 MB231
e 0
i U i i U Hela
cDNA -
mix vzorku: 7 8 10 11 12 MCF7 mix
12 skupin [smési)\;acientﬁ a kontrol 2z th‘i. linii

Obrazek 15: Schéma pripravy smésnych vzorkii pro mPCR reakce. Z kazdé skupiny zen (2x
zdravé kontroly; 1x pacientky s karcinomem prsu — BC pac.; 1x nosicky BRCA mutace —
BRCA1+) bylo vybrano 8 Zen s nejkvalitnéjsi RNA. Osm vzork stejné¢ho tkdnového ptivodu bylo
ekvimolarné smiseno dohromady, coz dalo vzniknout 12 smésnym vzorktim. Dalsi dva vzorky byly
vytvoreny v ramci optimalizace metody z RNA bunééné linie MCF7 a smési bunécnych linii EM-
G3, MB231 a HeLa.

Kazdy jednotlivy cDNA vzorek (18 pl) byl smichan dohromady s ostatnimi vzorky stejného
tkaniového piivodu ve skupiné tak, aby byl pomér vstupniho mnozstvi jednotlivych vzorkl
cDNA shodny. Ve vzniklych 12 smésich tak byly zachovéany varianty opravdu alternativni,
které se vyskytuji napti¢ vybranymi vzorky, a nafedény varianty aberantni, vyskytujici se
individudlné na zéklad¢ alteraci genomu jedince.

Kazda smés cDNA slouzila jako templat pro sadu 31 mPCR reakci (4 ul cDNA na reakei,
ekvivalent 300 ng RNA), ktera byla provedena v objemu 40 pl pomoci FastStart Taq DNA

Polymerase kitu (Roche) dle zdkladniho doporuceni vyrobce s findlni koncentraci 225 nM

FWD primeru a mixu 75nM REV primert a dle PCR programu:
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94 °C 1 min

94 °C 10s

62 °C 20's b 35x
72 °C 15s

72 °C 7 min

15°C o0

Spravny priibéh jednotlivych mPCR byl zkontrolovan pomoci 1,5% gelové agardzy produktl
(2,5 pl) vsech jednotlivych reakci (Obr. 16).
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Obrizek 16: P¥iklad kontrolni elektroforézy viech jednotlivich mPCR reakei. Cisla 1-31 znaci
jednotlivé mPCR smésné reakce. M — velikostni marker. x — vynechany pruh. Z elektroforézy je
patrné, ze kazda mPCR tvotila produkt (vCetné reakce 23 a 24, pro které je slaby neostry produkt
v oblasti odpovidajici 50-150 bp typicky). VétSina detekovatelnych pruhli odpovida produktim
ziskanym z kanonického wt templatu, slabé produkty alternativnich sesttihovych variant o velikosti
priblizné 80 bazi jsou zdlivodu nizké koncentrace na klasické gelové elektroforéze obtizné
detekovatelné (vyjimkou jsou reakéni smési 23-27).

Produkty (35 pl) sady mPCR z kazdé z 12 skupin byly zpétn€¢ smichany dohromady a poté
charakterizovany pomoci kapilarni gelové elektroforézy na Cipu (Agilent 2100 Bioanalyzer) za

vyuziti kitu DNA 1000 (Agilent Technologies; Obr. 17 A) dle doporuceni vyrobce.
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3.4.2 Velikostni selekce

Pro obohaceni vzorku o kratké amplikony (s alternativnimi exon-exonovymi piechody) na
ukor dlouhych amplikonti (s pravdépodobné kanonickymi ptfechody) bylo pfistoupeno k
velikostni selekci za pouziti Agencourt AMPure XP Reagent (Beckmann Coulter) dle instrukci
vyrobce. Tento systém vyuziva vlastnosti vazby DNA na porézni magnetické kulicky za
pfitomnosti pufru obsahujiciho polyetylenglykol. Cim je vyssi koncentrace pufru, tim mensi
DNA fragmenty se vazi na magnetické partikule. Pomoci tohoto systému byla provedena 2
precisténi v fadé. Béhem prvniho piecisténi s koncentraci pufru 1,8x jsou dlouhé fragmenty
navazany na kuli¢ky a supernatant obsahuje kratké amplikony naSeho zajmu. Po pfepipetovani
supernatantu je spole¢né s kulickami odstranéna vétSinu fragmentd > 150 bp. V nasledném
precisténi ptivodniho supernatantu s koncentraci pufru 2,5x jsou odstranény fragmenty < 50 bp,
amplikony naSeho zdjmu jsou vychytany magnetickymi partikulemi, které jsou ndsledné dle
protokolu vyrobce precistény. Vysledek velikostni selekce byl zkontrolovan kapilarni gelovou
elektroforézou na systému 2100 Bioanalyzer za vyuziti kitu DNA 1000 (Agilent Technologies)
dle doporuceni vyrobce (Obr. 17).

A ® LOnIE ® nanil |®sanan ® 7 haak LR ® BN
it i P s

Obrazek 17: Kapilarni
elektroforézy smési produkti
mPCR A) pred velikostni
selekci B) po velikostni selekci.

Cervenou prerusovanou ¢arou je
vyznacena oblast s amplikony
vzniklymi na zaklad¢ alternativné
sestiizeného templatu (50-150
bp).

Modrou pierusovanou ¢arou je
vyznacena oblast amplikond
vzniklych pravdépodobné na
zaklad¢ kanonického templatu,
které byly odstranény pomoci
velikostni selekce.

Jednotlivé barevné kiivky na
elektroforegramech odpovidaji
skupinam vzorkt (viz Obr. 15).
Vysoké signaly v misté 15 a 1500
bp jsou zarovnavaci markery.
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3.4.3 Priprava sekvenac€ni knihovny

Sekvena¢ni knihovna pro NGS byla pfipravena zkazdé ze 12 skupin ptecisténych a

obohacenych vzorkt (Obr. 18) dle schématu:

A) Obrazek  18: Schéma  pripravy

sekvenac¢ni knihovny.

A) Produkty mPCR reakce obohacené o
amplikony v rozmezi 50—150 bp.

B) Vytvofeni 3’-dA pfesahli pomoci

B
) Dynazyme Il DNA polymerazy.

C) T-A ligace sekvenacnich adaptord

(Cerno-zeleny Y komplex) s indexovymi

2x sekvencemi pomoci liga¢niho kitu Rapid
AMPure ~ DNA.

XP D) 7 cykld PCR pro namnozeni materialu s

pomoci NEBNext High Fidelity PCR

) Master a primerd s unikatni indexovou

sekvenci, které jsou komplementarni ke

2x , , .
koncovym adaptorovym sekvencim.

AMPure
XP Cerné Sipky znaci krok purifikace vzorku

pomoci Agencourt AMPure XP systému.

D)

9 SNe—<<_
S

2X
AMPure
XP

Pro vytvofeni sekvenacnich knihoven byla nejprve byla pouzZita Dynazyme II DNA
polymeréaza (Thermo Fisher Scientific) k obnoveni 3’-dA ptesahti na PCR templétech (5 pul 10x
Dynazyme buffer; 0,5 pul Dynazyme II DNA polymerase; 1 pl 10mM dATP a 43,5 pl vzorku
po dobu 15 min pii 72 °C). Dale byly k témto templatim naligovany Illumina sekvenac¢ni
adaptory, obsahujici indexové sekvence unikatni pro kazdy vzorek, za vyuziti liganiho kitu
Rapid DNA (Thermo Fisher Scientific) dle doporuceni vyrobce (12 pl 5x Rapid Ligation
Buffer; 1,5 ul T4 DNA Ligase 5U/ul; 1,6 pl 15 uM smési adaptort; 4,9 ul ddH,O a 40 pl
vzorku s A-piesahy po dobu 30 min pii 20 °C). Na zavér probéhlo sedm cyklia PCR (98 °C -
30s; 7x 98 °C - 10s — 65 °C - 30s — 72 °C - 30s; 72 °C - 5 min) za vyuziti NEBNext High

Fidelity PCR (New England Biolabs) a univerzalnimi sekvena¢nimi primery v objemu 50 pl
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(22,5 pl vytvotené knihovny; 25 ul NEBNext High Fidelity 2x PCR Master Mix a 2,5 pul 5x
PCR primeri).

Po kazdé enzymatické reakci v pripravé sekvenacni knihovny byl vzorek piecistén pomoci
Agencourt AMPure XP Reagent (Beckmann Coulter) s koncentraci smési 2x. Kvalita
piipravenych knihoven byla charakterizovana pomoci kapilarni gelové elektroforézy na
systétmu 2100 Bioanalyzer a vyuziti kitu HS DNA (Agilent Technologies) dle doporuceni
vyrobce (Obr. 19). Kvantifikace knihoven prob¢hla fluorimetricky (Qubit, Thermo Fisher

Scientific) dle navodu vyrobce.

#® 1:i5P7 lib # 3:i5P9lib # 5:i5P11 lib & i5P14 lib 102 i5P16 b

# 2. iSpslb 4;i5P10 lib # 7:i5P13 b #® % isP15lib # 11:i5P17 b
[FU] I5P7-lib
400

350+
200+
250
200
150
100

S04

-50

T T T T T T T T T T T T
=) 100 150 200 300 400 500 600 1000 2000 10380 [bp]

Obrazek 19: Kontrolni kapilarni elektroforéza pripravenych sekvenac¢nich knihoven. Na rozdil
od velikostni selekce byla kontrola provedena pomoci HS (High Sensitivity) DNA kitu, ktery méti
DNA fragmenty v rozmezi cca 50 — 10 000 bp a vysokou citlivosti. Oblast s amplikony naSeho
zajmu je vyznacena ¢ervenou prerusovanou carou.

3.4.4 Sekvenovani na platformé MiSeq

Sekvenace ptipravenych knihoven byla provedena na pfistroji MiSeq (Illumina) za pouziti
sekvenacniho kitu MiSeq Reagent Kit v3 (150 cykl) v modu pair-end ¢teni (75 bazi z kazdé
strany DNA inzertu). Pro zaji$téni dostatecné komplexity sekvenacniho béhu byly ptipravené
knihovny kombinovény s odliSnou, panelovou knihovnou tak, aby jedna knihovna naSeho

z4jmu, vytvoirend z mPCR smési, zabirala ptiblizn¢ 1/30 sekvenacni kapacity pfistroje.
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3.4.5 Biostatistické zpracovani dat

Primarni hrubd sekvenac¢ni data (ve formatu fastq.gz) byla procesovana rutinni

bioinformatickym postupem vyvinutym v nasi laboratoti dle schématu na Obr. 20.

A) oL s
Sekvenator [ Identifikace bazi ]

MiSeq

[ Rozdéleni vzork( na zakladé index( ]

[ fastq.gz (komprimovany .fastq) ] H

B) [

Odstranéni adaptor( ]

[ Odstranéni bazi s nizkou kvalitou ¢teni ]

g J

C
) Mapovdani teni na Mapovani ¢teni na
celou genomovou vytvoreny .fasta <
sekvenci BRCA1 soubor
[ Odstranéni nekvalitnich éteni ]
D)
[ Statistika pokryti ]
E)
[ Konverze SAM na BAM ]

g g

Integrative s h
e Manualni kontrola
genomic viewer . v ,
mapovanych cteni

A

g

Vytvoreni dodatecného .fasta souboru s nové
identifikovanymi variantami
Iy

Obrazek 20: Schéma analyzy sekvenacnich dat. A) Primarni automatické zpracovani v ramci
sekvenaéniho béhu v pfistroji MiSeq. B) Odstranéni adaptori a bazi s nizkou kvalitou ¢teni za
vyuziti software Trimmomatic. C) Paralelni mapovani a odstranéni nekvalitnich ¢teni pomoci
software Novoalign. D) Vytvoreni zékladni statistiky pokryti pomoci software SAMtools. E)
Pievod vystupniho formatu SAM ze software Novoalign na format BAM pomoci software Picard
tools. F) Manualni kontrola mapovanych ¢teni v prohlize¢i ¢teni IGV, uprava statistického vystupu
(krok D) dle zkontrolovanych dat. G) Vytvotreni nového vzorového .fasta souboru na zékladé nove
identifikovanych variant (z mapovani Cteni na celou sekvenci genu), reanalyza téchto variant
z duvodu unifikace vysledkt. Fialové — kroky automatického procesu v ramci sekvena¢niho béhu
MiSeq. Zelené — kroky v laboratoii vytvofen¢ho postupu pro zpracovani dat. Hnédé — kroky
manualni kontroly.
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Z hrubych dat byly nejprve odstranény adaptorové sekvence a nizkokvalitni identifikované

baze za vyuziti software Trimmomatic (ver. 0.32 http://www.usadellab.org).

Nejprve byla sekvenacni data mapovana na ptipraveny .fasta soubor pomoci Novoalign (ver.
2.08.03; Novocraft). Soubézné s mapovanim byla odstranéna ¢teni s nedostate¢nou sekvenacni
kvalitou. Ptipraveny ,, BRCA1 sestfihovy* .fasta soubor obsahoval sekvence, se vSemi
teoreticky moznymi exon-exonovymi spojenimi vSech teoreticky moznych sestiihovych variant
transkriptu BRCA1 (NM _007294) zahrnujici alternativni exon 13A a znamé varianty
exonovych variaci (viz kapitola 3.4.1.1 Navrh multiplexni PCR). Vysledek mapovani ve
formatu SAM byl konvertovan do souboru BAM pomoci Picard Tools (ver. 1.129;
https://broadinstitute.github.io/picard/). BAM soubory byly kontrolovany v prohlize¢i IGV
(Integrative Genomics Viewer, Broad Institute) a statistika pokryti byla vytvofena pomoci

SAMtools (ver. 0.1.19; http://samtools.sourceforge.net/).

Tento pfistup ignoruje pfitomnost exonizovanych intronovych sekvenci, proto byla hruba
sekvenacéni data znovu mapovana na cely gen BRCAI (81,189 bp z referenéni NG 005905 mezi
92,500-173,688 bazi). Vysledky mapovani byly analyzovany manudln¢ v prohlize¢i IGV. U
¢teni, kterd zasahovala z exonu do pfilehlého intronu nebo u Cteni, kterd se mapovala uvnitf
intronu, byla zaznamendna celd sekvence pfisluSeného cteni, véetné nenamapovanych
(skrytych) nukleotidi. Nenamapované ¢asti téchto Cteni byly porovnavany pomoci BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Pokud nenamapované casti sekvenci obsahovaly ¢ast jiného
exonu BRCA 1, bylo mozno identifikovat a popsat celou intronovou inzerci. Celé identifikované
sekvence s intronovymi ¢astmi byly sestaveny do nového .fasta souboru a pouzity pro nové

mapovani za pouziti originalnich hrubych dat stejnym principem jako ptivodné.

Vsechny vystupy mapovanych ¢teni byly manudlné zkontrolovany v IGV z diivodu vylou€eni
chybnych mapovani. Pro semi-kvantitativni porovnani identifikovanych exon-exonovych spoju
napfi¢ skupinami byly pocty &teni jednotlivych variant vztazeny k 10° &teni daného vzorku

(smési vzorkl).

Pritomnost volnych sestfihovych mist byla identifikovdna pomoci IGV, kde se tato mista
zobrazovala jako inzerce ¢i delece. Jejich pocty byly manudlné¢ odecteny a pomérovée

zhodnoceny (viz kapitola 4.2.7. Kvantitativni posouzeni variant s volnymi sestrihovymi misty).
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3.5 Kvantifikace exprese vybranych nalezenych ASV BRCA1
pomoci RT-qPCR

Kvantitativni RT-PCR v redlném case (RT-qPCR) umoziiuje velmi ptesnou kvantifikaci
genové exprese na urovni mRNA (resp. cDNA). Metoda je zalozena na PCR reakci vyuzivajici
meéfitelného nartstu fluorescence emitované fluorochromy piitomnymi v reakéni smési, které
jsou schopné nespecifické vazby do dvousroubovice DNA. Hladina fluorescence je po kazdém
cyklu méfena a narlistd pfimo umérné s pfibyvajicim mnozstvim produktu, efektivitou PCR
reakce a mnozstvim templatli vstupni mRNA. Vyslednou hodnotou qPCR reakce je tzv.
,»Crossing point* (Cp, n€kdy také oznaCovano Cq nebo Ct), tato hodnota odpovida cyklu PCR
reakce, ve kterém amplifikacni kiivka amplikonu protnula hodnotu zékladni linie (linie Sumu).
Zpétné je pak vypocitan vstupni pomér sledovaného amplikonu oproti amplikonu referen¢nimu
za vyuziti znalosti efektivit PCR reakci obou sledovanych amplikonti, nebo absolutni mnozstvi

templat ve vzorku.

3.5.1 Navrh primert pro RT-qPCR analyzu

Primery pro RT-qPCR analyzu byly specificky navrzeny tak, aby byly amplifikovany pouze
unikatni sestfihové varianty. Tohoto bylo docileno navrZzenim jednoho primeru z primerového
paru do unikatniho exon-exonového spojeni. ,,Pfechodovy* primer musel vykazovat vysokou
specifitu ke konkrétnimu unikdtnimu exonovému spojeni. Napt. FWD , pfechodovy* primer
BRCA1A9 10 pro transkript s vypadkem exont 9 a 10 nasedal svou delsi ¢asti (5’ konec) na
konec exonu 8 a krat$i 3’ ¢asti (3-6 bazi) na exon 11. Kratka cast ,,pfechodového” primeru
nesméla mit zddnou vyraznou shodu se sekvenci exonu ve wt mRNA transkriptu (na tomto
piikladu exonu 9). Druhy primer z primerového paru pak nasedal ve stejném exonu v optimalni
vzdalenosti (Obr. 21).

I Exon C
5 ITRRREERRRERRnnnnnnnl 3¢

Exon A TRRRRRRRRRR it

Obrazek 21: Schéma navrhu primeri pro transkripéné specifickou RT-qPCR. Modie je
znazornén exon A, ¢ervené exon C. Kanonicky exon B neni v transkriptu pfitomen, byl vystfizen
pomoci alternativniho sestfihu. Cerné je znazornén primerovy par specificky pro alternativni
sestfihovou variantu AB, kdy levy primer naseda do unikatniho exon-exonového spojeni.
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Do unikatnich exonovych spojeni bylo navrzeno 7 primerovych part, 2 primerové pary byly
navrzeny pro zhodnoceni celkové exprese BRCA1 (na 5° konci v exonu 7 a na 3’ konci do
exond 23 az 24). Jeden primerovy par byl navrzen pro odliSeni kratké formy exonu 11, dalsi
byl navrzen specificky pro alternativni produkt genu BRCA1 — BRCAL1 IRIS. Do kazdého
z referenc¢nich genti (UBC — ubikvitin C, NM 021009.6; ATP5B — beta podjednotka F1 ATP
syntdzy NM_001686.3 a GAPDH — glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza, NM_002046.6) byl
navrzen jeden primerovy par. Jeden navrzeny primerovy par byl pouzivany pouze specificky
pii preamplifikaci oblasti BRCA1l exonu 2 az 6 (na 5° konci transkriptu BRCAI1
byly koncentrovany tii varianty A3, A3 5 a AS5). Pro kontrolu nulové kontaminace vzorku DNA

byl vyuzit jeden primerovy par nasedajici do intronovych oblasti CHEK? (viz ptiloha 2).

Vsechny primery byly navrZzeny na anelacni teplotu vrozmezi (54,3 — 59,8 °C), byla
provedena predikce tvorby vlasenek, primerovych dimert a dale byla provedena optimalizace
anelacnich teplot (Tan) - za optimdlni byla zvolena 62 °C. Dale byla provedena kontrola
specifiCnosti primerd pomoci 2% gelové elektroforézy a Sangerova sekvenovani. U
,sestithovych® primeri byla kontrola provedena amplifikaci danych fragmentti na plazmidu
obsahujici sekvenci kanonického transkriptu BRCA1 mRNA. Pokud se tvofil PCR produkt se
»sestithovymi® primery na kanonickém templatu BRCA1, primery byly znovu navrZeny tak,
aby vykazovaly vys§i specifitu pro unikdtni exon-exonové spojeni (viz kapitola 4.3.2.
Optimalizace gPCR reakce).

vvvvvv

varianty BRCAI a jejich vyznam) byly navrZeny primery pro variantu A9 10 tak, aby bylo
mozné tuto variantu kvantifikovat v kombinaci jak s kratkou verzi exonu 11 (11q), tak s

dlouhou, kanonickou verzi stejného exonu.

3.5.2 Preamplifikace

Pted vlastni qPCR analyzou byla, z divodu omezené¢ho mnoZstvi genetického materialu a
relativné nizké exprese mRNA BRCA, provedena preamplifikace vSech vysetfovanych ASV
variant u vSech vzorki. Diky preamplifikaci byla zvySena citlivost detekce a bylo tak mozZno
hodnotit i nizko exprimované varianty. Bez preamplifkace se ,,crossing* point (Cp) amplikonu
odrazejiciho celkovou expresi BRCAI ptiblizoval k Cislu Cp (cyklu) 33-35, tedy k detekénimu
limitu metody. Bez preamplifikace by nebylo mozné detekovat a analyzovat varianty s nizkou

expresi (< 10 % celkové exprese BRCAI).
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Kazdy vzorek byl preamplifikovan s mixem primert pro kazdy amplikon (findlni koncentrace
v reakci byla 112,5 nM pro kazdy primer) a pomoci 5x HOT FIREPol Probe qPCR Mix Plus
(Solis BioDyne) dle pokynti vyrobce ve 20 pl reakci a protokolu:

95 °C 15 min
95 °C 15s
62 °C 4 min 14x

Preamplifikované vzorky byly 21x nafedény ddH>O.

3.5.3 RT-gPCR analyza a analyza krivek tani

Pro vlastni qPCR analyzu byl vyuZit enzym s pufrem obsahujicim interkala¢ni fluorescenéni
barvivo Eva Green (5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Supermix; Solis BioDyne). Analyza
qPCR byla provedena dle doporuceni vyrobce v reakci o objemu 10 pl, kterd obsahovala 2 pl
5x amplifikacniho mixu, 1 pl mixu obou pfislusnych primert (findlni koncentrace 175 nM
kazdy), 1 pl preamplifikovaného templatu a 6 pul ddH,O. Reakce byly pipetovany v 384
jamkovém formatu s vyuzitim pipetovaci stanice Pipetmax (Gilson) a analyzovany na stroji

LightCycler 480 II (Roche) za vyuZiti protokolu:

95 °C 12 min

95 °C 10 s

62 °C 20s 40x
72 °C 10 s

Vsechna meéfeni byla provadéna v technickych replikatech a specificnost vSech
analyzovanych amplikonli byla posouzena v programu LightCycler 480 software (Roche)
pomoci analyzy kiivky tani (kontinualni zvySovani teploty z 68 °C do 95 °C za neustalého
méteni klesajici fluorescence), kterd probéhla ihned po vlastni RT-qPCR analyze. V ptipadé
detekované odchylky kiivky tani byla provedena 2% gelova elektroforéza produktu a

Sangerovym sekvenovanim zjisténa sekvence qPCR produktu.

Standardn¢ byly provadény negativni kontroly qPCR (obsahujici stejny mix, pouze
templatova cDNA byla nahrazena ddH>0O).
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3.5.4 Stanoveni efektivity qPCR reakci

Z tedicich fad cDNA byly zkonstruovany za optimalizovanych reakénich podminek kalibra¢ni
kiivky pro vSechny vysetifované amplikony. Z nich byla poté stanovena efektivita jednotlivych
RT-gPCR reakci. Pro konstrukci kalibra¢nich ktivek bylo z bunééné linie MCF7 pouzito 200
ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng, 10 ng, 1 ng a 0,1 ng izolované RNA (cDNA resp.) na 10ul reakci
(Hojny J., 2012).

Kalibracni kiivky pro absolutni kvantifikaci byly sestaveny za vyuziti specifickych,
arteficidlnich PCR produkti vSech charakterizovanych amplikonii (vCetné unikéatnich
sestfihovych variant). Spektrofotometricky (NanoDrop 1000) byla urcena jejich koncentrace a
po 10x nafedéni a byla v tripletu stanovena finalni koncentrace, ktera byla pouzita do piepoctu

poctu templath na pl podle nasledujiciho vzorce:

(koncentrace vzorku [ng/pl] x 6,022 x 10?3
656,6 X 10° X a

Konc. vzorku (molekuly/pl) =

kde a oznacuje délku PCR produktu v bp.

Po vypoctu byly viechny arteficialni PCR produkty nafedény na koncentraci 10'° templaté/pl.
Byl pfipraven smésny roztok vSech cilovych sekvenci, ve kterém méla kazda sekvence
koncentraci 10° templatti/ul. Vysledny pracovni roztok qPCR templatd slouzil pro dilu¢ni
kalibra¢ni fadu o koncentracich 1x10°, 1x10%, 1x10°, 5x10%, 2,5x10%, 1x10?%, 50, 25, 10, 1
kazdého z templati/ul, ktera byla pouzita pro konstrukci kalibracnich kiivek qPCR a zjisténi
detek¢niho limitu metody (Hojny J., 2012).

3.5.5 Kvantifikace zmén exprese jednotlivych ASV a jejich statistické

vyhodnoceni

Vystupem qPCR analyzy byly hodnoty Cp jednotlivych amplikonii, které nezohlediuji
efektivitu jednotlivych reakci. Hrub4 data byla nejprve zpracovana pomoci softwaru qGENE
(http://www.qgene.org), ktery je aplikaci do tabulkového kalkuldtoru Excel (Microsoft) a
pomoci software GenEX (MultiD). Oba programy umoznuji efektivitu jednotlivych qPCR

reakci zohlednit.

Vstupni mnozstvi templatové cDNA bylo normalizovano a mira relativni exprese BRCA1 ve
vySetfovanych tkanich byla posuzovana v porovnani s referen¢nimi geny pro ubikvitin C

(UBC), katalytickou podjednotku beta F1 ATP syntazy (A7P5B) a glyceraldehyd 3-fosfat
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dehydrogenazu (GAPDH), které byly vybrané na zakladé predchozich pokusii provadénych na
pracovisti pro tento typ analyz a na zdkladé¢ dokumentované exprese téchto referencnich genii
v prsni tkani (viz kapitola 4.3.3. Zhodnoceni vybranych referencnich genii). Hodnoceni miry
exprese sledovanych ASV BRCA1 bylo normalizovdno na miru exprese BRCA1 exona 7 a

23/24 (viz kapitola 4.3.4. Celkova exprese BRCAI ve vySetrovanych tkanich; Favy et al., 2000).

Pro hodnoceni relativni miry exprese sledovanych amplikont v jednotlivych typech tkéani
napfi¢ vySetrovanymi skupinami byl pouzit software GenEX v6.1 (MultiD), stejné jako pro
tvorbu popisnych statistik jednotlivych souborti. Software GenEX je specializovanym RT-
qPCR néstrojem, ktery kromé zdkladniho zpracovani a vyhodnoceni dat umoziuje i tvorbu
pokrocilych statistickych analyz na tirovni soubort. Software GenEX byl vytvoren v souladu
s MIQE (Bustin et al., 2009) a CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute; https://clsi.org/)

doporucenimi.

Zmény relativni exprese u sledovanych sestiihovych variant v souborech pacientl
s karcinomem prsu a zdravych kontrol a jejich dynamika, byla vyhodnocena pomoci
statistického software REST 2009 wver. 2.0.13 (Relative Expression Software Tool;
https://www.gene-quantification.de/rest-2009.html; Corbett Research Pty. Ltd; Pfaffl, 2001;
Pfaffl et al., 2002) a pomoci software GenEX.

Pro statistické zpracovani souborti byl vyuzit neparametricky Mann-Whitney U-test (v ramci
software GenEX). Z diivodu omezeni statistické chyby prvniho typu v ramci Mann-Whitney
U-testu byly za signifikantni vysledky povaZovany vysledky s p < 0,0085 (6 porovnavanych

soubortl) a p <0,0073 (7 porovnavanych soubortt).

Pro tvorbu grafii byl vyuzit program Excel (Microsoft). Krabicové grafy jsou standardné
sestaveny na zéklad¢ hodnot 1. a 3. kvartilu s vnitini hodnotou druhého kvartilu (medién),
chybové tisecky zna¢i minimum a maximum, odlehlé hodnoty jsou zndzornény te€kou a prameér
je znazornén kiizkem.

Korelacni analyzy pro porovnani exprese jednotlivych variant mezi vySetfovanymi tkanémi a
porovnani exprese v pravé a levé prsni tkani véetné vyhodnoceni statistické signifikance byly
provedeny pomoci software Statistica 12 (StatSoft) pomoci funkce korelacni matice, stejné jako
linedrni regrese varianty A9 10 u skupin pacientek s karcinomem prsu a zdravych kontrol

v zévislosti na véku, ktera byla vypocitana pomoci funkce linearni rovnice.
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4 VYSLEDKY

4.1 Izolace a zpracovani biologického materialu

4.1.1 lzolace a kontrola kvality celkové RNA z lidskych tkani

Rada vzorki od celkové 216 Zen byla v pribéhu zpracovani a naslednych analyz vylouéena.
I pres pouziti RNA prezervacnich médii a ptisnych metodickych postupt se, predevSim z
divodu nedostatecné kvalitniho tkanového materialu (nizk4 bunéénost) a lidské chyby (vysoka
mira degradace RNA, chyby pfi izolaci RNA apod.), nepodafilo v n€kterych ptipadech izolovat

dostate¢né mnozstvi kvalitni RNA.

Uspésné a s dostateénym vytézkem se pro syntézu cDNA podafilo izolovat 633 vzork
z celkovych 854 vzorkt (74,1 %). Z téchto vzorkii mélo dostate¢nou integritu RNA (RIN > 5)
596 (94,2 %). VSechny vzorky s dostate¢nou integritou RNA Uspé$né prosly syntézou cDNA.

4.1.2 Optimalizace reverzni transkripce

Pro syntézu cDNA byla pouZzita reverzni transkriptaza SSIII (Thermo Fisher Scientific) s
ndhodnymi hexanukleotidy. V prubehu reverzni transkripce s hexanukleotidy vznika po celé
délce transkriptu mnozstvi cDNA tsek, jejichz délka zavisi na koncentraci hexanukleotidii
v reakci, ¢im mensi je koncentrace hexanukleotidl, tim delsi Gseky se syntetizuji. Vysledna
cDNA je za pouziti hexanukleotidii kvantitativnim obrazem piivodni RNA, protoZe jsou
pokryty vSechny useky transkriptu. V pribéhu optimalizace bylo porovnavano mnoZstvi a

dostatecna délka PCR produktii vzniklych z ptepsané cDNA (Tab. 5).

Tabulka 5: Optimalizace reverzni transkripce. Cervené je vyznaceno slozeni smési, které bylo
kontrolni PCR vyhodnoceno jako optimalni pro nejlep$i vysledek reverzni transkripce. Hodnoty v
tabulce jsou uvedené v pl.

1 2 3 4
RNA osetiena DNéazou (1ug) 6,1 6,1 6,1 6,1
Hexanukleotidy (30 pmol/pl 0,25 0,5 0,25 0,5
ddH,O 0,25 - 0,5 0,25
50x dNTPs 0,4 0,4 0,4 0,4
DTT 0,5 0,5 0,5 0,5
5x buffer 2 2 2 2
SS3 0,5 0,5 0,25 0,25
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Kontrolni PCR reakce probéhly pomoci FastStart Tag DNA Polymerase kitu (Roche) dle

doporuceného protokolu vyrobce v objemu 10 pl a jako templat byl pouzit 1 pg celkové RNA

(z bunééné linie MCF-7), ktera byla tésné pted reverzni transkripei oSettena DNazou I (viz

kapitola 3.3.6. Syntéza cDNA). Jako vhodné primery pro kontrolni PCR byly vybrany primery

HTS e5F a HTS el10R, které davaji vzniknout amplikonu o dostatecné velikosti 467 bp (Obr.

22).
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Obrazek  22: Optimalizace reverzni

transkripce. Jednotlivé kombinace
mnozstvi  reverzni  transkriptdzy a
hexanukleotidi z tabulky V1 jsou
vyznaceny Ccisly 1-4. M - velikostni
standard (marker). Cernou vertikalni
Sipkou je oznaCen vzorek s nejvetSim
vytézkem amplifikace. PCR produkty jsou
zobrazeny na 1% agardézovém gelu.

Vysledky kontrolni elektroforézy ukazaly nejvyssi vytéZek kontrolni PCR reakce na templatu

cDNA, ktera byla syntetizovana za pouziti 0,25 ul ndhodnych hexanukleotidt a 0,25 ul SSIII

reverzni transkriptazy v reakénim objemu 10 pl (Obr. 22). V pribéhu zpracovani lidské RNA

se syntéza cDNA provadéla ve dvojnasobném objemu.
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4.2 Identifikace alternativnich sestrihovych variant BRCA1

v biologickych vzorcich

Cilem prvni Casti prace bylo zavedeni robustniho systému pro rychlou a citlivou analyzu
alternativnich sestfihovych variant jakéhokoliv genu, na modelu BRCAI, za pomoci
multiplexni PCR, obohaceni vzorkii o kratké amplikony s unikdtnimi exon-exonovymi
spojenimi, piipravy sekvenacnich knihoven ze selektovanych vzorkli, NGS s vysokym

pokrytim a biostatistické analyzy sekvenacnich dat.

4.2.1 Kontrola spravného prabéhu syntézy cDNA pro identifikaci ASV

Pro metodu identifikace ASV BRCA1 byly vybrany vzorky, které mély nejvyssi moznou
kvalitu izolované RNA ve vsech tfech vySetfovanych tkanich (primér RIN = 7,4) a zaroven
dostate¢né mnozstvi izolované RNA (pro zachovani genetického materidlu pro nasledné RT-
qPCR analyzy). Kvalita syntetizované¢ cDNA z téchto vzorki byla ovétena kontrolni PCR (viz
kapitola 3.3.7 PCR kontrola reverzni transkripce syntetizované cDNA pro identifikaci ASV,
Obr. 23)

K2 M2 T2

1000 bp| &

500 bp ===
- —

100 bp
% S —

Obrazek 23: Priklad elektroforézy kontrolni PCR syntézy cDNA. 1 — vzorek ¢.173. 2 — vzorek ¢.
186. K — RNA izolovana z leukocyte periferni krve. M — RNA izolovand z mamarni tkané.
T — RNA izolovana z pfilehlé tukové tkang. Cervené — amplikon s primery v exonech 2 a 8. Zluté
— amplikon s primery v exonech 15 a 17. M — velikostni marker. PCR produkty jsou zobrazeny na
1,5% agardzovém gelu.

Z celkem 96 vzorku syntetizované cDNA (4 skupiny zen x 3 vySetfované tkané€ x 8 vzorki ve
skupin€) odhalila kontrolni elektroforéza 3 vzorky bez vysledného PCR produktu. Syntéza

cDNA z téchto vzorky byla nasledné uspésné zopakovana, coz potvrdila dodatecna kontrola.
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4.2.2 Optimalizace primert pro multiplexni PCR reakce

U primert pro amplifikaci exon-exonovych spojeni byla optimalizovana anelacni teplota (Tan)
pro nasedani primert a ovétfena jejich funkcnost a dostatecna specificnost. Optimalizace Tan
probihaly v objemu 10 pl (viz kapitola 3.4.1.2 Viastni mPCR reakce), v cykleru PTC-DyAD
(BioRad) s gradientovym blokem v rozmezi teplot 56—64 °C. Za optimalni Ta, byla zvolena

teplota 62 °C, s prihlédnutim k teploté vypocitanou in-silico softwarem Annhyb (Obr. 24).

v
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Obrazek 24: Optimalizace multiplexni
PCR s primery HTS e6F a HTS el1R
(440 bp). Reakce s riznymi anelacnimi
teplotami jsou vyznaceny Cisly 1-9
(1-56°C;2-57,1°C;3-58,3°C;

10005P 4-59,6°C; 5 60,8 °C; 6 61,9 °C;
7-62,7°C;8-63,2°C;9-64°C).
500bp M - velikostni standard (marker).
— - el L R p— - Cernou vertikalni Sipkou je oznacen

vzorek s nejvyssi ti€innosti amplifikace

pti anelacni teploté primerti 62 °C. PCR

100 bp produkty jsou zobrazeny na 1%
agarozovém gelu.

el

Po optimalizovani anelacni teploty byl proveden test amplifikovatelnosti se vSemi
navrzenymi primery, a vS§emi jejich moZnymi kombinacemi pomoci kontrolnich PCR reakci

(viz ptiloha 1; Obr. 25.).
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Obrazek 25: Test funkénosti HTS primeri na piikladu primert e2F a el1R a jejich partneri
(viz kapitola 3.4.1.1 Navrh multiplexni PCR (mPCR), Obr. 14). M — velikostni standard (marker).
NK — negativni kontrola. PCR produkty jsou zobrazeny na 1% agar6zovém gelu.
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Pro testovani byl pouzit plazmid pcDNA3.1 s inkorporovanou kédujici oblasti transkripéni
varianty BRCAT1 11q. Tento konstrukt slouzil jako templat pro kontrolni PCR reakce z diivodu
usnadnéni amplifikace a snazsi interpretace vysledkl —jeden primerovy par da vzniknout pouze
jednomu produktu (Obr. 25; BRCA1 11q je variantou BRCA1 se zkracenou formou exonu 11
o 3309 bp; tento konstrukt byl v nasi laboratofi k dispozici z pfedchozich experimentt).
Detekované nefunkéni primery (el1F, e12R, e15R) byly upraveny a znovu testovany. Primery
pro znamé alternativni varianty (zkradcend forma exonu 5 — 5q, alternativni exon 13 — 13A),
primer nenasedajici do kodujici oblasti (e1F) a primer nasedajici do oblasti dlouhé formy exonu
11 (kterd nebyla v pouzitém plazmidu pfitomna; el1F) byly otestovany na cDNA templatu
syntetizované z celkové RNA bunécné linie MCF-7, ve které byly vSechny tyto varianty

pfitomny.

4.2.3 Optimalizace pribéhu multiplexnich PCR reakci

Délka doby polymerace (elongace polymerazy) v pribéhu PCR reakce byla optimalizovana,
aby byla omezena amplifikace dlouhych templati vzniklych z kanonick¢ého BRCAT1 templatu.
Cas elongace PCR polymerazy byl v pribéhu optimalizace snizovan (Obr. 26). Jako vysledny

¢as elongace byl vybran hrani¢ni Cas 15 s.

Obrazek 26: Optimalizace ¢asu elongace béhem mPCR. a) Prvnich 6 mPCR reakci s délkou
elongace 1 minuta. b) Prvnich 6 mPCR reakci s délkou elongace 15 vtefin. Cisly 1-6 jsou oznageny
jednotlivée mPCR reakce (viz kapitola 3.4.1.1 Navrh multiplexni PCR (mPCR)). M — velikostni
standard (marker). PCR produkty jsou zobrazeny na 1% agarézovém gelu.
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4.2.4 Optimalizace velikostni selekce produktid mPCR reakci

Amplikony o velikostech vétSich nez 200 bp, které v produktech mPCR stale pietrvavaly
(produkty kanonického BRCA1 templatu), mély byt odstranény pomoci syst¢ému AMPure XP
(Beckmann Coulter). Na zaklad¢ riizné finalni koncentrace polyethylenglykolu (PEG; v roztoku
AMPure XP) a vzorku je ovlivnéna afinita dlouhych DNA fetézcti k poréznim magnetickym
partikulim (¢im vyssi koncentrace PEG, tim krat§i DNA fetézce se na magnetické partikule
vazi; Obr. 27). Pro odstranéni amplikont > 150 bp jsme zvolili 1,8x vstupni koncentrace PEG

do reakce.

1000 bp
—>

500 bp
-

100 bp
-

Obrazek 27: Optimalizace velikostni selekce. Mix — smés jednotlivych mPCR reakci
(neselektovany vzorek). Jednotliva ¢isla udavaji vstupni koncentrace PEG, cernymi napisy jsou
oznaceny selektované Casti vzorkt naseho zajmu a modie ¢asti vzorki, které byly odstranény.
Cernou vertikalni Sipkou je oznaen vybrany vzorek s optimalni Gi¢innosti velikostni selekce.
M - velikostni standard (marker). PCR produkty jsou zobrazeny na 2% agar6zovém gelu.
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4.2.5 Souhrnné vysledky mapovani ASV BRCA1

Mapovani veskerych sekvenacnich dat (viz kapitola 3.4.5. Biostatistické zpracovani dat) s

naslednou kontrolou vysledkii odhalila pfitomnost 94 ruznych alternativnich sestfihovych

variant BRCA1 napfii¢ vSemi vySetfovanymi vzorky (Tab. 6).

Tabulka 6: Spektrum viech nalezenych alternativnich sestiihovych variant BRCA1. Cisla
vyjadfujici mnoZstvi variant jsou normalizovana na 10° teni. Barevnym polem je vyznacena Cetnost
nalezené varianty: Bile — 0; Zelené — 1-9; Zluté — 10-99; Svétle Eervené — 100-999; Cervend —
1000-9999; Tmavé Cervené > 9999. FS znacli ,,frameshift“; 1F , in-frame*; n.c. — nekodujici
variantu. C = kazetova; mC = multikazetova sestfihova udalost. SDS/SAS — donorové / akceptorové
sestiihové misto; A = delece; ¥ = inzerce. Tu¢né s modrym pozadim jsou oznaceny varianty
vyskytujici se ve vSech vySettovanych lidskych tkanich. Sloupec Reference znaci, zda byla varianta
identifikovana v minulosti: 0 = ne; 1 = ano; P = byla oznac¢ena jako predominantni.

Test. Analyzované lidské tkané Reference
® bunécné -
8 linie Leukocyty Mama Tukova tk. leu | Mam | Tu
2 > = = < < g
Popis varianty HGVS nomenklatura ‘; Biotyp g i g i g lglalg/a 9N
e S| E| 2| 5| 8|28 8|2 |58 3RR%E
5 s | Sl E s g| s |g 5 8gl8elglQ
= N s| 8|3 |s|8|3|:|8/5|5/8|5|82 %
S x 0 J o J [ [S - 2 2
S| E|R|B|&|R|B|&|R|2|F5|8|2[8|2|2|6
1Aq c.-25_-20del6 UTR |SDSA 1185 7854 3632 5045 4210\2981 11439 4010 2508" 6035( 4955 -2 N N T N B - B A |
1Aq, 2a i‘}rz]sss—émde's’ €-19-59 19|y :R:A; 0| o ol o3| o|lo|]o|o|lo|olo|lo|o|o]fo
1Aq, A2 c.-25_80del105 n.c. |SDSA+CA | 176 |:lcPd| 40 | 101 | 150 | 46 | 192 | 28 | 59 [ 8 |205 | 1 | 1 ofofo
1Aq, A2_3 c.-25_134del159 n.c. [SDSA+mCA| 0 [EEyE o | 202 | 13 | 14 | 46 | © 0 o|lo]1|l1|l1|lo0o]o0]o0
1Aq, A2_5 c.-25_212del237 n.c. |SDSA+mCA| © 438 0 0 0 2 0 83 0 0 0 1|1|1(0|0f0O
1Aq, A2_5, 6p |c.-25_282del307 n.c. SDSA +mCA 0 |30 | 0 0 0 0 0 0 0 0 o |loflo|lojo|lo|oO
+ SASA
1Aq, A2_7 c.-25_441del466 n.c. |SDSA+mCA| © 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 o|0|O0O|O0O]|0O]|O
1Aq, A2_7, 8p |[c.-25_444del469 n.c. SDSA +mCA 0 0 0 34 0 0 0 0 0 0 o |loflo|lo|o|lo]|oO
+ SASA
1Aq, A2_10 c.-25_670del695 n.c. [SDSA+mCA| 0 |438 | O 0 7 0 0 0 0 0 o |l1f(1|1]0]|0]|O
1Aq, A2_17  |c.-25_5074del5099 n.c. |SDSA+mCA| 88 0 0 0 0 o | o o lolo]of[oflo|lo|o]|o
1Aq,A2_19  |c.-25_5193del5218 n.c. |SDSA+mCA| 0 0 0 0 0 0o [289] o o lolojoflo|lo|lo|o]|o
1laA c.-20+1_-20+89ins89 UTR |SDSV pZENPAEE] 321 | 219 01 6 ‘il 940 (427 (349 (1 (1|1 |0 (|P|O
2p c.-19_-7del13 UTR |SASA 83 | 963 | 140 | 118 | 232 | 77 | 214 | 28 | 76 |238|164 |1 (P |1 |0 | P | O
A2 c.-19_80del99 n.c. |CA 5l 3982 PN 1063 1987 [EPEN 330 481 42| 1|p|2|P|P]|oO
A2_3 c.-19_134del153 n.c. |mCA 0 0 0 0 36 | 364 | O 5 o|8& |1|pP|l1|lo|P]|oO
023, V4 264113:1?3’[51?: ;g?n: 1c i?s' nc. |mca+cV¥ |10 o | o | oo | o|o|o]| 5 |o|st|1|1|ofloflo]o
A2_5 c.-19_212del231 n.c. |mCA 88 03 Wwl) 0 0 73 | 35 0 0 0 o l1f(1]1]0]|0]|O
A2_7,8p c.-19_444del463 n.c. |[mCA+SASA| 0 10 [ 169 | © 0 0 0 0 0 o |loflo|o|o|oO|O
A2_10 c.-19_670del689 n.c. |mCA 0 88 0 0 0 0 0 0 0 0 o |1f(1]0]0]|0]|1
A2_17 c.-19_5074del5093 n.c. |mCA 0 6 0 0 0 0 0 0 11 0 o |loflo|ojo|O|O
A2 19 c.-19_5193del5212 n.c. |mCA 0 0 0 [101]| O 0 | 976 | 0 0 (2| 0 |oflofo|o|o]|oO
V145 bp int 2 |c.81-3486_81-3342ins145 (FS [CV 636 | 459 | 40 | 34 | 72 | 24 | 87 |276| 8 |100| 82 [0 |0 |0 (O | O | O
A3 c.81_134del54 FS [cA 987 PANLE 0 10293 8436 | 4141 | 9336 9438 el 1 [P |l1]ofP|1
A3, V4 Z'gj;_lf;s_?;:;nillig' FS |ca+CV 2|4 | 0| o|o|a|o]o]|o|o]o]|o|lolo|lo|lo]o
A3_5 c.81_212del132 IF mCA 0 | 875 | 60 | 405 | 215 | 109 | 474 [ 165 | 108 | 0 | 0 |[o|o |0 |O|0O]|O
V1l6bpint3 ;‘134+3124—134+3239'n51l FS cv 461 =N 20 0 26 | 61 | 23 | 83 | 38 (212 62 |0 |O|O|O|O]|O
AL ¢.135-4047_135-3932ins116 |FS |CV Aol Pxk| 281 | 489 | 238 | 367 | 306 | 276 | 470 (279|574 |1 (1 (1|0 |P | O
A5 c.135_212del78 IF CA 395 8016 130438569 4 | 7476 10169 4778 4013/ 88 Pl1|P|P|P|1
A5 6 c.135_301del167 FS mCA 0 0 0 0 0 0 0 |634| 0 0 0 olo|Jo|o|lo|oO
A5_6, 7p c.135_307del173 FS mCA + SASA| 0 0 0 0 |33 0 |127| © 0 0 o |loflo|o|Oo|O|O
A5_7 c.135_441del307 FS mCA 0 (481 o 0 0 0 0 0 0 0 o |loflo|o|Oo|O|O
A5_7, 8p c.135_444del310 FS mCA +SASA| 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0 o |loflo|o|jo|oO|O
A5_9 c.135_593del459 IF mCA 0 44 0 0 0 0 0 0 0 0 o |loflo|o|jo|oO|O
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Test. Analyzované lidské tkané Reference
bunécné )
§ linie Leukocyty Mama Tukova tk. Leu Mam | Tu s
§ > > = <« <« ]
Popis varianty HGVS nomenklatura 3 Biotyp 2 8 |8 .la|g|g|alals
S c|ls|5|5|=s|5|5|g|5|YKQ|IVR|R|o
s s| S S| |SlS) s |8|S(8)¢l8¢glgls
o N~ > e | < > 8 | & > gl g |E|o|E|o|a|lL
P x o a | S o a | O © 2| g |o|E|Q|E|E|gS
S| EIR|B|&8|R|8|F|R|2|&|8|2|8|2|
5q c.191_212del22 FS [SDSA SUEH 1269 3602 2818 2137 \8023 4501 3624 5886 9339 4268 [N I I I I I I 2 I
5q, A6 c.191_301del111 IF SDSA + CA 0 0 0 0 0 0 0 0 22 0 o |loflo|ojo]|oO|1
A6 c.213_301del89 FS |cA 4 | 0 | 40 | O 0 65 | 35 | O 0 |19| 0o |o|lo|o|o|lo]|oO
6q c.293_301del9 IF SDSA 0 | 44 [ 431|371 (695 | 202 | 116 | 28 | 124 | 7 |62 |0 |0 |0 |0 |0 | O
8p c.442_444del3 IF SASA 197 | e 079 10883 | 8566 83 4287 46 6356 5024 40 P|P|P|P|P|1
A8 c.442_547del106 FS CA 0 0 10 0 0 0 0 55 | 92 0 o |loflo|o|jo|oO|O
A8 9 c.442_593del152 FS mCA 0 0 0 0 20 | 141 | O 0 0 0 o|l1|1]o0o]jo]|P|O
A8 10 c.442_670del229 FS mCA 0 88 0 0 0 2 0 0 0 0 o|l1fl1]1]o]|P]|O
A8 16 c.442_4986del4545 IF mCA 88 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o |lo|lo|o|o]|oOo|oO
V94 bpint8 |c.548-297_548-204ins94 FS cv 110 | 481 | 251 | 202 | 457 | 71 17 | 69 | 238 | 0 |154( 0|0 |0 |O0O]|O]|O
V97 bp int8 |c.548-300_548-204ins97 FS |CV 461 | 438 | 371 | 456 | 757 | 244 | 312 | 248 | 286 [204| 92 |0 |0 [0 |0 |0 | O
A9 ¢.548_593del46 FS |[cA 95 9888 364 4 0[229 0319301 (2092 7042 128639 M- H NN -]
A9_10* c.548_670del123 IF mCA 4542 19558 {7 M 106 1| 998 71| 940 6 ol P(P|P[P|P|1
A9_11 ¢.548_4096del3549 IF mCA ooCipISorEl 100 | 270 | 454 2 0 | 413 | 22 0 f923|P|1|P|O]|O]|1
A9_12 c.548_4185del3638 FS mCA 0 0 10 0 0 0 0 |165| 16 0 o |l1f(1[1]0]|0]|O
10a ¢.594-21_594-1ins21 IF [SASV 4827 2056 594 | 430 665 | 465 o|lofoflofo]o
A10 ¢.594_670del77 FS CA 154 |WEEH 30 | 34 0 12 0 0 27 | 7 o|1f1|1]|o0|P|oO
A10_11 c.594_4096del3503 FS |mCA 0 [EE 70 | 101 | 131 | 22 0 0 0 0 [523|1|1|1]|0|0foO
A10_12 c.594_4185del3592 FS mCA 0 [416| O 0 0 0 0 0 0 89| 0o |(1]1]1]|0]|0]|O
A11 c.671_4096del3426 IF cA 439 | 60 [337 | 104 | 69 | 185|303 | 265 (71 (246 |1 |1 (1|0 |0 |1
A11_12 c.671_4185del3515 FS mCA 0 0 0 0 0 10 | 23 0 0 0 o|l1lo0|1]0|0]|oO
A11_12,13p |c.671_4188del3518 FS mCA+SASA| 0 | 175 | © 0 0 0 0 0 0 0 o|l1lo0|1]0|0]|oO
11q c.788_4096del3309 IF SDSA 60 VLS 823 | 928 1965\2971 1491 5883 1048 2557 7879 [N W N T I 0 O A |
11 A3094 c.788_3881del3094 FS 'n"tro”'zat'o 241(219| o | 0|39 |6 | o] o|o]o|olo|lo|lo|lo|o]|o
11 A3110 ¢.788_3897del3110 FS Inntromzat'o Wbl 700 | 40 | 67 | 7 | 32| o |220| 32 |223| 41 | 1| 1|0 |00 ]o0
11 A3240 €.788_4027del3240 IF 'n"tro”'zat"’ 614 o |80 |3 | oo olo|lo]|olol1]|1|lololo]o
13p c.4186_4188del3 IF SASA 263 8 36 8819294 (2684 1] 4 97 K:LYAI6 Pl1|P|O|P]|O
A13 c.4186_4357del172 FS |cA 44 [WGIE 70 | 405 | 111 | 36 | 69 | 138 | 86 |141|482 |1 |1 |0 |0 |P |0
A13, 14p c.4186_4360del175 FS CA + SASA 44 | 219 | 20 0 0 6 12 0 0 0 o |1(1]|0]|0]|0]|O
A13_14 c.4186_4484del299 FS |mCA 0 0 [675]333| 0 0 0 76 | ol o |oflo|lo|o|o|oO
A13_15 c.4186_4675del490 FS mCA 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 o |lo|lo|o|o|o]|oO
c.4358-2785_4358-
V13A 2720ins66 IF cvY 6495 | 24 963 1974 /| 873 <5 703 AHEEEEIVEREN 1 |1 |1 |0 | P[0
c.4358-2785_4358-
V13A, 14p 2720ins66 + IF CV +SASA |0/APErY 130 | 169 | 166 | 75 | 12 | 14 | 49 |123| 21 (1|1 |1 (0|0 | O
c.4358_4360del3
c.4358-2785_4358-
VW 13A, A14 2720ins66 + FS CV +CA 0 0 0 0 819|115 | 0 0 0 0 o lojo|o|o]|oO|oO
c.4358_4484del127
14p c.4358_4360del3 IF SASA 4 :f| 542 :pi| 917 | 333 | 335 (358 | 303 |892|533 (P |P|P|P|P|O
Al4 c.4358_4484del127 FS CA 417 RUEE o 877 [HUVEN 607 )| 773 [Pl 882 | 1 (0 (0| 0|00
A14_15 c.4358_4675del318 IF mCA 241 [EN 10 | 67 | 52 | 44 0 |55| 3 |0 ]2|1]|1]|0|0]|0]O
A14_17 c.4358_5074del717 IF mCA 132 | 919 o|1]|1foflo]|o0]1
A15 c.4485_4675del191 Fs_ |ca 285 | 766 1[1]ofo]r]o
A15_16 c.4485_4986del502 FS |mCA 0 619 o |ojlo|jo|lo|o]oO
A15_17 c.4485_5074del590 FS mCA 176 | 372 718 | 1 (1|10 |P |1
A15_19 c.4485_5193del709 FS mCA 88 | 744 0 1|11|1|0]0]O
A15_23 c.4485_5467del983 FS |mCA 0 | 175 o |lo|ofjo|lo|o]oO
16a c.4986+1_4986+65ins65 FS |SDSV 570 5568 6687 ojlojoflo]|o]oO
A17 c.4987_5074del88 FS |[cA I 1466 2358 [y 1951 i1|1|oflo|P]|oO
A17_18 c.4987_5152del166 FS mCA 0 0 olo|jojo|O|oO
A17_19 c.4987_5193del207 IF mCA 88 ofo]Jojo|lo|o|ofoO
A17_20 c.4987_5277del291 IF mCA 0 0 0 0 0 |107 | O 0 0 o|lo]Jo|lo|lo|lo|o]|oO
A18 ¢.5075_5152del78 IF CA 0 |219| 60 | O 0 | 44 0 0 0 o|lo]1|l1|loflofo]oO
A18_19 ¢.5075_5193del119 FS mCA 0 0 10 67 0 4 81 | 28 11 7 0 olo|Jojo|oOo|oO
A18_20 ¢.5075_5277del203 FS mCA 0 0 30 0 0 4 0 0 0 0 0 olo|Jojo|oOo|oO
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Test. Analyzované lidské tkané Reference
bunécné
§ linie Leukocyty Mama Tukova tk. Leu Mam |Tu 3
8
2 > = = < < S
Popis varianty HGVS nomenklatura 3 Biotyp 2 2 ] g|laig2lv|al<s
c £ — - £ — - £ = s | N|lo|N|lo|o| =8
2 s | | 2 sl | 2| || 2|lag|lVNglN|N|O
c | g| E| x| | E | =2 g E|Z g|8|g|g]|c
o ~ CI 8| 2| Y| 8|F| ¢ |RB|ZF|E|lc|E|lc|a|S
S| x| 8| 2|y | B | 20| B |2 J|8|EIL|E|E|S
S| EIR|B|&8|R|8|F|R|2|&|8|2|8|2|
V143 bpint |c.5194-1231_5194-
- 132 0 [ 20| 0O 0 | 381324138573 | 0 |431 |0 0 0
19 1089ins143 FS cv
V146 bpint [c.5194-1234 5194-
- 73 | 197 | 80 | 101 40 | o |2 32 |[19|421|0|0|0|0|0]|oO
19 1089ins146 FS cv 373 9 0 653 89
A20 c.5194_5277del84 IF CA 0 |481 | 191|607 | O 60 0 PIFER o 0 o |1f(1|1]0]|0]|O
221 ¢.5278_5332del55 FS |ca | 492 | 776 [FEI)| 389 | 376 || 195 | 22 1|1[1|o[P|o
A21 22 €.5278_5406del129 IF_ |mca 88 [438| o [ o | o | o [sa9] o] o fofof1]1]1]ofr]o
271129 bp int ;-9.5332*'873_5332*1001'"51 FS |CV 263 | 592 | 641 [<FL{M 230 | 618 | 400 | 432 |342|657 |0 |0 |0 |0 |0 | O
;1119 BRIt |0 5333706 5333-588ins119 [Fs  |CV 66 [ 328 | 90 | 0o | 65 | 28 | 52 |279| 11 |45 |328 | 0|0 |0 |00 |0
022 c.5333_5406del74 FS cA 4739 164 85 4590 3064 440 919 464 38 S 1| P o|P|oO
23a c.5407-9_5407-1ins9 IF  |SASVY 44 | 66 | 10 | 0 |39 | 35 [ 168 | 55 | 68 | 74| 0 [0 | O ofjofo
A23 ¢.5407_5467del61 FS CA 263 | 613 | O 0 0 0 0 0 0 0 0|11 0|0]|oO0
Suma identifikovanych variant v kazdém mPCR mixu vzorkii 54 | 71 | 56 | 46 | 51 | 64 | 49 | 48 | 50 | 40 | 41
Pocet identifikovanych variant v analyzovanych tk. typech 76 67 72 54

* U varianty A9 10 nelze rozlisit, zda je kombinovana s kanonickym (e11) ¢i alternativné zkracenym exonem 11 (el1q).

Nejcastéji zastoupenou sestiihovou udalosti byl vypadek nékolika exonti v fadé (mCA —
multikazetova delece), ktery byl samostatné identifikovan v 32 pfipadech a v 12 ptipadech
soucasné s deleci zplisobenou volnym sestfihovym mistem (viz kapitola 71.2.2.5. Alternativni

sestrih na zakladeé volnych sestrihovych mist; +SDSA nebo +SASA; Obr. 28).

A)

sacargdss w 8 < - H O D

Exon 2 —T Exon 6

e e

e

TCCRGAARATCITAGAGTGICCERTCTY

RGCCTACARGRARG

TRCGAGATTTAGICARCTT

JFwsm |

Obrazek 28: Piiklady nalezenych multikazetovych deleci. A) Nalezena multikazetové delece A3 5
B) multikazetova delece AS 6 ve spojeni s volnym sestfihovym mistem 7p. Identifikovana ¢teni
jsou zobrazena v prohlizeci IGV.

Dal$im castym ptipadem alternativniho sesttihu byl vypadek jednoho exonu (CA — kazetova

delece) nebo zahrnuti alternativniho exonu ¢i vnitini Casti intronu do transkriptu (CVY —

kazetova inzerce). Tyto varianty byly detekovany v 16 (CA) a 11 (C'V¥) pfipadech osamocené,

62




v jednom piipad¢ byla nalezena kombinace inzerce a delece a v dalSich 4 piipadech byly

nalezeny jednotlivé inzerce nebo delece v kombinaci s volnym sestfihovym mistem (Obr. 29).

L B oa e BN =] 1 m fmuil‘»{ :\-;«u,g,:m‘ @ B 4 - @O X3 | (=) 1 5]

Exon8 ———— Exon 10 ‘ Exon13 — - Exon 13A

U RARTCCRGAACARRGCACRTCAGRARAAGIA T 1CGCATRTRCATGECEARRGGRALAACTEDD

CARGCTCAAARGRGG IG1GIGCIRGAT TGRAT I GG[16 I GGGAGATCANGANT 01 TAGCARAICACEGET Gr

Obrazek 29: Priklady nalezenych kazetovych variant. A) — delece exonu 9 (A9). B) — inzerce
alternativniho exonu 13('V 13A) zobrazené v prohlizeci mapovanych ¢teni IGV.

Samostatné vyuziti volnych sestfihovych mist bylo identifikovano ve 12 ptipadech

(Obr. 30A) a na zavér byly nalezeny tfi pfipady intronizace vnitini ¢asti exonu 11 (Obr. 30B)
a jeden ptipad kombinace multikazetové delece (e2 a e3) s kazetovou inzerci (alt. e4; Obr.
30C).

] 5
- = @Mz O 1 ] ) [ pp——— o B <> @0 AD | = T
Exon 7 «——— Exon 8 Exon 11 «+————— Exon 11
" RED - 5789 L. = usaxl'ﬂ' )
.
e
3
A 1A

Obrazek 30: Unikatni pripady alternativniho sestiihu identifikovaného v transkriptu BRCAL.
A) sestiih na zaklad¢ vyuziti volnych sestfihovych mist B) intronizace ¢asti exonu 11 (11 A3110).
C) delece exonu 2 a 3 soudasné s inzerci alternativniho exonu 4 (A2_3, ¥4). Cteni jsou zobrazena
v prohlize¢i mapovanych ¢teni IGV.
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4.2.6 Tkanova specificnost nalezenych variant

V biologickych vzorcich pacientil s karcinomem prsu a zdravych kontrol se nejsirsi spektrum
exprimovanych ASV nachézelo v mamarni tkani (72). Leukocyty periferni krve exprimovaly
67 raznych variant a prilehla tukova tkan 54 (viz Tab. 6). Ve vSech vySetfovanych cDNA
syntetizovanych z lidského genetického materidlu bylo pfitomno 29 variant, které jsou
oznaceny jako ubikvitni / predominantni (Obr. 31). V testovanych bunécnych liniich bylo

nalezeno 76 ASV, z nichz 11 bylo pro dané linie unikatni (Obr. 31).

Nalezené kvalitativni a kvantitativni rozdily mezi zdravymi kontrolami, pacienty
s karcinomem prsu a nosi¢emi BRCA mutace byly na Grovni semikvantitativniho porovnani

mapovanych vysledkti malé (Tab. 6).

Normalizované sekvenaéni teni [pocet ¢teni varianty na 10° celkovych éteni vzorku]

-
0 o
EENENEEEEENEEEENEEEEEEENEEEE lllllllllllI ll“l II III II II I I I “‘“ ‘
E R R A KK A A REEE KK KR AN KRR EEEE AR KR r n .'n n e b B EBEE R EeEE e
SEEaN R AT Tu R SN SRy CH O RY S BN ERE e AN aAn g R8N g g SR SRS By IR SNAR Ny 888N RNASRERBLEARE R
EEp Rk B EEv gy bei-poi=g-Lpab inapapa = B pbisit it ST pirel 1D g I n P i i geliuteb i mps e s et In et
» E E Tad —Ea=83 < S L demd ] \ﬁzn-uﬂ NQgreN g ENaa NS ads |- adag
a o —2om <Yaocao_ g ad g« -3 Q< mAaOddy O g indd € <€dgge L gd G Qo
s & 3BR YgRa-g El 3R89S% 5 ga7° YgTURIE e T Y 37
a o =p oo o m | 2 - o - - o=
Nop = Spo = < <<
o > Py = < <
> > > >
Primér exprese ASV v: Lidské tkané: leukocyty mama tukova tk. Bu#. linie:
Tkanich: W Kontroly: MCF-7: “ubikvitni” ASV: =
Buii. liniich: BC pacienti: [ | Mix*: N nizko exprimované ASV: +
BRCA1 mut.: [ ]

Obrizek 31: Semikvantitativni porovnani nalezenych sestfihovych variant. Cernymi a $edymi
sloupci je vyznadena &etnost nalezené varianty normalizovand na milion Gteni. Cervenymi
hvézdickami je oznacena ubikvitni / predominantni sestfihova udalost, modrymi hvézdickami
sestiihova udalost s nizkou ¢etnosti. Barevnym kodem je kvalitativn€ vyznaceno, ve kterych tkanich
byla dana udalost nalezena.

Proteinovy produkt BRCA1 muze potencionalné¢ vznikat pouze ze 25 identifikovanych
variant, které zachovavaji ¢teci ramec (,,in-frame*). Jedenact z té€chto variant bylo oznaceno
jako predominantni, tedy vyskytujici se napfi¢ vySetfovanymi soubory. Z téchto jedenacti
variant je devét popsdno v predchozi literatuie (AS; 8p; A9 10; All; 11q; 13p; V13A;

V13A,14p; 14p) a dv¢ varianty byly identifikovany nové (6q; 10a). Dalsi 4 ,, in-frame’
varianty (A3_5; A9 11; A14 15 a 23a) byly detekovany ve vétSin€ vySetiovanych vzorki.

Zbylych 10 variant (A5 9; 5q,A6; A8 16; 11A3240; A14 17; A17 _19; A17_20; A18; A20;

A21-22) vykazovalo na zaklad¢ identifikace variant pomoci NGS spiSe slab$i miru exprese.
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4.2.7 Kvantitativni posouzeni variant s volnymi sestfihovymi misty

Pouzity metodicky pfistup v identifikaci ASV ndm umoziiuje ptimo kvantifikovat vétSinu
variant liSicich se na zéklad¢ volnych sestfihovych mist bez dalsi nutnosti kvantifikace pomoci
RT-gPCR. Mapovaci algoritmus ¢teni obsahujici klasické sestfihové misto a Cteni obsahujici
volné sestfihové misto ve vétSiné piipadl namapoval na jednu sestfihovou udalost. Pro
kvantitativni posouzeni bylo v prohlize¢i mapovanych c¢teni potieba odeCist pomér
zastoupenych frakei (Obr. 32). V ptipadech ¢teni mapovanych na jednu sestifihovou udalost byl
rozdil v délkach jednotlivych amplikoni (s a bez vyuziti volného sestfihového mista)

minimalni, a proto preferencni mira amplifikace kratSich amplikonii zanedbatelna.

s Regions Tools GenomeSpace Help

v | BRCA1e78 v [BRCA1e78 o ft « » @; 0O =x 2 | =] ]

Exon7 «———F— Exon$8

10 bp 20bp 0 bp 40bp 50 bp 60 bp
| | | l ] | | 1 L | |

CHE) "

BRCA1_e7-8:32

Total count: 6209 ‘

A': 6188 (100%, 3024+, 3164-)
[—3=1C:7(0% 4+,3-)

G:8(0%, 4+,4-)
—]T:6(0%, 3+, 3-)

N:O

e

INS: 0

.=

Obrazek 32: Odefteni poméru varianty s klasickym sestfihovym mistem oproti varianté
s volnym sestfihovym mistem (znazornéno na piikladu varianty 8p) v programu IGV. Tento
program umoznuje zobrazeni dodate¢nych informaci k mapovanym c¢tenim. Fialovou Sipkou je
oznacen celkovy pocet identifikovanych cteni v misté delece (tzn. ¢teni neobsahujici deleci —
v tomto ptipadé kanonicky sestfih), cervenou Sipkou je ozna¢eno mnozstvi ¢teni obsahujici deleci
(v tomto ptipad¢ sestiih na zaklad€ volného sestfihového mista 8p).
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Ze vsech nalezenych SDS a SAS variant (Splice donor site / Splice acceptor site; viz Tab. 6)
bylo pfimo kvantifikovano 22 piipadii s volnym sestithovym mistem (Obr. 33; ptiloha 3):

Jméno HGVS ) . . . Lo A
arisnty | momenkiatara Biotyp Zastoupeni dané varianty v porovnini s odvozenou variantou
varian y
100% ——r——r—
elA (wt) exon 1 wt 75%
50% —— || D 1Ag
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1Aq c.-25_-20del6 SDSA 0% et wix Komray BRC.AI+ Knmml,r Karc BRcm»f Kontmhr
cOMa L ptsuL preu M rrsuT
e2 (wt) exon 2 wt 1??;’? = T 1 1 1 1 1 1F 1 | O2p
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75% B13p
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: : 100%  —— — ] —— ] —— = ] F——] ——
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Obrdzek 33: VyuiZiti volnych sestrlhovych mist. Zelené — varianta od kter¢ je volna sestfihova
varianta odvozena. Cervené — majoritné se vyskytujici varianta. Zluté — minoritné se vyskytujici
varianta. Modie — vzacné se vyskytujici varianta. Kare. prsu — pacientky s karcinomem prsu
BRCA1+ — pacientky s mutaci v BRCAI. L — leukocyty periferni krve; M — mamarni tkan, T —
tukova tkan.
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Varianty 1Aq; 8p; 10a; 13p; 14p a 1Aq,A2; byly detekovany ve vétSiné vzorka lidskych tkani
s ¢etnosti > 5 % (v Obr. 33 a pfiloha 3 — ¢erven¢). Varianty 2p; 6q; 23a; Al13,14p a YV 13A,14p
se vyskytovaly napfti¢ vzorky v mife nizsi (v Obr. 33 a ptiloha 3 — zlut¢). Kombinované varianty
1Aq,A2 3; 1Aq,A2 5; 1Aq,A2 5,6p; 1Aq,A2 7,8p; 1Aq,A2 7; 1Aq,A2 10; 1Aq,A2 17;
1Aq,A2 19; AS 6,7p; AS 7,8p; Al11 _12,13p byly detekovany pouze v nékterych ptipadech (v
Obr. 33 a ptiloha 3 — modre).
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4.3 Kvantifikace vybranych ASV v biologickych vzorcich pomoci
RT-qPCR

4.3.1 Analyzovany soubor vzorku

Po analyze hrubych RT-qPCR dat od 596 lidskych vzorku, které prosly tispéSnou syntézou
cDNA (viz kapitola 4.1.1 Izolace a kontrola kvality celkové RNA z lidskych tkani) bylo
z divodu nizkého Cp referencnich oblasti BRCA1 mRNA (Cp > 25) vyrazeno 19 %
naméienych singletti vzorki (tj. 269 z celkovych 1408 singletll). Vyhodnocena byla finalni data

od 115-145 Zen (v zavislosti na vySetfované tkani; Tab. 7).

V ramci souboru zdravych kontrol byly Gspé$né analyzovany a navzdjem porovnany vzorky

pravé a levé prsni tkan€ u 40 (prsni) a 43 (tukova) zen.

Tabulka 7: Pocet Zen (vzorkiu) v jednotlivych skupinach vySetfovanych soubori a tkani, které
byly uspésné analyzovany pomoci RT-qPCR a statisticky vyhodnoceny. L — leukocyty; M —
mamarni tkan, T — tukova tkan.

BRCAI mut. BRCAI wt
Nazev
L M T L M T
Zeny bez 70% | 70% | 70% | 51% | 72% | 72%
Kkarcinomu prsu | 7/10 | 7/10 | 7/10 | 39/76 | 55/76 | 55/76
. karff:gmem 29% | 57% | 43% | 60% | 64% | 54%
prsu 2/7 4/7 3/7 | 74/123 | 79/123 | 67/123

59,3 %

UspésSnost celkem 115-145 / 216

Skupiny pacientli s mutaci v BRCAI byly z navaznych statistickych analyz vyfazeny pro

nedostatecné mnozstvi hodnotitelnych vzorki.

4.3.2 Optimalizace qPCR reakce

Pro RT-qPCR s primery nasedajicimi do unikatnich exon-exonovych spojeni bylo kriticky
dalezité, aby se dany primer nevazal pouze na 5’ nebo 3’ exonovou ¢ast spoje. Pokud by se
vazal na 5’ ¢ast, vznikal by dlouhy kanonicky PCR produkt (Obr. 34 B), ktery by se dal snadno
odhalit pomoci kontrolni elektroforézy PCR produktti nebo tzv. high resolution melting (HRM)
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analyzy, kterd nasledovala u vSech vzorka po kazdém qPCR béhu. Pokud by se primer vazal
pouze na kratkou 3’ exonovou ¢ast unikatniho ptechodu (viz Obr. 34 C), mohl by vzniknout
falesn¢ pozitivni PCR produkt neodpovidajici templatu. VSechny primery byly proto testovany
pomoci PCR reakce jak s cDNA templatem (ve kterém se vyskytovala dand sestfihova
varianta), tak s plazmidovym templatem obsahujicim wt sekvenci BRCA1 (viz kapitola 4.2.2.

Optimalizace primerit pro multiplexni PCR reakce).

‘ ] ‘
A) 5 I 3
Exon A Exon C
‘ | ‘
B) 5 TIINNIIEEET 3 x
Exon A Exon B
C) 5 IX XXX XU 3 x
Exon B Exon C

Obrazek 34: Schéma mozZného nasedani primeru do exon-exonovych spojeni. A) primer navrzen
do unikatniho exon-exonového spojeni exontt A/C. B) Stejny primer chybné se vazajici do exon-
exonového spojeni A/B. Pokud primer vykazoval dostate¢nou vazebnou schopnost v 5° exonu B,
vznikl dlouhy PCR amplikon obsahujici sekvenci exoni A, B a C. C) Stejny primer chybné se
vazajici do exon-exonového spojeni B/C. Pokud primer vykazoval dostate¢nou vazebnou schopnost
v 3¢ exonu B, vznikl stejny PCR amplikon jako v ptipadé A), obsahujici sekvenci exonti A, C.

Primery byly hodnocené jako vyhovujici, pokud tvofily PCR produkt s cDNA templatem
(spravnost sekvence byla ovéfena pomoci Sangerova sekvenovani) a netvotily zadny produkt

s plazmidovym templatem, tedy byly specifické pro konkrétni unikatni exon-exonové spojeni.

4.3.3 Zhodnoceni vybranych referenénich genu

Z4dny znamy gen lidského organismu nevykazuje stejnou miru exprese svych transkriptii ve
vSech tkanich, avSak nckteré geny jsou exprimovany s relativné stejnou mirou a pro potieby

RT-qPCR se daji pouzit jako geny referen¢ni (RG).

Pro kvantitativni posouzeni exprese ASV BRCAT ve vysetiovanych tkanich byly vybrany, na

zéklad¢ ptredchozich zkuSenosti z kvantitativnich analyz (Kleiblova et al., 2010) a vysledka
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voln¢ dostupnych externich dat =z expresni analyzy lidského transkriptomu
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRIEB2445/), referencni geny GAPDH, UBC a
ATP5B (Tab. 8).

Tabulka 8: Miry exprese referen¢nich genii ve vySetfovanych tkanich. Data jsou cerpana
zprojektu  Illumina bodyMap2 transcriptome (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
PRJEB2445/). RPKM — normalizovana hodnota mnozstvi ¢teni na kilobazi transkriptu na milion
¢teni (reads per kilobase milion).

Nazev Mira exprese Mira exprese Mira primeérné
referencniho v leukocytech v prsni tkani exprese v tukové
genu (RPKM) (RPKM) tkani (RPKM)
GAPDH 378,46 435,31 345,29
UBC 810,76 617,48 631,75
ATP5B 142,08 128,90 77,50

Pfred samotnymi analyzami naméfenych dat byla posouzena presnost prace a
reprodukovatelnosti vysledki celkového experimentu. Nezavisle namétena hrubé data ve formé
Cp referencnich gent byla otestovana ve vybéru 50 nejkvalitnéjSich vzorkl ze souboru (RIN >
8; vstup do syntézy cDNA = 800 ng). Experiment prokazal nesignifikantni rozptyly hodnot Cp
jednotlivych referen¢nich genti v jednotlivych tkénich (Kruskal-Wallistiv test pro porovnani

vice vybért, p=0,545). Maximalni odchylka od primérné hodnoty u UBC byla 5 %. U GAPDH
a ATP5B pak 3 % (Obr. 35).

B GAPDH B UBC W ATPSB
6%
T c 4% T
oSG 2%
X -
E’EE 0% 2
(@]
52 9 2%
O a
-4% 1
-6%

Obrazek 35: Porovnani odchylky Cp referencénich genii od primérnych hodnot v souborech
vySetfovanych tkani. Pro kazdou vysetfovanou tkan byla vypocitana primérna hodnota Cp u
dané¢ho referencniho genu. Dale byly kalkulovany jednotlivé odchylky od této hodnoty. Odchylky
v jednotlivych tkanich jsou znazornény spole¢né pro kazdy RG.
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Exprese RG v jednotlivych tkanich byla nasledn¢ porovnana s expresemi naméienymi
v projektu Illumina bodyMap2 (viz Tab. 8). Data znaSeho i externiho souboru byla

normalizovana na miru exprese GAPDH v prsni tkdni a poméroveé porovnana (Tab. 9).

Tabulka 9: Rozdily v expresi Illumina bodyMap 2 oproti expresi z RT-qPCR (data jsou
normalizovéana na expresi GAPDH v prsni tkani — 0)

Nazev referenéniho

% rozdil exprese

% rozdil exprese

% rozdil exprese

genu v leukocytech prsni tkani v tukové tkani
GAPDH -1,42 0,00 1,87

UBC 103,36 26,06 -12,10
ATP5B 127,40 -10,62 -62,90

Z pohledu absolutni kvantifikace nejlépe korelovaly exprese GAPDH, které jsou ve
vySetfovanych tkdnich srovnatelné se ziskanymi daty Illumina bodyMap2. Miry expresi UBC
a ATP5B se s porovnavanymi daty lisily, obzvlasté v leukocytech periferni krve. Vzhledem
k rozsahlosti naseho souboru (pfes 100 osob vs. 1 osoba v ptipad¢ Illumina bodyMap2) a
konzistence nami namétenych hrubych hodnot Cp (Obr. 35) jsme Zadny RG z dalSich analyz

nevyfadili.

4.3.4 Celkova exprese BRCA1 ve vySetiovanych tkanich

Celkova mira exprese vSech transkripti BRCA1 byla méfena pomoci dvou amplikonti
lokalizovanych v riznych ¢astech referen¢niho transkriptu. Prvnim byl amplikon zasahujici do
piechodu exonti 23 a 24 (viz ptiloha 2), ktery byl vybran z divodu absence sestfihovych variant
postihujicich tyto exony ve vysetfovanych lidskych tkanich® (viz. Tab. 6). Druhy amplikon byl

lokalizovan do exonu 7, ktery zohledituje variantu BRCA1 IRIS (¢i pfipadn€ jinou variantu

3 Jedinou dosud zndmou vyjimkou, nepiepisujici 3> koncovou &ast genu do transkriptu, je alternativni
genovy produkt BRCA1-IRIS (viz kapitola 1.3.3 Alternativni sestiihové varianty BRCAI a jejich
vyznam). U tohoto transkriptu je ukoncena transkripce v intronu 11 a proto naméfené exprese amplikonu

€23/24 nezahrnuji expresi této unikatni varianty (ani ptipadnych jinych, podobnych variant).
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s ukon€enou transkripci za exonem 7). Zaroven nebyla identifikovdna zddnd vyznamnd
sestfihova varianta postradajici exon 7 (v souctu bylo identifikovano pouze 1643 ¢teni riznych

minoritnich sestfihovych udalosti postradajici exon 7, viz Tab. 6).

Oba referen¢ni amplikony reprezentujici celkovou expresi BRCA1 vykazuji v porovnani se
vSemi referen¢nimi geny velmi nizkou (100x az 1000x niz8i) miru exprese napifi¢ vSemi

vySettovanymi vzorky (Obr. 36).

Leukocyty

——e7 —=—e23/24
100 %

n=119
10%
1%
0,1%

0,01%

)y ‘0
aaesaa2s ] N DRI VoD oo oo
v vl Y N N R R R R R A RV AN AN N VN N VNV RV A RV

Mamarni tkan

——p7 ——e23/24
100 %

10 % n=214
1%
0,1%

0,01%

Tukova tkan

——e7 ——e23/24

100 %
10% n=211
1%

0,1%

0,01%

~
| T | (] | | | | |
e e,

Obrdzek 36: Porovnani miry exprese referen¢nich oblasti BRCA1 normalizovanych na expresi
vybranych referen¢nich genii. Modrymi (e7) a oranzovymi (e23/24) body jsou oznaceny relativni
exprese danych variant u jednotlivych vzorkt. Pismenem (K — leukocyty periferni krve; M —
mamarni tkan; T — tukova tkan) a Cislem (0 = zdravé kontroly, 1 = pacientky s karcinomem prsu, 2
= zdravé a BRCAI mutované a 3 = s karcinomem prsu a BRCAI mutované) jsou oznaceny
jednotlivé soubory. n - pocet vySetfovanych vzorkil v dané tkani.
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Z grafu je patrny trend vyssi exprese amplikonu e7 oproti amplikonu €23/24. Pro posouzeni
rozdilu exprese €7 a €23/24 byla souhrnné data v leukocytech, prsni a tukové tkani graficky

porovnana (Obr. 37).

B Leukocyty B Mama B Tukova tk.

3,5x
°
3,0x
2,5x °
.
2,0x S
1,5x L L
> ~=
I_I_I l—v—l
l,OX o 1
e23/24
0,5x
0,0x

Obrazek 37: Porovnani exprese BRCA1 e7 proti expresi BRCAL1 e23/24 ve v§ech vzorcich napric¢
vySetfovanymi tkanémi. Cervenou linkou je znazornéna normalizovana exprese €23/24 (1x).

Vyssi relativni exprese e7 proti exonu 23/24 prokazuje pfitomnost jedné ¢i vice variant, které
postradaji exony 23 a 24 (napt. zminénda BRCA1 IRIS, ¢i dalsi). Zaroven je patrna rlizna
tkanove specifickd mira exprese e7, kterd naznacuje kvantitativné odlisné slozeni ASV BRCA1
v leukocytech oproti vySetfovanym solidnim tkanim. Z tohoto divodu byla exprese

jednotlivych ASV BRCAT1 (v¢etné BRCA1 IRIS) porovnéavana proti expresi BRCA1 e7.

4.3.5 Relativni exprese ASV BRCA1

Z celkovych 94 identifikovanych variant pomoci NGS bylo pfimo kvantifikovano 22 variant
z mapovanych dat. U zbyvajicich 72 variant nebyla pfesn¢ kvantifikovana mira jejich exprese,
protoZze nebylo mozné reflektovat a zpétné spocitat rozdilnou efektivitu jednotlivych mPCR
reakci €i ztratu rizné dlouhych produkti mPCR v promyvacich krocich. Kvantifikace vSech 72
variant pomoci pfesné RT-qPCR metody byla kvili omezenému biologickému materialu
nemozna, a proto byly pro dalsi analyzu vybrany pouze varianty predominantni, zachovavajici
Cteci ramec — potenciondlné vedouci ke vzniku proteinového produktu (A3; AS; A9 10
s navazujici kratkou 1 dlouhou formou exonu 11; 11q; All; ¥ 13A). Do souboru byly dale
piidany ,,in-frame * varianty, které byly detekovany alespon v 6 z 9 lidskych tkani ve stabilni
mife (A3 5 a A9 11) a popsana varianta BRCA1 IRIS. Po provedeni RT-qPCR s primery

navrzenymi do unikatnich exon-exonovych pfechodii na tomto souboru mohla byt dale
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statisticky vyhodnocena relativni exprese vétSiny variant (Obr. 38). Varianty A3 5 a All
nebylo mozné hodnotit z diivodu hrubych hodnot Cp za detekénim limitem metody* (Cp > 33)

u vetSiny vzorkd, 1 pres preamplifikaci cDNA.
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C) Tukova tk.

100 %

5A3 mA5 ®A9 10 BA9 10;11q BA9 11 m11q m'W13A ®IRIS

Obrazek 38: Relativni exprese ASV BRCAL1 ve vysetfovanych tkanich vztaZena k celkové
BRCAT1 e7. Prerusovanou cervenou linkou je vyznacen spolehlivy detekéni limit metody pro
kvantifikaci ASV BRCA1 (1 % z celkové BRCAL1).

* Detekéni limit metody byl charakterizovan v pilotnich expresnich pokusech v praci Hojny, 2012.
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Varianty A3 a A9 11 se exprimuji ve vSech tkanich ve velmi malé mite. Z rozptylu vysledka
a hrubych hodnot Cp (31-33) je patrné, ze mira jejich exprese narazi na detekéni limit metody,

proto také nebyly tyto varianty dale hodnoceny.

4.3.5.1 Tkanoveé specificka exprese ASV BRCA1

Pro finalni zhodnoceni miry métfenych ASV bylo nutné zohlednit celkovou expresi varianty
11q (kterd v experimentu diky navrhu primerii reprezentuje vSechny ptipady kratké formy
exonu 11 —1 s deleci A9 _10). Exprese samotné varianty 11q byla ziskdna odectenim exprese
varianty A9 10,11q. Po tomto pfepoctu neni soucet méfenych ASV BRCAI1 v porovnani
s celkovou BRCA1 uméle nadhodnoceny. Hodnoty relativni exprese vySetfovanych variant ve

vySetfovanych tkanich jsou shrnuty v Tab. 10 a graficky znazornény na Obr. 39 a 40.

Tabulka 10: Relativni mira exprese vySetfovanych variant BRCA1. Exprese jednotlivych variant
je vyjadfena v % celkové exprese BRCA1 (e7). SD = smérodatnd odchylka; SEM = stfedni chyba
priméru. Pro statistické porovnani tkanovych skupin byl pouzit neparametricky Mann-Whitney
test. P hodnoty jsou oznaceny: ¢ervene p > 0,0085 a zelen¢ p < 0,0081. Hodnota p < 0,0085 byla
pouzita u ditvodu eliminace chyby typu 1. Pozn.: tyto vysledky nezohlediiuji miru exprese celkové
BRCAI, ktera je v jednotlivych tkanich odlisna, viz Obr. 36).

Nézev AS A91—110; Azﬂlo; 11qg | V13A | IRIS
Exprese 1,13% | 3,96% 1,22% | 11,17% | 6,70% | 14,62%
Le“:‘Ii’)cyty SD 0,44% | 197% | 055% | 324% | 3,14% | 12,01%
SEM 0,04% 0,18% 0,05% 0,29% 0,28% 1,09%
Exprese L12% | 1021% | 327% | 12,95% | 4,14% | 7,16%
SD 049% | 3,67% | 1,16% | 293% | 2,12% | 2,75%
Mama (M) SEM 0,03% | 026% | 008% | 021% | 0,15% | 0,20%
PomérMvs.L | 0,99 | 2575 | 2,677 | 1,160 | 0617 | 0,490
P 0,5125 0 0 0,0000 | 0,0000 0
Exprese 1,10% | 9,11% | 321% | 13,91% | 6,44% | 6,24%
SD 1,07% | 337% | 133% | 3,19% | 332% | 2,11%
SEM 0,08% 0,25% 0,10% 0,24% 0,25% 0,16%
T“k("TV;" K1 pomerTvs.L | 0976 | 2207 | 2631 | 1,245 | 0960 | 0427
P 0,0009 0 0 0,0000 | 0,1870 0
Pomér Tvs. M | 0,980 | 0892 | 0983 | 1,074 | 1,555 | 0872
P 0,0018 | 0,0000 | 02330 | 0,0285 | 0,0000 | 0,0001
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Varianty A9 10, A9 10,11q, ¥ 13 a IRIS vykazuji odliSnou, tkanové specifickou miru
exprese vztazené k celkové BRCA1 (Obr. 39).
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Obrazek 39: Graf miry exprese jednotlivych sestiihovych variant v porovnani s celkovou
expresi BRCA1 (100 %). Vysledky jsou zobrazeny ve form¢ krabicovych grafii. Hvézdic¢ka znaci
statisticky signifikantni rozdil exprese porovnavanych soubort.

Pro porovnéni rozdilli primérmné exprese ve vySetfovanych tkanich byla exprese variant
mamarni a prilehlé tukové tkan€ vztazena k expresi variant kvantifikovanych v leukocytech
(Obr. 40). Z grafu je patrny minimalni rozdil v expresich variant A5 a 11q, a to 1 pies

statistickou signifikanci rozdila vétSiny porovnévanych souborti.
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Obrazek 40: Rozdily primérnych expresi jednotlivych ASV v mamarni a tukové tkani
v porovnani s expresi v leukocytech. Modra linka reprezentuje expresi variant v leukocytech (1x).
Hvézdicka znaci statisticky signifikantni rozdil exprese porovnévanych soubort.
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Souhrnnd mira exprese vySetfovanych variant z celkové BRCA1 (e7) dosahuje 39,7 %
v leukocytech; 37,9 % v prsni tkdni a 37,3 % v tukové tkani. Ve vySetiovanych tkanich je
souhrnna exprese téchto ASV srovnatelnd, avSak mira exprese jednotlivych ASV je tkanove

specificka (Obr. 41).
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Obrazek 41: Souhrnna exprese méirenych ASV BRCAL1 v jednotlivych tkanich. Barevné jsou
vyznaceny podily jednotlivych variant z celkové BRCAI, $ed¢ je vyznacena exprese odpovidajici
zbyvajici BRCA1 wt.

Na neselektovaném souboru 70 zen (od kterych byla k dispozici expresni data pro kazdou
variantu ve vsSech tfech vysetfovanych tkéani) byla provedena korelace expresi jednotlivych

variant mezi tkdnémi (Obr. 42).
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Obrazek 42: Grafy korelace expresi jednotlivych variant ve vySetfovanych tkanich. Modré body
znazoriuji jednotlivd méfeni expresi dané varianty v danych tkdnich, které jsou vztazena k celkové
expresi BRCA1 (e7). Te¢kovana modra piimka znazornuje spojnici trendu grafti.

Exprese jednotlivych variant v leukocytech periferni krve vétSinou individualné nekoreluje
(statisticky signifikantné) s expresi pfisluSnych variant v mamarni a pfilehlé¢ tukové tkani.
Vyjimkou je korelace exprese varianty A9 10 s dlouhou formou exonu 11 ve vSech tkdnich a
varianty A5 v leukocytech a mamarni tkani (tato varianta nicméné vykazuje velmi nizkou

relativni expresi). Korela¢ni faktory jsou vSak v téchto ptipadech nizké (< 0,5).

Naopak exprese jednotlivych variant v mamarni tkani statisticky signifikantné koreluje
s expresi stejnych variant ve tkani tukové s vyjimkou malo exprimované varianty A5 (Tab. 11)

a zaroven jsou ve vét§in¢ piipadi korela¢ni faktory > 0,5.
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Tabulka 11: Vysledky korelace jednotlivych variant ve vySetfovanych tkanich. Hodnoty
odpovidaji ptisluSnému korelacnimu faktoru. Cervené jsou vyznaCeny korelacni faktory se
statistickou signifikanci (p < 0,05)

A9 10; | A9 10;

Nazev varianty AS 11q V13A IRIS

11 l1q
Leukocyt .
eukocyty vs 0,046 0,335 0,077 0,138 0,205 0,055
Mama
Leukocy’ty VvS. 0.295 0,244 0,021 0,101 0,210 0,042
Tukova tk.
M .
amavs 0217 | 0551 | 0555 | 0524 | 0523 | 0,653
Tukova tk.

4.3.5.2 Relativni exprese ASV BRCA1 ve skupiné zdravych kontrol a

pacientek s karcinomem prsu

Z vysledkii popisovanych v ptedchozi kapitole je patrny velky rozptyl exprese nékterych
variant (A9-10, 11q, ¥ 13 a IRIS), ktery mize byt zplsoben odliSnou mirou exprese téchto
variant v zavislosti na vysetfované podskuping. Proto bylo provedeno porovnani expresi zvIast

u souboru zdravych kontrol (76 Zen) a pacientek s karcinomem prsu (123 Zen; Obr. 43).
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Obrazek 43: Grafy miry exprese jednotlivych sestfihovych variant u skupiny zdravych kontrol
(A) a pacientek s karcinomem prsu (B) v porovnani s celkovou expresi BRCA1 (100 %).
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Z grafu je patrné, ze rozptyly hodnot nesouvisi s diagnézou karcinomu prsu, ale jsou
pfirozené pro oba vySetfované soubory. Namétfena data obou podskupin Zen byla déle
statisticky vyhodnocena a analyza odhalila n¢kolik pfipada signifikantné se liSici miry exprese

u souboru zen s karcinomem prsu oproti zdravym kontrolam (Tab. 12).

Tabulka 12: Statistické porovnani exprese jednotlivych variant souboru pacientek
s karcinomem prsu proti zdravym kontrolam. Pomér exprese vyjadiuje ndsobek exprese u
skupiny pacientek s karcinomem prsu proti zdravym kontrolam. Exprese jednotlivych variant je
vyjadiena v % celkové exprese BRCAL1 (e7). SD = smérodatnd odchylka; SEM = stfedni chyba
praméru. Pro statistické porovnani byl pouzit neparametricky Mann-Whitney test. Vypocitané P
hodnoty jsou oznaceny: cervené p > 0,0073 a zelené p < 0,0073. Hodnota p < 0,0073 byla pouzita
z divodu eliminace chyby typu 1. Pozn.: tyto vysledky nezohlednuji miru exprese celkové BRCAL,
ktera je v jednotlivych tkanich odlisna, viz Obr. 36).

A9 10

Nizev A5 A91—110; A%};’; 11qg | VI3A | IRIS celEem
Exprese| 1,07% | 3,26% | 1,04% | 10,45% | 6,32% | 17,69% | 4,31%

Kontroly | SD | 041% | 1.88% | 0.64% | 3.63% | 3.40% | 1946% | 2.09%
= SEM | 007% | 030% | 0,10% | 058% | 054% | 3,12% | 033%
S| pac. |Exprese| 1,12% | 4,24% | 1,31% | 11,59% | 6,91% | 13,26% | 5,55%
E| skare. | SD | 041% | 1,67% | 048% | 297% | 309% | 526% | 184%
S| prsu | SEM | 005% | 0,19% | 006% | 035% | 036% | 061% | 021%
Pomér exprese | 1,047 | 1,298 | 1,259 | 1,109 | 1,093 | 0,750 | 1,288

P 0,6703 | 0,0012 | 0,0048 | 0,1115 | 0,2450 | 0,7375 | 0,0006

Exprese| 1,18% | 10,78% | 3,25% | 13,24% | 4,04% | 7,50% | 14,04%

Kontroly | SD | 046% | 327% | 1,10% | 2,70% | 196% | 2,61% | 3.94%
SEM | 005% | 032% | 011% | 026% | 0,19% | 026% | 039%

S| pac.  |Exprese| 1,05% | 9,18% | 322% |12,72% | 4,44% | 6,34% | 12,40%
S| skare. | sD | 045% | 3.03% | 111% | 277% | 236% | 186% | 342%
prsu | SEM | 005% | 034% | 0,12% | 031% | 027% | 021% | 0,39%
Pomér exprese | 0,893 | 0,851 | 0,990 | 0,960 | 1,099 | 0846 | 0,883

P 0,0317 | 0,0002 | 0,8381 | 0,1357 | 0,4527 | 0,0011 | 0,0047

Exprese| 1,24% | 8,99% | 3,26% | 14,19% | 6,42% | 6,27% | 12,25%

Kontroly | SD | 139% | 3,09% | 1,16% | 3.23% | 340% | 2,01% | 3,77%
e SEM | 014% | 031% | 012% | 032% | 034% | 020% | 038%
% Pac. | Exprese| 0,90% | 8,89% | 2,87% |13,52% | 6,57% | 5,77% | 11,76%
2| skare. | SD | 028% | 352% | 094% | 272% | 310% | 196% | 4.03%
=| prsu | SseM | 003% | 044% | 0,12% | 034% | 039% | 024% | 0,50%
Pomér exprese 0,725 0,989 0,880 0,953 1,024 0,921 0,960

P 0,0579 | 0,5021 | 0,0619 | 0,1661 | 0,7250 | 0,1600 | 0,2031

* Ob¢ varianty s vypadkem exonl 9 a 10 byly sjednoceny a pfidany do analyzy jako spolecna
varianta, pro odstranéni vlivu dlouhé ¢i kratké formy exonu 11 a pro potvrzeni signifikance dil¢ich
vysledkd.
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Pro vytvoteni grafického zndzornéni rozdilli porovnavanych souborii byla mira exprese ASV
BRCAT1 u pacientek s karcinomem prsu vztazend na miru exprese variant u zdravych kontrol

(Obr. 44).
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Obrazek 44: Graf rozdili expresi jednotlivych ASV v souboru pacientek s karcinomem prsu
vztaZenych na miru exprese zdravych kontrol. Cervené — exprese zdravych kontrol — 1x.
Barevné jsou vyznaceny jednotlivé varianty. Hvézdic¢ky = signifikantné se lisici (p < 0,0073).

Varianty s vypadkem exonid 9 a 10 v leukocytech periferni krve jsou jediné varianty, u kterych
se signifikantné 1i$i mira jejich exprese o vice nez 20 %. Primérny vék vysetfovanych skupin
je vsak odlisny (zdravé zeny — 41,1 let; pacientky s karcinomem prsu — 58,7 let, viz Tab. 4).
Z divodu vylouceni faktoru rozdilného primérného véku byl veék individudlné korelovan na

expresi souhrnné varianty A9 10 u kazdé Zeny z obou soubori (Obr. 45).

e Kontroly e BC pacienti - Linearni (Kontroly) - Linearni (BC pacienti)
14%
12% .
10% ° »
L L
8% s . : ° .. ° !- 9
6% St e T lee e 80 e L S ——-
4% I ppittes :i 0o’y "" L .~.. -‘ % ..ﬂ. ....... .
2% o o LIS | o e & .
0%
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Veék

Obrazek 45: Korelace véku Zen s expresi variant s vypadky exonu A9 10 v leukocytech.
Teckovanymi Carami jsou vyznaceny spojnice trendu pro kazdou skupinu (modie — zdravé kontroly;
oranzov¢ — pacientky s karcinomem prsu = BC pacienti)
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Vysledky linearni regrese prokazaly statisticky nesignifikantni korelaci exprese ASV A9 10
u skupiny zdravych kontroly (y = 0,0573 - 0,0001 * x; r=-0,0918; r>= 0,0084; p = 0,5535) i u
skupiny pacientl s karcinomem prsu (y = 0,0444 + 0,0002 * x; r = 0,1953; r*= 0,0381; p =
0,1611; Obr. 45). Exprese variant s vypadkem exonit A9 10 je v leukocytech periferni krve
signifikantné vys§i v souboru pacientek s karcinomem prsu o necelych 30 % a zaroven neni

zavisla na véku vySetiovanych zen.

4.3.6 Lateralné specificka exprese jednotlivych variant

Od asymptomatickych pacientek s mutacemi v BRCAI, které podstoupili profylaktické
mastektomie a od zdravych kontrol, které podstoupily kosmetické operace, byl ziskan material
z obou prsnich (40 Zen) a pfilehlych tukovych tkéni (43 Zen). Bylo provedeno porovnani
lateralné specifické miry exprese jednotlivych sestiihovych variant v obou vySetfovanych

tkanich i individualng u kazdé zeny (Tab. 13).

Tabulka 13: Statistické porovnani lateralni exprese jednotlivych variant. Pomér exprese
vyjadiuje nasobek exprese v levé tkani oproti pravé tkani. Exprese jednotlivych variant je vyjadiena
v % celkové exprese BRCALI (e7). SD = smérodatna odchylka; SEM = stfedni chyba praméru. Pro
statistické porovnani byl pouzit neparametricky Mann-Whitney test. Vypocitané P hodnoty jsou
oznaceny: ¢ervené p > 0,0073 a zelené p < 0,0073. Hodnota p < 0,0073 byla pouzita z divodu
eliminace chyby typu 1.

Nazev A5 A91—1105 A%}]‘); 11g | VI3A | IRIS c?ﬁ)‘iﬁ

< | Exprese | L17% | 1L,17% | 3,39% | 13,01% | 3,89% | 841% | 14,55%
E SD 0,57% 3,75% 1,04% 2,49% 1,89% 3,34% 4,44%
E = SEM 0,09% 0,59% 0,16% 0,39% 0,30% 0,53% 0,70%

fé - | Exprese [ 1,18% |11,20% | 346% | 1320% | 4,05% | 7,76% | 14,65%
‘g E SD 0,40% 3,43% 1,16% 3,34% 2,13% 2,71% 4,09%
= SEM | 006% | 054% | 0,18% | 053% | 034% | 043% | 0,65%
Pomér exprese | 1,123 | 0,977 | 1,107 | 1,003 | 1,061 | 0,956 | 0,986

P 0,3240 | 09578 | 0,8512 | 08361 | 0,7327 | 03786 | 0,8890

« | Exprese | 1,26% | 9,04% | 3,46% | 1341% | 6,24% | 6,46% | 12,49%
5 SD 1,70% | 3,53% | 1,72% | 3,59% | 334% | 2,78% | 4,69%
f§ & SEM 0,26% 0,54% 0,26% 0,55% 0,51% 0,42% 0,72%

~§ . | Exprese | 125% | 9,74% | 3,59% | 14,48% | 6,77% | 7,40% | 13,34%
§ E SD 1,06% 3,41% 1,41% 3,47% 3,84% 2,95% 4,41%
ﬁ SEM 0,16% 0,52% 0,21% 0,53% 0,59% 0,45% 0,67%
Pomér exprese | 1,039 | 1,122 | 1,096 | 1,127 | 1,183 | 1,114 | 1,069

P 0,6440 | 0,1160 | 03248 | 0,0499 | 0,3691 | 0,1140 | 0,1385
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Statistickd analyza lateraln€ specifické exprese ASV BRCA1 v porovnani pravé a levé
mamarni a pfilehlé tukové tkané neodhalila odlisSnou expresi, kterd by byla spolehlivé

signifikantni. Exprese jednotlivych variant je obdobna (Obr. 46).
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Obrazek 46: Relativni exprese jednotlivych variant v porovnani levé vs. pravé mamarni a
tukové tkané. Cervenou linkou je vyznacena exprese v pravé tkani (1x), Barevné je zobrazena
exprese levé tkané.
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Pro porovnani zavislosti byly vyneseny individualni hodnoty exprese z pravé a levé tkané

konkrétni varianty do grafii a poté na zaklad¢ korelacni analyzy porovnany (Obr. 47).

Tukova tk. prava

Tukova tk. prava

Tukova tk. prava

A5 A9 10,11 A9 10;11q
30% 30% 30%
25% 25% . 25%
@ 20% w 20% . -w 20%
= > >
2 a a
-
g 15% g 15% . » - E 15%
g ] . ia‘: o
10% 2 10% A 2 10%
e .
5% 5% o 5% g: .............
o @ 0% 0%
0% 10% 20% 30% 0% 10% 20% 30% 0% 10% 20% 30%
Mama prava Mama prava Mama prava
11q Vi3A IRIS
30% 30% 30%
25% - 25% 25%
@ 20% 5 @ 20% @ 20%
> - > >
o . K] H .
@ 15% 3 ;&:“..--- 2 15% £ 15%
L] LIS ¥ S ] * w & | e
= 10% ete, = 10% — = 10% R SR :
AR ‘ ;&y": -
5% . 5% eate 5% %
.'@. L]
0% 0% " 0%
0% 10% 20% 30% 0% 10% 20% 30% 0% 10% 20% 30%
Mama prava Mama prava Mama prava
A5 A9 10,11 A9 10;11q
30% 30% 30%
25% 25% 25%
E 20% g 20% . E 20%
¥ B o } =
= 15% o 15% oo o 15%
= = . =
2 10% 2 10% e 2 0%
E E . g 10 o
. e o T
5% 5% L 5% F .
. proen * -
0% 4 0% 0%
0% 10% 20% 30% 0% 10% 20% 30% 0% 10% 20% 30%
Tukova tk. prava Tukova tk. prava Tukova tk. prava
11q V13A IRIS
30% 30% 30%
25% . 25% 25%
-
2 20% ——s 2 20% . 2 0%
- . 4t . — " — .
ey - . o ey =
® 15% B O ® 15% ® 15% .
= BT avy = . = . .
2 " [+ o [ D R
< 10% s = 10% gt = 10% .
2 . 2 Pl fon o 2 . o
. % ..a".lo . ﬁ‘;
h L) 2
5% 5% :‘.5. 5% | i
% 0% - 0%
0% 10% 20% 30% 0% 10% 20% 30% 0% 10% 20% 30%

Obrazek 47: Grafy lateralnich zavislosti relativnich expresi jednotlivych variant. Hodnoty jsou
vztazené k % celkové exprese BRCA1 vyjadienou e7. Soubory obsahovaly 40 lateralnich vzorkt
mamarni tkan¢ a 43 lateralnich vzorkl tukové tkané. Modrymi body jsou vyneseny jednotlivé
hodnoty, modra teckovana piimka vyjadfuje spojnici trendu graft.
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Byla prokazana statisticky signifikantni zavislost exprese u vSech variant s vyjimkou varianty

A9 10,11q; varianty 11q a varianty IRIS v mamarni tkédni a varianty A5 s nizkou relativni

expresi v tukové tkani (Tab. 14).

Tabulka 14: Vysledky korela¢ni analyzy lateralni exprese jednotlivych variant v mamarni ¢i
prilehlé tukové tkani. Cerveng jsou zvyraznény statisticky signifikantni hodnoty (p < 0,05)

. A9 10; | A9 10; A9 10
Nézev AS o 1iq 11q VI13A | IRIS el

Mama 0,424 0,443 0,173 0,221 0,561 0,239 0,417

0,294 0,648 0,595 0,431 0,370 0,519 0,724

Tukova tk.

Statistické porovnani pravé vs. levé mamdrni a pravé vs. levé tukové tkané neprokazalo
signifikantné odliSnou miru relativnich expresi vySetfovanych variant. Laterdlni exprese

vySetfovanych variant pozitivné koreluje, ve vétsiné ptipadi statisticky signifikantné.
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5 DISKUZE

S prichodem a zavedenim sekvenovani nové generace (NGS) se mnohonasobné zefektivnily
moznosti rutinni diagnostiky nukleovych kyselin u vzorki od pacientt. V jednom sekvenac¢nim
béhu je dnes mozno sekvenovat celou fadu genta / transkript, exomu / transkriptomu, nebo
celych genomt, epigenomil apod., a na zakladé téchto dat odhalovat fady odchylek napftic
vySetfovanou tkdni. NGS se dale vyviji a s rostouci pfistrojovou kapacitou imérné roste i
mnozstvi identifikovanych odchylek / variant, at’ uz na Grovni sekvence DNA/RNA nebo na
urovni exprese. Interpretace velkého mnozstvi nové nalezenych variant je pfitom Casoveé
narocna, a tak se spolecné s NGS rozviji biostatistika zpracovani a charakterizace dat, bez které
by nebylo mozné nalezené varianty tfidit a fadit dle dtlezitosti a dopadu na organismus. I pies
rostouci databaze nalezenych variant a veSkeré pokroky v biostatistickych nastrojich (hlavné
v predikci vyznamu variant vyskytujicich se v kddujici ¢asti genomu), je dnes stdle velmi
obtizné spolehlivé charakterizovat vétSinu intronovych variant (nejen) z divodu vysoké

heterogenity genomu v téchto oblastech.

Z téchto diivodu byly v predkladané praci vytyCeny cile vytvofit robustni systém s vysokou
senzitivitou a reprodukovatelnosti pro rychlou a komplexni identifikaci vSech ASV mRNA
jakéhokoliv zajmového genu a validovat ho na modelu BRCAI. Na zakladé takto vzniklého
katalogu fyziologicky se vyskytujicich ASV je mozné, po vySetieni pacientli pomoci RNA-Seq
metod, nepfimo odhalovat pfitomnost (nejen) intronovych mutaci, které vedou ke
kvalitativnimu ¢i kvantitativnimu ovlivnéni genové exprese na Urovni zmeény sestiihu pre-
mRNA, a tim vyznamné zjednodusit a zrychlit detekci a charakterizaci téchto mutaci, anebo
pfimo, spolehlivé, identifikovat patogenni ASV, jak bylo ukazano v pilotni studii konsorcia

ENIGMA (Brandao et al., 2019).

Predchozi experimenty s identifikaci ASV, které byly provedeny na nasem pracovisti (Hojny,
2012), byly dle tehdejsiho vzoru (Orban a Olah, 2001 a 2003) zaloZeny na amplifikaci celého
transkriptu BRCA1 pomoci PCR s primery lokalizovanymi do 5° a 3° UTR, ptipadné pomoci
primerd rozdé€lujicich transkript na ¢ast pred dlouhym exonem 11 a za dlouhym exonem 11.
Vysledkem byla identifikace ,,pouze* 13 ASV BRCAI1 a poznatky, Ze takto navrzeny
metodicky postup se vzorky zdravé lidské tkan€ vykazuje nizkou citlivost a reprodukovatelnost
z diivodli: a) obecné nizké exprese BRCAI; b) majoritni amplifikace referen¢nich variant
BRCA1 wt a BRCA1 11q; c) preferencni amplifikace velmi kratkych variant. DalSim

negativnim aspektem byly vysoké ndaroky na kvalitu a mnozstvi izolovaného materialu
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(integrita RNA) a casovd narocnost cel¢ metodiky (nékolikandsobna PCR, izolace a
reamplifikace unikdtnich amplikoni z agarézového gelu, restrikéni analyzy, Sangerovo

sekvenovani atd.).

Predkladana metodika zalozena na mPCR amplifikaci kratkych exon-exonovych spojeni a
jejich sekvenovani pomoci NGS vychazi ze zkuSenosti piedchozi prace. Navrzena a zavedena
multiplexni PCR, u které jsou cilovym vysledkem unifikované amplikony o velikosti okolo 80
pard bazi: a) eliminuje preferenéni amplifikaci kratkych ASV v reakci; b) diky vynechanému
primeru v nasledujicim kanonickém exonu eliminuje amplifikaci exon-exonovych spojeni,
kterd se vyskytuji ve wt variantaich BRCA1 transkriptil; ¢) vyrazn€ snizuje naro¢nost na
mnozstvi a kvalitu izolované RNA, protoze pomoci hexanukleotidii se i v ptipadé zlomy
poskozeného mRNA transkriptu syntetizuje cDNA po celé jeho délce. Finalni sekvenovani
mPCR produkti pomoci sekvenovani nové generace s hlubokym pokrytim (s pfedchozim
obohacenim analyzovaného vzorku o pozadované kratké amplikony pomoci velikostni selekce)

zajistuje vysokou citlivost metody.

Veskeré dil¢i kroky navrzené metodiky identifikace ASV se daji v dnesni dobé oznacit za
dobte znamé, standardné provadéné a ve vétsiné piipadii rychlé. NGS je uz nékolik let rutinné
praktikovano v provozech nemocnic ¢i soukromych genetickych zatizeni, postupy pro tvorbu
sekvenacnich knihoven (soucasné s velikostni selekci) jsou rozsifené, komeréné dostupné a
v mnoha pfipadech vzajemné zaménitelné. Jediny krok metodiky, ktery je oproti ostatnim
ovéfeni funkénosti primeri pro mPCR reakci. Casova naro¢nost zde primarné zavisi na
struktufe analyzovaného genu. Cim vice ma gen exontl, tim vice je nutné navrhnout primert a
provést optimalizacnich a ovéfujicich reakci. Samotna analyza ASV (izolace RNA — syntéza

cDNA — mPCR — velikostni selekce — pfiprava sekvenacni knihovny — sekvenovani —

analyza dat) je pak jiZ relativné snadnou zaleZitosti.

Negativnim aspektem zvolené metodiky je ztrata informace o vzdjemné kombinaci
nezavislych sestfihovych uddlosti v transkriptu a ztizend komplexni identifikace intronovych
exonizaci do transkriptu. Pomoci navrzené metodiky je relativné snadné identifikovat kratké
inzerce pfilehlé k exoniim (napf. varianty laA: c.-20+1 -20+89ins89; 10a: ¢.594-21 594-
lins21 ¢i 16a: ¢.4986+1 4986+65ins65), nicméné exonizace vnitinich ¢asti intronti mohou byt
touto metodou problematicky detekovatelné, zvlasté pokud se bude jednat o exonizace
dlouhych usekit DNA. VétSina dlouhych mPCR amplikonii je totiz vyloucena na zéakladé

velikostni selekce, a zaroven pouzity sekvenacni kit se ¢tenim 75 bazi z kazdé strany DNA
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inzertu neumoziuje u dlouhych inzerth Gplnou identifikaci. Nabizejicim se vylepSenim této
metodiky by mohlo byt prodlouzeni ¢asu amplifikacni ¢asti mPCR a velikostni selekce ve vice
krocich, jejimz vysledkem bude vice rizn¢ dlouhych frakei mPCR produktt, které by se daly
analyzovat sekvenac¢nimi kity s riznou délkou c¢teni. To ovSem na ukor rychlosti a celkové
ceny, ktera se dvéma sekvenacemi témei zdvojnasobi. I pfes toto navrhované vylepSeni bychom
vsak neziskali informaci o kombinaci sestfihovych udélosti na tirovni celého transkriptu, a to
z divodu omezené délky cDNA fragmentl ziskanych syntézou za pomoci nahodnych
hexanukleotidii. Analyza celych, zvlasté pak dlouhych, transkriptt je vzhledem k jejich fragilité
v dne$ni dob¢ stale omezena. Na urovni cDNA je k tomu nutno pficist nizké efektivity
reverznich transkriptdz a na urovni nativni RNA pak velmi vysoké naroky na finance z diivodu
teprve se vyvijejicich technologii tzv. sekvenovani treti generace (neboli sekvenovani dlouhych

fragmentt).

Funkénost a vysoka senzitivita navrZzené metodiky byla ovéfena na modelu ASV BRCALI. Ve
vySettovanych tkanich bylo touto metodou identifikovano 94 rdznych alternativnich
sestithovych variant / udalosti BRCA1 mRNA (viz Tab. 6), coz je doposud nejvice popsanych
variant. Tato prace navic jako prvni hodnoti ASV BRCAL ve fyziologickych tkanich vétSich
souborll Zen. Souhrnna prace konsorcia ENIGMA z roku 2014, zaloZzena na PCR metodéach
v kombinaci s relativné citlivou fragmentacni analyzou odhalila ,,pouze® 63 ASV BRCA1 (viz
Tab. 3; Colombo et al., 2014) a to vétSinové na imortalizovanych bunéénych liniich ¢i

derivatech krevnich bunék.

Ze vSech variant, identifikovanych v této praci, jich dosud nebylo popséno 42, pficemz pét
znich bylo vyhodnoceno jako predominantni — tfi exonizace vnitini ¢asti intronlt 'V 145bp
intron 2; ¥97bp intron 8 a ¥ 129bp intron 21, které zpusobuji posun ¢teciho rdmce a dvé
varianty vyuZzivajici volné sestfihova mista, které ob¢ Cteci rdmec zachovavaji: 6q (SDSA —
del 9 bp) a 10a (SAS'V¥ — inzerce 21 bp; viz Tab. 6). Mira exprese varianty 10a se v porovnani
s odvozenou wt variantou, pohybovala ze vSech nové identifikovanych predominantnich
variant nejvyse (3,7 % — 30,5 %). Zvlasté vysoké hodnoty vykazovala v leukocytech zdravych
kontrol (19,5 %) a leukocytech (30,5 %) 1 prsni tkani (29,2 %) pacientl s karcinomem prsu (viz
10, a ackoliv v této oblasti neni kodovana Zadna znama funkéni doména proteinu (viz kapitola
1.3.2.1 Struktura transkriptu BRCAI), vysoka exprese této varianty v prsni tkdni u pacientek
s karcinomem prsu (29,2 % oproti 6,7 % u zdravych kontrol) je ptekvapiva a €ini z této varianty

vhodného kandidata pro ptipadné funkéni analyzy ASV BRCAL.
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V praci Colombo et al., 2014, je popsano 11 variant, které nebyly v této praci zvolenou
metodikou detekovany. Jedna se o 4 varianty s ,alternativnim* nekoédujicim exonem 1B,
variantu BRCAT1 IRIS s alternativnim ukoncenim transkriptu, Ctyfi varianty multikazetové
delece A14 18; A14 19; A21 23 a A22 23 a dv¢ varianty s alternativné zkrdcenym exonem
1A v kombinaci s ¢astecnou deleci exonu 2 (A1Aq_A2p) a deleci exonu 3 v kombinaci s inzerci
alternativniho exonu 4 (Al1Aq 3,V 4). Varianty s alternativnim exonem 1B a ,,specidlni*
transkript BRCAT1 IRIS nebyly na zakladé navrhu primer pro mPCR pokryty, a proto nemohly
byt detekovany. Existence transkriptu s exonem 1B, ktery byl soucasti sekvence NM_ 007295
(Orban a Olah, 2003), je pochybna — tato sekvence byla odstranéna z databéazi pro nedostatek
dikazi transkripce, z tohoto diivodu nebyla tato varianta zahrnuta do ndvrhu mPCR primerd.
O existenci zvlastni varianty BRCAT1 IRIS neni sporu (EIShamy a Livingston 2004), a proto
byla rovnou zahrnuta do navazujicich RT-qPCR analyz. Zbyvajicich 6 nedetekovanych variant
se, vzhledem k vysoké citlivosti metody a detekci fady obdobnych variant, s nejvyssi

pravdépodobnosti ve zkoumanych fyziologickych vzorcich nenachézelo.

Odlisny proteinovy produkt miize potencidln€¢ tvofit 11 z 29 identifikovanych,
predominantnich ASV. Pét z téchto variant bylo pfimo kvantifikovano na zékladé NGS analyz.
Varianta 10a, diskutovana vyse a ¢tyfi dalsi ASV vznikajici na zéklad¢ posunu sestfihového
mista, vedou k vypadku nékolika AK z transkriptu: 6q (posledni 3 AK v exonu 6); 8p (prvni
AK v e8); 13p (prvni AK v exonu 13) a 14p (prvni AK v exonu 14). Oblasti variant 6q a 8p
nekoduji zddnou zndmou funkéni doménu a s nejvyssi pravdépodobnosti tyto delece nemaji
vliv na funkci proteinu BRCA1. Ackoliv varianty 13p a 14p postihuji oblast domény bohatou
na serinové zbytky, kterd hraje vyznamnou tlohu v signalizaci (viz kapitola 7.3.2.1 Struktura
transkriptu  BRCAI), konkrétni chybéjici aminokyseliny nejsou lokalizovany v mistech
spojenych s fosforylaci BRCA1 (Ouchi et al., 2006). Vzhledem k cetnostem detekovanych
variant, které se pohybuji mezi 5,4 % az 12,4 % (13p) a 11,1 % az 26,6 % (14p) naptic¢ vSemi
vySettovanymi lidskymi tkanémi s podobnou mirou exprese u zdravych zen a pacientek
s karcinomem prsu, nepfedpokladame negativni vliv u téchto variant na funkci BRCAI.
Naopak, v téchto ptipadech se miiZze jednat o evolu¢né konzervovany mechanizmus, zajist'ujici

tvorbu funkéniho proteinu i pfes mutaci konkrétniho konsenzniho sestfihového mista.

RT-qPCR analyzami bylo déale kvantifikovdno 10 predominantnich variant, ¢i variant
vyskytujici se ve vysoké mife v 6 z 9 analyzovanych lidskych tkani, které zachovavaji Cteci
ramec. Z téchto byly na zakladé hrubych Cp dat vyfazeny varianty A3 5 a All, jejichZ exprese
muze byt odhadnuta na < 0,01% exprese celkové BRCA1. Na zéklad¢ ivodnich NGS analyz
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pii identifikaci ASV BRCA1 v lidskych tkanich vykazovaly ob¢ varianty do 500
identifikovanych ¢teni (normalizovana ¢teni na celkovy 1 milion ¢teni; viz Tab. 6). Dale byly
z RT-qPCR analyz vyfazeny varianty A3 a A9 11, které se pohybovaly mezi 0,01 % a 1 %
exprese z celkové BRCAT1 (viz Obr. 38), z ditvodu piekroceni spolehlivého detekéniho limitu
metody, ktery se pohybuje okolo 1 % exprese celkové BRCA1 (Hojny, 2012). Varianta A3
vykazovala v ramci prvotni NGS analyzy 2135 az 10293 normalizovanych ¢teni a varianta
A9 11 pouze mnozstvi v fadu stovek Cteni, pfitom jejich redlna exprese odvozena z RT-qPCR

na celém vysetfovaném souboru je obdobna (avsak s velmi vysokym rozptylem).

BRCALI1 transkripty A3 a A3 5 postradaji kodujici sekvenci podstatné ¢asti N koncové RING
domény, kterd je podstatna pro tvorbu E3-ubikvitinligazového heterokomplexu s proteinem
BARDI1, zodpovédného za ko-transport BRCA1 do jadra (Morris a Solomon, 2004) a varianty
A9 11 a Al1 pfichazeji kvili vypadku dlouhého exonu 11 o vice nez polovinu sekvence
referencniho transkriptu, spole¢né¢ s DNA vazebnou doménou, kterd je v exonu 11 kodovéna.
Ackoliv ndm neni znama prace, ktera by funkéné charakterizovala proteiny vznikajici z téchto
variant, mizeme se vzhledem k vyraznému naruseni struktury kanonického transkriptu
domnivat, ze vznikajici izoformy mohou vykazovat vyrazné odliSnou, pravdépodobné
sniZenou, funk¢ni kapacitu v porovnani s popisovanymi funkcemi wt BRCA1. Na zékladé této
domnénky by pak nebylo piekvapivé, Ze se tyto varianty ve zdravych tkénich vyskytuji ve

velmi nizkém procentu (< 1%).

Zbylé varianty zahrnuté do RT-qPCR analyzy AS5; A9 10; A9 10,11q; 11q; ¥ 13A a IRIS
vykazovaly relativni expresi vy$si nez 1 % z celkového mnoZzstvi BRCAT1 transkriptu a byly

plné zhodnoceny.

Z pln€ hodnocenych variant byla nejméné exprimovana ASV A5, ktera postrada podstatnou
cast kodujici sekvence RING domény. Vazebnd RING doména s E3 ubikvitinylaéni aktivitou
zajiSt'uje vazbu diilezitého vazebného partnera BRCA1 — proteinu BARDI, ktery je zasadni pro
enzymatickou aktivitu komplexu, a zaroven pro lokalizaci proteinu BRCA1 do jadra (vazba
s BARD1 umocnuje lokalizaci a kryje jaderné exportni signdly BRCAI; Rodriguez a
Henderson, 2000; Fabbro et al., 2002). Vzhledem k pfedpokladanému funkénimu omezeni
vzniklé izoformy je tedy piekvapivé, Ze mira exprese této varianty odpovida 1,10 % — 1,13 %
celkové exprese BRCAT1 ve vSech vySetfovanych tkanich a nelisi se signifikantné u souboru
zdravych zen a Zen s karcinomem prsu (NGS analyza této varianty identifikovala 4013 az 13043
normalizovanych ¢teni). Relativni exprese transkriptu BRCA1 A5 je uniformni a nizk4 napfic

vSemi vySetfovanymi tkanémi i skupinami, vykazuje velmi maly rozptyl naméfenych hodnot a
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potencionalné vznikajici proteinovy produkt s nejvyssi pravdépodobnosti neplni funkci wt
formy BRCAL, protoze nemtze byt lokalizovan do jadra. Z téchto divodi bychom se mohli
domnivat, ze varianta A5 mize byt vedlejSim produktem sestiihu BRCA1 na zakladé¢ urcitého,
opakujiciho se, vzorce sestfihového aparatu, ktery vyplyva z jeho znacné robustnosti. Se
svou mirou exprese 1 % z celkové BRCA1 pravdépodobné nemé vliv na vyslednou funkci
BRCA1 slozenou ze vSech identifikovanych transkriptd, ¢i plni jinou, dosud neobjasnénou

funkci v organismu.

Dalsi variantou je znama BRCAT1 11q (n€¢kdy také oznacovana jako BRCA1a), ktera vyuziva
alternativni sestfihové misto vzdalené 3309 bp od 3 konce exonu 11. BRCAI 11q byla jednou
z prvnich identifikovanych ASV BRCAT1 (Lu et al., 1996), protoze se vyskytuje v relativné
vysokém mnozstvi a zkradceny transkript o vice nez polovinu se pti amplifikaci od 5* do 3’ UTR
obvykle 1épe amplifikuje z diivodu nizsich narokl na kvalitu izolované RNA (Hojny, 2012).
Ackoliv je v postradané sekvenci exonu 11 lokalizovana DNA vazebna doména, oba jaderné
lokaliza¢ni signdly a ¢ast domény bohaté na serinové zbytky (viz kapitola 1.3.2.1 Struktura
transkriptu BRCAI), je tato varianta napfi¢ vysetfovanymi tkdnémi exprimovéana ve vysoké
mife 11,17 % (leukocyty), 12,95 % (mamarni tkan) a 13,91 % (tukova tkan) z celkové BRCAL.
Relativni mira exprese neni signifikantné¢ odliSna u skupiny zdravych Zen a skupiny Zen
s karcinomem prsu. NGS analyza prekvapive identifikovala vyrazné rozdilné mnozstvi ¢teni
mezi 823 a 7879 napfi¢ vySetfovanymi tkdnémi. Funkei transkripéni varianty BRCAI 11q,
respektive vysledného proteinu, se zabyvala fada studii, pfevazné z laboratore V.N. Rao, které
souhrnné naznacuji mirn€ odlisné funkce této sestfihové varianty od wt proteinu BRCA1. Wang
a kolektiv (1997) naznacuji odliSnou lokalizace 11q v cytoplazmé spojenou s vazbou E2F
cyklini a CDKs, ktera by mohla zptsobovat dalezitou inhibici bunécného cyklu a tim
zabrafiovat rozvoji tumorogeneze. Prace Chaie a kolektivu (1999 a 2001) popisuji schopnost
pfimé vazby variant s exonem 11q k proteinim p53 a Elk-1 a diky tomu schopnost inhibice
ristu bunéénych linii odvozenych z bunék karcinomu prsu. Nasledujici prace (Maniccia et al.,
2009) dokumentuje mitochondridlni lokalizaci variant s exonem 11q a dalsi antiproliferativni
ucinky na bunécéné linie karcinomu prsu. Série dalSich praci popisuji odliSnou vazebnou
kapacitu BRCA1 11q k E2 konjuga¢nimu enzymu Ubc9, kterd mize mit dopad na aktivitu
estrogenniho receptoru alfa (Xu et al., 2009), regulaci riistu buné¢nych linii karcinomu ovaria

(Qin et al, 2012; Xu et al., 2016) a lokalizaci Calveolinu 1 (Xu et al., 2014).

Vétsina praci, zminénych v predchozim odstavci, zaroven zkouma se stejnymi nebo velmi

podobnymi vysledky i ,,0dvozenou* variantu A9 10,11q, kterd navic postradd exony 9 a 10 a
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ktera je v literatufe Casto oznacovéana jako BRCA1b (Lu et al., 1996). Tato sestifihova varianta
se vyskytuje v mamarni a ptilehlé tukové tkdni v signifikantné vys$sim poméru celkové exprese
BRCAI1 nezli v leukocytech periferni krve (3,27 % a 3,21 % vs 1,22 %; p = 0). Na rozdil od
mamarni a prilehlé tukové tkan¢ vykazuje tato varianta v leukocytech periferni krve vyssi
expresi u pacientil s karcinomem prsu oproti zdravym Zenam o 25,9 % (s hranicni signifikanci
p = 0,048). NGS analyza pro tuto konkrétni variantu neni k dispozici, odrazi pouze souhrnnou

variantu A9 10.

ASV A9 10 s dlouhou formou exonu 11 se ve vySetfovanych tkanich exprimuje ve vyssi mife
nez ,,ptibuzna“ A9 10,11q, nicméné opakuje podobny vzorec tkanové specifické exprese
(mamarni tkan 10,21 %; ptilehla tukova tkan 9,11 % a leukocyty 3,96 %; p = 0 v obou
ptipadech). Navic tato varianta vykazuje u leukocytl periferni krve vyssi relativni miru exprese
0 29,8 % u pacientek s karcinomem prsu oproti zdravym kontroldm (p < 0,0073), zatimco
v mamarni tkdni je exprese u pacientek s karcinomem prsu o 14,9% nizs8i, nez u zdravych
kontrol (p < 0,001). Tyto vysledky potvrzuje i statistické porovnani souhrnu obou variant
s vypadkem exond 9 a 10 (pacientky maji v leukocytech periferni krve vyssi expresi této
varianty o 28,8 % neZ kontroly; p < 0,0073; a v prsni tkani o 11,7 % nizsi; p < 0,0073). NGS
analyza pro souhrnné varianty A9 10 vykazovala opét vyznamny rozptyl 562 az 5109

normalizovanych ¢teni v zavislosti na vySetfované tkani.

Nejcastéji detekovanou a popsanou exonizaci intronové oblasti je varianta s inzerci
popisovaného alternativniho exonu W 13A (Fortin et al., 2005). Tato ,.in-frame* varianta
vykazovala vyznamné odliSnou miru exprese v prsni tkani (4,14 % z celkové BRCA1 oproti
6,7 % v leukocytech a 6,44 % v tukovée tkani; p = 0) a relativni exprese se neliSila u pacientek
s karcinomem prsu oproti zdravym kontroldm. NGS analyza identifikovala 703 az 7267
normalizovanych ¢teni napfi¢ vySetfovanymi tkanémi. Vysledkem inzerce 66 bazi dlouhého
alternativniho exonu 13 do transkriptu je pfidani 22 AK do stfedu oblasti bohaté na serinové
zbytky, kterd na zaklad¢ fosforylaci od signéalnich kinaz pravdépodobné moduluje vazebnou
kapacitu BRCT domén. Vliv takovéto inzerce na funkcnost proteinu BRCAI1 je nejasny,

funk¢ni analyza proteinu této ASV by mohla objasnit vliv na funkci wt BRCAL.

Vzhledem k diskutované literatuie a na zdklad€ relativné vysoké miry fyziologického
vyskytu sestfihovych variant s kratkou formou exonu 11, s vypadky exonit 9 a 10 ¢i se
zahrnutym alternativnim exonem 13, se nedomnivame, ze by izoformy vznikajici z téchto
variant mély vyznamné negativni vliv na funkci BRCA1 jako tumor supresoru. Kromeé vysoce

konzervovanych C a N koncovych domén nemd BRCA1 ve vnitini ¢asti proteinu vyznamné
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uspotradanou oblast. Vnitini ¢ast BRCAT1 pravdépodobné slouzi hlavné jako spojnik koncovych
domén, jak je tomu u celé fady proteini zapojenych v signalizacnich procesech. Z tohoto
pohledu by se dalo uvazovat jen o velmi méalo omezené funkénosti izoforem, vznikajicich ze
zminovanych variant, protoze vSechny tyto izoformy konzervované RING, SCD a obé¢ BRCT
domény zachovavaji. Struktura proteinti vznikajicich z téchto variant se liSi ve stfedni Casti
délkou primarniho fetézce, a vzhledem k tomu, ze dosud neni znama 3D struktura stfedni ¢asti

BRCAL, se neda vliv vypadki ¢i inzerci jmenovanych ASV detailnéji posoudit.

Ditlezity vyznam variant 11q a A9 10 se pravdépodobné projevuje az v piipad¢ vyskytu
,Stop* €1 ,frameshift“ mutaci lokalizovanych v Usecich exon 9, 10 a dlouhé 11, které
sestfthovy aparat s vyuzitim alternativniho sestfihu, eliminuje. Seo a kolektiv (2018) prokéazali
ve dvou pripadech rodin, nesoucich mutace vedouci k pred¢asnému STOP kodonu v dlouhé
casti exonu 11, zvySeny vyskyt varianty 11q (spole¢né se snizenim exprese ¢i nepiitomnosti
transkriptu o plné délce obsahujici termina¢ni kodon, pravdépodobné na zékladé¢ mechanizmu
nonsense-mediated decay), kterd byla do urcité miry schopna nahradit funkci wt BRCAI, resp.
vyrazné omezit negativni efekt nepiitomnosti BRCA. Tento mechanizmus se pravdépodobné

muze uplatnit 1 v piipad¢ variant s trunka¢nimi mutacemi v exonech 9 a 10.

Posledni kvantifikovanou variantou je neobvyklé varianta BRCA1 IRIS, ktera na konec svého
transkriptu inkorporuje pfilehlou ¢€ast intronu 11 s vlastnim poly-A signalem, coz vede
k ,,pfedCasnému ukoncCeni translace. Kvantifikace této varianty prokazala vyrazné zvySenou
relativni miru exprese v leukocytech (14,62 %) oproti mamarni (7,16 %, p = 0) a pfilehlé tukové
tkani (6,24 %; p = 0). Dale byla prokazana signifikantn€ niZ§i mira exprese této varianty u
pacientek s karcinomem prsu oproti zdravym kontrolam o 15,4 % (p < 0,0073). BRCAT IRIS
byla popsana v roce 2004 (ElIShamy a Livingston 2004), a od této doby je v laboratofi autort
intenzivné zkoumdéna. Autofi vtadé svych praci postupné prokazuji pravdépodobné
protumorogenni vlastnosti této varianty v ptipad¢ jeji overexprese, kterd byla pozorovana u
karcinom prsu a plic a také u akutni myeloidni leukémie. BRCAT1 IRIS ma schopnost vazby
na chromatin a ovlivnéni transkripce fady gent. V pfipadé vSté€peni pacientskych
nadorovych bun€k s overexprimovanou IRIS do mysSich modeld je pozorovéna schopnost
metastazovani téchto bunék na zakladé ovlivnéni exprese na urovni transkripce (inhibice PTEN
vedouci k aktivaci HIF1a; Li et al., 2017). Urceni fyziologické miry exprese této ASV je tedy
dilezitym ptredpokladem pro spravné posouzeni overexprese, coZz by mohl byt jeden z markerii

urcitych typt nadorovych onemocnéni.
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Vysledky kvantifikaci provedenych v této praci potvrdily obecné nizkou expresi BRCAI.
Ackoliv experiment nebyl navrzen pro absolutni kvantifikaci celkové BRCA mRNA,
z porovnani s referenénimi geny GAPDH, UBC a ATP5B vyplyva 100x az 1000x nizsi exprese
BRCAI (viz Obr. 36), coz vzhledem k tumor-supresivni uloze proteinového produktu neni, v
piipad¢ zdravych tkani dospélych jedinct piekvapivé, a je ve shodé s RNA-seq daty databaze
GTEXx (https://www.gtexportal.org).

Z porovnani vysledkt relativnich expresi oblasti zastupujicich veskerou BRCAI (v exonu 7
a v oblasti exoni 23-24) s referen¢nimi geny, vyplyva vyssi relativni exprese amplikonu
lokalizovaném v e7 (viz Obr. 37). Tato zvySend exprese naznafuje pifitomnost transkriptd,
postradajicich exony 23 a 24, tedy pravdépodobné transkriptli s alternativné ukoncenou
translaci, jako je napfiklad BRCA1 IRIS. Samotnd exprese ASV IRIS tyto znacné rozdily,
zvlasté v leukocytech periferni krve (az dvojnasobné), nevysvétluje, protoze je v leukocytech
exprimovana jen o cca 7-8 % vice v porovnani s ostatnimi tkanémi. Tento vysledek naznacuje
pritomnost dal§i varianty ¢i variant postradajicich 3 koncovou ¢ast transkriptu. Tyto
hypotetické varianty jsme nebyli schopni zvolenym NGS pfistupem, zaméfenym na analyzu

exon-exonovych spojeni, detekovat.

NGS pfistup identifikace ASV variant umoznil omezenym zplisobem kvantifikovat nalezené
ASV varianty na zdkladé¢ mnozstvi identifikovanych ¢teni normalizovanych na celkovy pocet
¢teni ve vzorku. Pti srovnani NGS , kvantifikace* s pfesnou RT-qPCR metodou vysla najevo
nckterd omezeni NGS , kvantifikace®. Napt. u ASV A3 a A5, s mirou exprese okolo 0,1 % a 1,1
% celkové BRCA1, bylo NGS pfistupem identifikovano ve zdravych tkanich leukocyt 3120,
v prsni tkani 4141 a v tukové tkdni 2135 ¢teni (A3), resp. 8016, 5524, 4778 (AS). Pticemz u
relativné hodné exprimovanych variant A9 10 a 11q s expresi az 10 a vice % celkové BRCAI,
bylo identifikovano v leukocytech 562, v prsni tkani 998 a v tukové tkani 940 cteni (A9 10),
resp. 823, 2971 a 1048 cteni u 11q. Nizka korelace NGS ,kvantifikace* je pravdépodobné
zpusobena vstupem pouze 8 vzorki do faze identifikace (mPCR), které byly navic
normalizovany na zdkladé mnozstvi celkové RNA, nikoliv na zakladé mnoZzstvi BRCA1
mRNA vstupujici do reakce, a dale na zdklad€ preferencni amplifikace, ktera se pii 35 cyklech
+ 6 cyklech PCR pfi pfipravé knihoven pravdépodobné projevila, a to i ptes snahu navrhnout
amplikony mPCR tak, aby byla jejich velikost v ptipad¢ alternativné sestfiZenych transkriptt
co nejvice podobna. Na druhou stranu ostatni varianty, které byly z kvantifikace vyfazeny na
zékladé¢ Cp hodnot za spolehlivym detekénim limitem qPCR metody (A3 5, All, A9 11)

spravné vykazovaly mnohem niz§i hodnoty mnozstvi ¢teni identifikovanych NGS (> 500 c¢teni).
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Omezena kvantifikace ASV se da na zakladé NGS analyz provést, ale pro presné vysledky musi

byt pouzity metody kvantitativni PCR ¢i ddPCR.

I pfes zminované nedostatky v kvantifikaci byla navrzena metodika identifikace ASV genu
naSeho z4jmu v naSich laboratofich jiz nékolikrat GspésSné vyuzita a prabézna, ¢i pre-finalni,

data téchto experimentli vykazuji vyborné vysledky.
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6 ZAVER

Alternativni sestfih a varianty vznikajici na jeho zéklad¢ jsou vice nez 30 let intenzivné
zkoumany. Béhem této doby byla objasnéna fada mechanizmt, které alternativni sestiih
zpusobuji nebo jinak ovliviiuji. Soucasn¢ byla na fad¢ konkrétnich pfipadii demonstrovana
dalezita a nezastupitelnd role ASV v organizmu. Nemalo ASV bylo popsano v pribéhu
vyzkumu gent predisponujicich ke karcinomu prsu, zvlast¢ u BRCA1, ktery byl v souvislosti
s timto onemocnénim identifikovéan a intenzivné zkouman jako prvni. Prvni ASV BRCA1 byly
popsany uz v roce 1996 a od té doby jich byly identifikovany desitky. Nedlouho po objeveni
ASV se zacaly objevovat prace zkoumajici funkci identifikovanych ASV BRCAL, pficemz byl
prokazan nesporny patogenni efekt nékolika z nich. Presto nebyla otazka slozeni a mnozstvi
jednotlivych variant v lidskych tkanich dosud uspokojivé zodpovézena. Z diivodu
nedostateCnych znalosti o principu fungovani regula¢nich mist alternativniho sestfihu také
nebylo dlouhou dobu zcela ziejmé, jaké varianty se vyskytuji pfirozené a jaké se vyskytuji na
zéaklad¢é mutaci, postihujicich tato mista. Taktéz neexistoval levny, jednoduchy a rychly ptistup
k analyze a identifikaci ASV, ktery by mél dostatecnou citlivost. Proto se predkladana prace

pokusila tyto problémy vyfesit.

Vramci feSeni predkladané prace byl navrZzen pfistup, ktery umoZiuje s vyuZitim
sekvenovani nové generace identifikovat na Urovni mRNA pfitomné sestfihové varianty
libovolného genu naseho z4jmu. Zavedend metodika byla validovana na modelovém genu
BRCAI, pravdépodobné jediného takto komplexniho genu, u kterého existuje katalog ASV
zroku 2014. Porovnani s timto katalogem prokazalo, ze v praci piedkladany NGS pfistup
identifikace je citlivéjsi, dle pouzité metodiky jednoznaéné rychlej$i a bezesporu levngjsi.
V névaznosti na tato zjisténi je aktuadln€é pouzivan s vybornymi pribéznymi vysledky pro

analyzu dalSich ASV jinych genii (dosud nepublikovéano).

Na zédkladé NGS identifikace ASV BRCAI1 bylo piesnou RT-qPCR kvantifikovano n¢kolik
nejcastéji se vyskytujicich ,,in-frame* variant, poprvé na vétSim souboru zdravych
tkani leukocytl periferni krve, prsni a pfilehlé tukove tkani u zdravych Zen a Zen, u kterych se
v priibéhu Zivota vyvinul karcinom prsu. Vysledky prokazaly, Ze: a) exprese BRCAI ve
zdravych tkénich je velmi nizkd; b) z celkem deseti vySetfovanych sestfihovych variant
nepostihujici ¢teci ramec, které byly detailnéji kvantifikovany metodou RT-qPCR, jich Sest
bylo exprimovano ve > 1% celkové BRCAIL; c) jejich relativni exprese se pohybovala

kumulativné mezi 35 — 40 % vSech transkripth BRCA1, bez ohledu na vySetfovany typ tkang;
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d) vSech Sest variant bylo pfitomno ve vSech tiech vySetfovanych tkanich, ale mira exprese
nékterych z nich se lisila (u leukocytt periferni krve vykazuje A9 10 vice nez 2x nizsi a IRIS
naopak 2x vyssi v porovnani s ostatnimi tkdnémi); ) exprese variant v prsni a ptilehlé tukové
tkani spolu obvykle pozitivn€, statisticky signifikantné koreluji, zatimco v porovnani
s leukocyty ne; f) rozdily v expresi vySetfovanych ASV u souboru zdravych Zen a pacientek
s karcinomem prsu jsou v relevantni prsni tkdni malé, statisticky signifikantné je o 15,4 %
snizena exprese varianty IRIS, kterd ma pravdépodobné odlisnou funkci nez wt BRCAT1 ¢i ma
funkci regulacni, o 11,7 % je snizena exprese A9 10, kterd ma pravdépodobné velmi podobnou

funkci jako wt BRCAT; g) exprese variant spolu lateralné pozitivné koreluje.

Vysledky predkladanych experimentl objasiiuji, vzhledem k citlivosti pouzitych metod,
slozeni a mnozstvi alternativnich sestfihovych variant BRCAT1 v relevantnich tkdnich lidského
téla — leukocytl periferni krve (ze kterych je materidl pro genetické vySetieni nejCastéji
extrahovan) a mamarni (pfilehlé tukové) tkané, ktera je obvykle postizena ptipadnym
karcinomem (nebo vySetfovana na aktualni somaticky status BRCAI). Na zéklad¢
kvalitativnich 1 kvantitativnych vysledki této prace, v porovnani s budoucimi vysledky napf.
rutinnich RNA-Seq analyz nadorové prsni tkané, bude ithned mozné identifikovat sestfihovou
variantu vzniklou na zdklad€¢ aberantniho sestfihu, tzn. nepfimo odhalit mutace vedouci
k aberantnimu sestfihu, anebo, na zikladé¢ kvantitativni dysbalance fyziologicky se

vyskytujicich variant, identifikovat mutaci v regula¢nim sestfihovém miste.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ASV Alternativni sestfihova varianta

ATPS5B Beta podjednotka F1 ATP syntazy

BBP Branch-point binding protein / vazebny protein na misto vétveni
bp Base pairs / pary bazi

BRCT BRCA1 C-terminal / BRCA1 C-koncova doména

cDNA Komplementarni DNA

Cp Crossing point

CTD C terminalni doména

DBD DNA-binding domain / DNA vazebna doména

ESE Exon splicing enhancer

ESS Exon splicing silencer

GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

hnRNP Heterogenni nuklearni ribonukleoproteiny

HRM High resolution melting / analyza ktivek tani

IGV Integrative Genomics Viewer

ISE Intron splicing enhancer

ISS Intron splicing silencer

LSS Leaky splice site / volné sestfihové misto

mPCR Multiplexni PCR

mRNA Messenger / mediatorova /informa¢ni RNA

NGS New Generation Sequencing / sekvenovani nové generace
PEG Polyethylenglykol

pre-mRNA Prekurzorova mRNA

RG Referencni gen

RING Really Interesting New Gene

RNAP II DNA-dependentni RNA polymeraza I1

RNA-Seq RNA next generation sequencing / RNA sekvenovani nové generace
RPKM Reads Per Kilobase Milion / ¢teni vztazené k jednomu milionu ¢teni jedné kb transkriptu
SAS Splice acceptor site / ,,piijemce* sestiihového mista

SCD Serine-containing domain / doména bohata na serinové zbytky
SDS Splice donor site / ,,darce* sestiihového mista

snRNA Small nuclear RNA / mala jaderna RNA

snRNP Small ribonucleoproteins particles / malé ribonukleoproteiny
SPRI Solid Phase Reversible Immobilisation

SR Serine-arginine rich factors / faktory bohaté na serin a arginin
SSIIT SuperScript 111 reverzni transkriptaza

Tan Anelacni teplota primert

U2AF U2 auxiliary factor / pomocny faktor U2

UBC Ubikvitin C

UTR Untranslated region / nepteklddana oblast

VuS Variant of uncertain signification / varianta s nejasnym vyznamem
wt Wild type / divoky typ
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PRILOHY

Priloha 1: Seznam primerti navrzenych pro amplifikaci exon-exonovych spojeni v priubéhu mPCR.

Nazev Sekvence (5' — 3") Tan (°C) Délka (b)
B1 HTS elF CAGGAGGCCTTCACCCTC 55,7 18
B1 HTS e2F CTATGCAGAAAATCTTAGAGTGTCCC 55,3 26
B1 HTS e3F CTGTCTCCACAAAGTGTGACC 55,1 21
B1 HTS e5F CACAGTGTCCTTTATGTAAGAATGATATAAC 54,6 31
B1 HTS e6F ATTTGTGCTTTTCAGCTTGACAC 55,0 23
B1 HTS e7F CTACAGAGTGAACCCGAAAATCC 55,2 23
B1 HTS e8F CAACCTCAAAAGACGTCTGTCTAC 55,6 24
B1 HTS e9F CTGAAGATACCGTTAATAAGGCAAC 54,0 25
B1 HTS el0F GGATGAAATCAGTTTGGATTCTGC 54,6 24
B1 HTSellqF CAGCTGAGAGGCATCCAG 53,9 18
B1 HTS ellF CAAGAAGAGCAAAGCATGGATTC 54,7 23
B1 HTS el2F TCCTCTCAGAGTGACATTTTAACC 54,1 24
B1 HTS el3F CGAAATCCAGAACAAAGCACATC 55,0 23
B1 HTS el4F TCTACCAGTAAAAATAAAGAACCAGGAG 54,7 28
B1 HTS el5F GGAAACATCTTACTTGCCAAGGC 56,4 23
B1 HTS el6F GTGGTGTCTGGCCTGAC 54,0 17
B1 HTS el7F ACTGAAGAGACTACTCATGTTGTTATG 54,7 27
B1 HTS el8F GGGAGGAAAATGGGTAGTTAGC 54,6 22
B1 HTS el9F CCCAGTCTATTAAAGAAAGAAAAATGCTG 55,3 29
B1 HTS ¢20F CAAAGCGAGCAAGAGAATCCC 55,9 21
B1 HTS e21F CTATGGGCCCTTCACCAAC 54,3 19
B1 HTS e22F GAAGGAGCTTTCATCATTCACCC 55,7 23
B1 HTS el3alt F CATGTTTTCTAAAAGGCCTAGAGAAC 54,3 26
B1 HTS e5q F GAAGAAAGGGCCTTCACAGTG 55,4 21
B1 HTS e3R GTGGAGACAGGTTCCTTGATC 54,3 21
B1 HTS e5R CCCTTTCTTCTGGTTGAGAAGTTTC 55,9 25
B1 HTS e6R CAAGTTGACTAAATCTCGTACTTTCTTG 54,8 28
B1 HTS e7R GTTATTTTCCTTTTTTGCAAAATTATAGCTG 54,1 31
B1 HTS e8R GTTAGAGAGTTGGACACTGAGAC 54,3 23
B1 HTS e9R TGCCTTATTAACGGTATCTTCAGAAG 54,8 26
B1 HTS el0R GAGGGGTGATTTGTAACAATTCTTG 54,5 25
B1 HTS ellR GTATTTGTTACATCCGTCTCAGAAAATTC 55,2 29
B1 HTS el2R CTGGGTGTGAGAGTGAAACAAG 55,3 22
B1 HTS el3R GCTTTATCAGGTTATGTTGCATGG 54,7 24
B1 HTS el4R AGGGTATTCACTACTTTTCTGTGAAG 54,6 26
B1 HTS el5R CATCTAATGATGGGCATTTAGAAGGG 55,6 26
B1 HTS el6R CTGATTCCAGATTCCAGGTAAGG 54,3 23
B1 HTS el7R GGTGTTTTCTGGCAAACTTGTAC 55,0 23
B1 HTS el8R TCAGTGTCCGTTCACACAC 54,3 19
B1 HTS el9R CAGCATTTTTCTTTCTTTAATAGACTGGG 55,3 29
B1 HTS ¢20R CATTGACCACATCTCCTCTGAC 54,7 22
B1 HTS e21R GCCCATAGCAACAGATTTCTAGC 55,8 23
B1 HTS e22R CCACACAGCTGTACCATCC 54,4 19
B1 HTS e23R CATCTGGCTGCACAACCAC 56,0 19
B1 HTS e24R CACCACAGGTGCCTCAC 54,4 17
B1 HTS el3altR GGAGTTGTTCCTTTGGCCATG 56,0 21
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Priloha 2: Seznam primerd pouzitych pro RT-qPCR analyzu

. . Délka | Délka
Nazev Nazev v A Tan .
amplikonu | primeru Sekvence (5'—3") €0 prim. | ampl.
(bp) | (bp)
BRCAI Blex2 F GAAAGAAATGGATTTATCTGCTCTTCGCG 58,9 29 109
A3 Bldel3R | GAGAAGTTTCAGCATGCAAAATCAGATG 57,6 28
BRCAI Bl del3-5F | CTTAGAGTGTCCCATCTGGAGCC 58,1 23 Lo
A3-5 201R (e6) |CCAAACCTGTGTCAAGCTGAAAAGC 59,3 25
B1 del5F GTGACCACATATTTTGCAAGAGCC 56,9 24
BRCAI
AS BISP24R | - AAACCTGTGTCAAGCTGAAAAG s7 | 24 | 1Y
(c6)
BRCAI Bl del8-9 | GTCTACATTGAATTGGCTGCTTGTG 57 25
A9-10 Bl ex 10a- 148
1 CAGATGCTGCTTCACCCTGATAC 57,4 23
(11q) 11IR
BRCAI Bl del8-9 | GTCTACATTGAATTGGCTGCTTGTG 57 25 204
A9-10 B1SP 11R | CTCATGCTGTAATGAGCTGGC 55,7 21
BRCAI |p. deld-11 | G T CTGTCTACATTGAATTGGGTGAAGC ss1 | 27 |
A9-11 BlexI2R |CTGAGTGGTTAAAATGTCACTCTGAGAGG | 58.8 29
BRCAI Bl delllF | GTTTGGATTCTGCAAAAAAGGGTGAAG 57,8 27 o
All BlexI2R |CTGAGTGGTTAAAATGTCACTCTGAGAGG | 58.8 29
BRCAI ]1321 ;:’Xl ke | A TCCAGAAAAGTATCAGG GTGAAGC s67 | 25 |
lq BlexI2R |CTGAGTGGTTAAAATGTCACTCTGAGAGG | 58,8 29
BRCAI Blex 13F |GGGAGCCAGCCTTCTAACAGC 59,3 21 13
el3A Bl alt 13 Rl | GTTGTTCCTTTGGCCATGTATATGCG 58,9 26
BRCAI Bl Iris 01f | GATTCAAACTTAGGTATTGGAACCAGG 55,8 27 105
IRIS B1lIris 02r | GGAAATTTGTAAAATGTGCTCCCCA 56,3 25
BRCAL o7 Bl ex7F ATGCAAACAGCTATAATTTTGCAAAAAAGG | 56,9 30 .
c
Blex7R | GGAAGGATTTTCGGGTTCACTCTG 57,6 24
Bl ex23 F | TCCACCCAATTGTGGTTGTGC 57,9 21
BRCAI Bl ex 24R 130
e23-24 © d:)" CACTGGTAGAGTGCTACACTGTCC 58,4 24
CHK11f CTTGTGGTTTTCCTCTTGGGA 54,3 21
CHEK2 e7 213
CHK12r GATGAGAAAGGCAAGCCTACA 54,3 21
UBC UBC-01f |GATCGCTGTGATCGTCACTTG 55,8 21 160
UBC-02r GTTTTCCAGCAAAGATCAGCCT 55,6 22
ATPSE ATP5B-01f | TGAAGAAGCTGTGGCAAAAGC 56,2 21 106
ATP5B-02r | GAAGCTTTTTGGGTTAGGGGC 56,0 21
g?fAPDH' GGTGAAGGTCGGAGTCAACGG 593 | 21
GAPDH | = omm 231
01 " | CGCTCCTGGAAGATGGTGATGG 59,2 22
BRCAI Blex2 F GAAAGAAATGGATTTATCTGCTCTTCGCG 58,9 29 305
e2-¢6 201R (e6) |CCAAACCTGTGTCAAGCTGAAAAGC 59,3 25
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Piiloha 3: Procentudlni zastoupeni variant vyuzivajici volnad sestiithova mista ve vySetfovanych
skupinach

-
: |2z £1d & s |2 |24 212,
(=9 — _ h =]
Nizev  |HGVS z | 5|82 2 Eg = : E El 2 2 ES
varianty |nomenklatura = S| = |53 3|33 ¢ SS| 58 2|58
/M E |23 ~ a| & Q | =
= ) O -] . A | Bl o |22
elA (wt) |exon1 wt 514|442 62,8 | 63,4 | 61,9 | 54,6 | 55,8 | 57,7 | 56,1 | 54,4 | 55,0
% % % % % % % % % % %
48,6 | 55,8 | 37,2 | 36,6 | 38,1 | 45,4 | 44,2 | 42,3 | 43,9 | 45,6 | 45,0
1Aq c.-25_-20del6 SDSA 9% % % % % % % % % % %
€2 (wt) exon 2 wt 96,41 93219861991 |97,9)988 (9921997987982 985
% % % % % % % % % % %
36 | 68 | 1,4 |09 |21 | L2|08) 03| 1,3 | L8| L5
2p c.-19 -7dell3 SASA % % % % % % % %

OIR

N
X
X

100 | 99,7 | 99,5 | 99,7 | 99,1
e6 (wt) exon 6 wt o o o o o

NS
NS
S
Co

100 | 99,8 | 100 | 99,9

X
X
X
X
X
X

00103105 |(03]09]|03]|02]|00)02]|00/|01
6q c.293_301del9 SASA % % % % % % % % % % %
e8 (W) exon 8 wt 857736719767 (704726799 |727|740)| 737|748

% % % % % % % % % % %

14,3 | 26,4 | 28,1 | 23,3 | 29,6 | 27,4 | 20,1 | 27,3 | 26,0 | 26,3 | 25,2
8p c.442_444del3 SASA % 9% 9% 9% % % 9% % 9% 9% 9%
e10 () exon 10 wt 32,7 | 86,5 | 80,5 | 69,5 | 95,0 | 93,3 | 70,8 | 91,5 | 92,5 | 96,3 | 93,8

% % % % % % % % % % %
673 | 13,5119,5|30,5( 50 | 6,7 |292| 85| 75 | 3,7 | 6,2

.594-21_594-1

e ins21 SASY o s e e el %l %l %l %l % | %
e13 (W) | exon 13 e 94,4 | 89,5 | 89,0 | 888 | 87,6 | 89,2 | 923 | 91,8 | 90,3 | 94,6 | 90,4
%l % | % | % | % | % | %| % | %| % | %

56 | 105 | 1,0 | 11,2124 | 108 7,7 | 82 | 9,7 | 54 | 96

13p 4186 4188del3 | SASA v | o o |l U | L o | o | o
eld (wt) | exon 14 wt 638706734 742840 81,2]881]888[829]786] 889
%l % | % | % | % | % | % | % | % | % | %

36,2 | 29,4 | 26,6 | 25,8 | 16,0 | 18,8 | 11,9 | 11,2 | 17,1 | 21,4 | 11,1

14p c.4358 4360del3 | SASA ol il ol ol el ol el [l ol e
€23 (o7) | exon23 ot 9911992995 100 | 99,4 988978988 982987 100
%l % | % | % | % | % | %| % | % | % | %

233 ¢.5407-9 54071 | oy | 09 [ 08 05006 | 122212181300
ins9 % |l % | % | % | % | % | % | % | % | % | %

= e-19_80dcI9 CA 50,0 | 44,2 | 92,3 | 91,3 | 93,0 | 87,6 | 94,5 | 98,0 | 89,0 | 94,1 | 69,2

% % % % % % % % % % %
SDSA+ | 50,0 | 55,8 | 7,7 | &7 | 7,0 | 124 | 55 | 2,0 | 11,0 | 5,9 | 30,8

1Aq, A2 c.-25_80del105

CA % % % % % % % % % % %
50,0 0,0 | 00 |720]| 887 100 100
A2 3 c.-19_134del153 mCA - o - o o o o - o - o
SDSA + 50,0 100 | 100 | 28,0 | 11,3 0,0 0,0
1Aq, A2 3 | c.-25_134dell59 | > = o |- o | o | o | e | e o | - o
100 | 60,4 | 100 974 | 100 | 0,0
A25 c-19 212del231 | mCA v | o | o |- S v (I - -
SDSA+ | 0,0 | 22,0 | 0,0 2,6 | 0,0 | 100
1Aq, A2 5 | c.-25 212del237 mCA % % 9% = O 9% 9% % - - -
SDSA +
1Aq, 0,0 (17,6 0,0 0,0 | 0,0 | 0,0
A2.5, 6p c.-25 282del307 I;ESAAJr % % % - - % % % - - -
mCA + 100 | 100 | 83,3 0,0
A2 7,8p |c-19_444deld63 | o R - - - -
SDSA +
1Aq, 0,0 | 0,0 | 16,7 0,0
A2.7.8p c.-25_444del469 ISHESAAJF - il ol el 0w | - - - - -
SDSA + 0,0 | 0,0 | 0,0 100
1Aq, A2 7 | c.-25 441deld66 | = Co e A o |- = = = =
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<o Elsd Bl gl |y 2]
a Z 2o = 9 = £ 2 ﬁ o ﬁ
Nazev HGVS 2 | 5|82 2 Eg = s EEe3 2| E3
varianty | nomenklatura -E s | % |8 § 5138 § E s SS| 58 2 |SE
= %5 B |85 5|0 |8 |*F 7 |E°
O M ©)
16,7 0,0
A2_10 c.-19_670del689 mCA - o - o - - - - - -
1Aq, SDSA + 83,3 100
A2 10 c.-25_670del695 mCA - o - - o = = - - - -
0,0 | 682 100
A2 17 c.-19 5074del5093 | mCA o o - - - - - - o - -
1Aq, SDSA + | 100 | 31,8 0,0
A2 17 c.-25_5074del5099 mCA % % - - - - - - % - -
100 77,2 100
A2 19 c.-19 5193del5212 | mCA - - - o - = o, - - % -
1Aq, SDSA + 0,0 22,8 0,0
A2 19 c.-25 5193del5218 mCA - - - % = = py = - % -
0,0 0,0 | 100
A5 6 c.135 301del167 | mCA S N R oo B I s R (S
mCA + 100 100 | 0,0
A5.6,7p |c135307den73 ool - L - | - - - e G -]
100 | 0,0
AS 7 c.135_441del307 mCA - o [y - - = = - - - -
mCA + 0,0 | 100
A57,8p |c13sasadeio |Seot | - | GOLIPL b -]
c.671_4185del351 0,0 100 | 100
All_12 5 mCA - o - - - o o - - - -
All_12, mCA + 100 0,0 | 0,0
13p c.671 4188del3518 SASA - % - - = % % o - - -
Al3 c.4186_4357del17 CA 50,0 821|778 | 100 | 100 | 85,7 | 85,7 | 100 | 100 | 100 | 100
2 % % % % % % % % % % %
Al3. 14 c.4186 4360del CA + 50,0\17,91222| 0,0 | 0,0 | 143|143 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
2P 175 SASA % % % % % % % % % % %
V13A.14 c.4358-2785_4358- Poh 4 49,6 | 37,91 96,8 | 92,1 | 97,8 | 92,1 | 99,0 | 98,1 | 96,3 | 98,0 | 99,5
> 2720ins66 % % % % % % % % % % %
V13A,14 ;:j&iﬁgf}“s  lcw+ 504162132 |79 22|79| 10|19 37| 20|05
p SASA % % % % % % % % % % %

c.4358 4360del3

112




Piiloha 4 — Plny text manuskriptu: Hojny J, Zemankova P, Lhota F, Sevcik J, Stranecky V,
Hartmannova H, Hodanova K, Mestak O, Pavlista D, Janatova M, Soukupova J, Vocka M, Kleibl Z,
Kleiblova P. Multiplex PCR and NGS-based identification of mRNA splicing variants:
Analysis of BRCA1 splicing pattern as a model. Gene. 2017 Dec 30;637:41-49.
doi:10.1016/j.gene.2017.09.025.

113



Piiloha 5 — Plny text manuskriptu: Sevcik J, Falk M, Macurek L, Kleiblova P, Lhota F, Hojny J,
Stefancikova L, Janatova M, Bartek J, Stribrna J, Hodny Z, Jezkova L, Pohlreich P, Kleibl Z.
Expression of human BRCA1A17-19 alternative splicing variant with a truncated BRCT
domain in MCF-7 cells results in impaired assembly of DNA repair complexes and aberrant
DNA damage response. Cell Signal. 2013 May;25(5):1186-93. doi:10.1016/j.cellsig.2013.02.008

114



