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Abstrakt

Familidrni adenomatézni polypoéza (FAP) je dédiéné autozomdlné¢ dominantni
onemocnéni zplisobené zarode¢nymi mutacemi v tumor supresorovém genu APC. Projevuje
se tvorbou stovek az tisicii kolorektalnich adenomat6éznich polypt s vysokym rizikem
malignizace v adenokarcinom tlustého stfeva a/nebo konecniku.

Cilem této prace je re-analyzovat soubor FAP suspektnich probandl z let 1993-2004,
u kterych se diagnézu v té dobé bézné pouzivanymi metodami molekularni diagnostiky
nepodafilo potvrdit.

Pomoci sekvenovani nové generace (NGS) bylo na platformach Miseq a NextSeq
(Illumina®) za vyuziti NGS panelu CZECANCA verze 1.2 (Czech Cancer Panel for Clinical
Application) osekvenovano celkem 78 vzorkti DNA izolované z periferni krve probandi.
Panel umoznuje vySetfit exonové a exon-intronové oblasti 226 genl souvisejicich
s nadorovou predispozici, pfiCemZz nové zahrnuje také diagnosticky vyznamnou oblast
promotoru 1B genu APC.

V ramci re-analyzy byla patogenni varianta v genu APC nalezena u 18 % pacientt,
11 % pacientil pak nese patogenni variantu v nékterém z dalSich gent klinicky souvisejicich
s tvorbou kolorektdlnich polypd. DalSich 13 % probandl patii mezi nositele varianty
s nejasnym klinickym vyznamem.

NGS panel CZECANCA v.1.2 umoznil konfirmovat ¢i pfehodnotit suspektni diagnézu
22 probandli. Minimalné 5 variant zachycenych v klinicky vyznamnych genech ptfedstavuje

nové, dosud nepopsané a velmi pravdépodobné patogenni varianty.

Kli¢ova slova: familiarni adenomatézni polypodza, gen APC, NGS, karcinom tlustého stieva

a konec¢niku






Abstract

Familial adenomatous polyposis (FAP) is a condition caused by germline mutations
in tumor suppressor gene APC, inherited in autosomal dominant manner. Patients with FAP
develop hundreds to thousands of adenomatous colorectal polyps with extremely high risk
of malignant reversal into adenocarcinoma of colon and/or rectum.

The aim of this thesis is to re-analyze a cohort of highly suspected FAP probands
from years 1993-2004 whose diagnosis previously failed to be confirmed by at that time
commonly used methods of molecular diagnostics.

Next generation sequencing on MiSeq and NextSeq platforms (Illumina®) was
performed on 78 samples of probands’ DNA, isolated from peripheral blood, using gene
panel CZECANCA version 1.2 (Czech Cancer Panel for Clinical Application). The panel
enables sequencing of exons and exon-intron junctions of 226 genes linked to hereditary
cancer predispositions, newly also including the diagnostically important promoter 1B
region of APC.

Pathogenic variant in the 4PC gene was detected in 18 % of re-analyzed probands,
11 % of probands carry pathogenic variants in other genes associated with colorectal polyps.
Additional 13 % of probands are carriers of a variants of unknown clinical significance.

NGS gene panel CZECANCA enabled diagnosis confirmation or re-evaluation
of 22 FAP suspected probands. At least 5 detected variants in clinically significant genes

represent new, not yet published and very probably pathogenic variants.

Key words: familial adenomatous polyposis, APC gene, NGS, colon and rectal cancer
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excizni oprava bazi (base excision repair)

kostni morfogeneticky proteinovy receptor, typ IA (bone morphogenetic protein
receptor, type [A)

karcinom tlustého stfeva

gen pro checkpoint kinazu 2 (CHK?2)

centralni nervova soustava

variabilita poctu kopii (copy number variation)

Czech Cancer Panel for Clinical Application

elektroforéza v gradientovém denatura¢nim gelu (denaturing gradient gel
electrophoresis)

denaturac¢ni vysokoucinna kapalinova chromatografie (denaturing high
performance liquid chromatography)

lidsky homolog proteinu discs large

dihydropyrimidin dehydrogenaza

gen pro dihydropyrimidin dehydrogenazu
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koncovy protein 1 (end binding protein 1)
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familiarni adenomato6zni polypdza

flap endonukleaza 1 (flap structure-specific endonuclease 1)

syndrom adenokarcinomu zaludku a mnohocetné polypézy zaludku (gastric
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NGS sekvenovani nové generace (next generation sequencing)
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1. Uvod

Karcinom tlustého stteva (CC z angl. colon cancer) a/nebo konec¢niku (RC z angl.
rectal cancer) pfedstavuje po rakoviné prsu a plic tfeti nejCastéjsi nadorové onemocnéni
na svété. Z hlediska mortality se jedna o druhy nejsmrtelnéjSi druh rakoviny, hned
po rakoving plic (International Agency for Research on Cancer 2020).

Podle priciny lze rozlisit 3 zakladni formy CC/RC. Prevladajici formou tohoto
onemocnéni je (1) sporadicky se vyskytujici CC/RC, ktery vykazuje nejvyssi moznost
prevence vzniku. Az 30 % ptipadt tvoti (2) CC/RC s familiarnim vyskytem. U této formy
onemocnénim trpi vice lent rodiny, nicméné jeho geneticka pti¢ina neni znama. DalSich
asi 5 % ptipadi zplisobuji vysoce penetrantni mutace v genech spojenych (3) s dédi¢nymi
syndromy zvySené predispozice k CC/RC. Zdaleka nejcastéjSim z téchto syndromi je
pfitom Lynchtv syndrom, ktery se na CC/RC podili az ze 4 %. Familiarni adenomat6zni
polypdza (FAP), na kterou se tato diplomovéa prace primarné zaméiuje, pak jako druhy
nejcastejs$i syndrom predstavuje necelé 1 % vSech ptipadi CC/RC (Patel a Ahnen 2012).
Z dtvodu vysoké penetrance ma molekulérni diagnostika takovych dédi¢nych syndromt
kromé samotnych pacientl velky vyznam i pro jejich pfibuzné, u kterych umoznuje
vcasnou dispenzarizaci.

FAP je autozomalné¢ dominantni onemocnéni zpusobené zarodecnymi mutacemi
v tumor supresorovém genu APC. Patfi do skupiny dédi¢nych kolorektalnich polypodz,
pfi kterych se na sliznici tlustého stfeva a kone¢niku pacientll tvofi benigni vyristky,
tzv. polypy, liSici se svym histologickym plvodem. Hlavni nebezpeci kolorektalnich
polypti spociva pfedevsim v potencialu malignizovat a rozvinout se az v CC/RC, pficemz
toto riziko se napti¢ jednotlivymi syndromy li§i. V pfipadé FAP onemocnéni je riziko
malignizace vznikajicich adenomat6éznich polypl extrémné vysoké a bez v€asného
profylaktického zakroku tak dochazi k rozvoji CC/RC témét ve 100 % piipadi. Stejné
jako ostatni dédicné syndromy spojené s CC/RC je FAP onemocnéni spjaté také se
zvySenou predispozici pro fadu dalSich nadorovych onemocnéni (Half et al. 2009,
Jasperson et al. 2017).

Molekularni diagnostika FAP onemocnéni spocivala zpocatku predev§im v metodéach
zalozenych na elektroforéze, které v porovnanim se soufasnymi metodami vykazuji
omezeny diagnosticky vytézek. Védecky a technicky pokrok postupné umozioval vyuzit
k analyze genu APC modern¢jsi metody. Zlomovy okamzik pro molekularni diagnostiku

(nejen FAP) znamenalo rutinni zavedeni masivniho paralelniho sekvenovani, které kromé



genu APC umoziuje v ramci jedné analyzy soucasné vySetfit i ostatni geny se vztahem
k dédicnym syndromtiim zvysené predispozice k CC/RC. V ramci této prace byla pomoci
cileného sekvenovani nové generace provedena re-analyza FAP suspektnich probandd,
kteii v letech 1993-2004 prosli molekularni diagnostikou a v dalSich letech (do roku
2014) také n€kolika fazemi re-analyzy, nicméné suspektni diagnozu se u nich tehdejSimi
metodami nepodatilo potvrdit. V piipad€ genu APC se tato faze re-analyzy nove zamétuje

také na diagnosticky vyznamnou oblast promotoru 1B.



2. Cile prace

Hlavnim cilem této prace je re-analyzovat soubor zhruba 100 probandi se suspektni

diagnézou FAP onemocnéni.

Pomoci moderni diagnostické metody masivniho paralelniho sekvenovani panelu
genit CZECANCA v.1.2 se pokusit detekovat kauzalni variantu v genu APC (vCetné
jeho promotorti), pfipadné v jinych genech souvisejicich s tvorbou stievnich
¢1 rektalnich polypt.

V ptipad¢ zachytu pivodné nedetekované varianty se pokusit vysvétlit z jakého
divodu nebyla primarné kauzalni mutace dfive dostupnymi metodami odhalena.

V piipad¢ opétovné negativity se pokusit pfijit s navrhy na zlepSeni soucasné
diagnostické metody a prispét tak k vylepseni nadchézejici verze CZECANCA panelu
¢i zavedeni jiné paralelni molekularné diagnostické metody, kterd by zlepsila zachyt

kauzalnich variant u suspektnich FAP pacientii v rutinnim provozu laboratofte.



3. Prehled literatury
3.1 Kolorektalni polypy

Jako kolorektalni polypy se oznacuji vyrustky na sliznici tlustého stfeva a konecniku
(jakozto casti tlustého stfeva) rizného histologického plivodu. V piipadé dédicnych
syndromt kolorektalnich polyp6z se na sliznici pacientii tvoii zejména adenomatdzni,
hamartomato6zni a seratni polypy, ptipadné jejich rizné kombinace (tab. 3.1). Na zaklad¢
rizika malignizace 1ze kolorektalni polypy zjednoduSen¢ rozdélit na neoplasticke, které
vykazuji zvySeny maligni potencial (adenomatdzni a seratni polypy, dale nékteré vzacné
maligni 1éze — napt. karcinoidy, lymfomy), a non-neoplastické, které obvykle

nemalignizuji (hamartomat6zni a hyperplastické polypy, rizné submukoézni 1éze — napf.

lipomy, angiomy, lymfoidy apod.) (Steinhagen a Guillem 2013).

Tab. 3.1: Piehled dédi¢nych kolorektalnich polypoznich syndromii

Syndrom Dédicnost PostiZeny gen

Adenomato6zni polypy:

o Familiarni adenomat6zni polypdza (+ jeji varianty) AD APC

e MUTYH-asociovana polyp6za AR MUTYH

o Hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom (Lynchtv AD MLHI, MSH?2,
syndrom) MSH6, PMS?2,

EPCAM

e Polypoza spojena s opravnou funkcei polymerazy AD POLE, POLDI

e NTHL-asociovana polypoza AR NTHLI

o MSH3-asociovana polypdza AR MSH3

o Syndrom konstitu¢niho deficitu systému oprav chybného AR MSH?2, MSHG,
parovani bazi PMS2

Hamartomatoézni polypy:

e Peutzliv-Jegherstv syndrom AD STKI11

o PTEN hamartomat6zni tumorovy syndrom (syndrom Cowdenové  AD PTEN
+ Bannayantiv-Rileyho-Ravulcabtiv syndrom)

e Syndrom juvenilni polypdzy AD SMAD4, BMPRIA

Seratni polypy:

» Syndrom serdtni polypdzy nezndma RNF43 + dalsi geny?

SmiSené polypy:

o Hereditarni smiseny polypo6zni syndrom AD BMPRIA,

SCG5/GREM1?

Adenomatozni polypy (adenomy) piedstavuji nejcastéjsi typ kolorektalnich polypt.

Jedna se o benigni nadory zlazového epitelu, které se mohou vyskytovat sporadicky,
nebo jako projev dédicného onemocnéni. VEtSinou maji hladky povrch a jejich velikost
se pohybuje vtadu milimetri az centimetrii. V prubéhu casu mohou rust, stdvat se
postupné dysplastickymi a vyvinout se azZ v adenokarcinom (Steinhagen a Guillem 2013).
Riziko malignizace adenomil se v zavislosti na jejich histologické varianté¢ pohybuje
v rozmezi od <5 % po 40 % (Amersi et al. 2005).
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Jako hamartomatozni polypy (hamartomy) jsou oznacovany vyristky normalni tkané
nachdzejici se v nespravné lokaci. Jejich potencidl maligni transformace neni zcela
znamy, obecn¢ je ale povazovan za velmi nizky. Nebezpec¢i vSak mohou hamartomy
pro pacienty pfedstavovat uz jen z divodu moznych komplikaci jako jsou obstrukce stiev
nebo gastrointestindlni krvaceni. V pfipadé tzv. hamartomatéznich polypdznich
syndromll se zvySené riziko malignizace uvadi pfedevSim v souvislosti s tvorbou
doprovodnych adenomu (Jelsig et al. 2014).

Pomérné nové ustanoveny typ polyptl piedstavuji serdatni polypy (uziva se také
oznaceni pilovité polypy). V nékterych ptipadech jsou stile povazovany za podskupinu
hyperplastickych polypt. Néazev téchto polypi odrazi jejich pilovity tvar (Steinhagen
a Guillem 2013, Ijspeert et al. 2017). Podobné¢ jako v ptipadé adenom se seratni polypy
na zéklad¢€ histologického ptiivodu dé€li na podskupiny s riznym rizikem malignizace,

které se pohybuje v rozmezi 0 az 5 % (Haumaier et al. 2017).

3.2 Familiarni adenomato6zni polypoza

Familiarni adenomatézni polypoza (FAP) je dédicné autozomalné dominantni
onemocnéni zpisobené zarodeénymi mutacemi v tumor supresorovém genu APC
(adenomatous polyposis coli). Projevuje se tvorbou stovek az tisic adenomatdznich
polypt v kolorektalni oblasti, pficemz penetrance dosahuje téméi 100 %. Prevalence
onemocnéni se v Evropé pohybuje v rozmezi 1:11 300 az 1:37 600 (Half et al. 2009).

Adenomy se zaCinaji formovat v nizkém véku, obvykle v druhé dekadé Zzivota
(pramérné v 15 letech). U pacienti do veéku 35 let jsou polypy ptitomny az v 95 %
ptipadd (Jasperson et al. 2017). Nebezpeci onemocnéni spociva predev§im ve vysokém
riziku pfemény v nadory zhoubné (malignizace). Bez v€asné diagnostiky a lékarského
zakroku se rozviji karcinom tlustého stieva (CC) a/nebo konecniku, (RC) a to pfiblizné
do 10 let od vyskytu polypti (Bogaert aPrenen 2014). Primérny vk nélezu
adenokarcinomli v oblasti kolorekta je u pacientli postizenych FAP pfiblizné 39 let
(Fornasarig et al. 2018).

Krom¢ klasické formy FAP existuje také tzv. atenuovana familiarni adenomatdzni
polypoza (AFAP). Jedna se o mirn¢j$i formu onemocnéni, pii které se adenomy zacinaji
tvofit v pozd¢jSim véku a menSim poctu. Mezi dalsi formy FAP se dale fadi 1 Gardnertv

syndrom, Turcotiiv syndrom a MUTYH-asociovana polyp6za (MAP) (Half et al. 2009).



3.2.1 Klinické projevy

Zpocatku se FAP onemocnéni projevuje nespecificky — priijmy nebo naopak zacpou,
bolestmi bficha, ibytkem télesné hmotnosti, ¢i hmatatelnymi masami v biise. U klasické
formy FAP se polypy zacinaji tvofit nejprve v distalni ¢asti tlustého stfeva a postupné
se rozruastaji po celé jeho délce (obr. 3.1), postihuji i oblast kone¢niku. V okamziku, kdy
narostou do urcité velikosti, zpisobuji krvaceni z kone¢niku, které mize vést az k anémii
(Half et al. 2009). Kromé tlustého stfeva se adenomy tvofi také na sliznici dvanactniku,
zalude¢niho fundu (horni ¢ast zaludku nad otvorem jicnu) a v periampularni oblasti
(oblast okolo Vaterovy papily — sestupna ¢ast dvanactniku, zlucovody, vyvod slinivky

btisni) (Bogaert a Prenen 2014).

Obr. 3.1: Adenomato6zni polypy tlustého stfeva
(zdroj: https://www.humpath.com/spip.php?article1815, cit. 8.4.2020)

Pro onemocnéni je dale charakteristicka zvySena predispozice pro tvorbu nékterych
benignich nadorii. Nejcastéji se jedna se o desmoidy (nddory vazivové tkdn€), rizné kozni
léze, kongenitalni hypertrofii retindlniho pigmentového epitelu (CHRPE z angl.
congenital hypertrophy of the retinal pigment epithelium) — vrozeny nador pigmentového
epitelu o¢ni sitnice, nadory §titné zlazy, jater, slinivky bfisni ¢i zlucovodu. V piipadé
Turcotova syndromu vznikaji také rizné kostni a zubni nadory ¢i anomalie. Pacienti
s Gardnerovym syndromem navic trpi tvorbou nadord v centralni nervové soustaveé

(zejména medulloblastomy a glioblastomy) (Jasperson et al. 2017).
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3.2.2 Diagnostika
Moznost, ze by pacient mohl trpét n€kterou z forem FAP onemocnéni, by podle

americké organizace National Comprehensive Cancer Network méla byt zvazena v téchto

ptipadech:

e pritomnost alespon 10 kolorektalnich adenomatoznich polypt;

e pfitomnost extrakolonickych pfiznakti typickych pro rizné formy FAP
(hepatoblastomy, CHRPE, desmoidni tumory, nadory §titné zlazy atd.);

e rodinna historie kolorektadlnich adenomatéznich polypti a/nebo jinych
extrakolonickych piiznaki typickych pro FAP onemocnéni (Gupta et al. 2019).

U vétSiny pacientli pak prvni krok diagnostiky FAP spociva v kolonoskopickém

vySetieni. Na zdkladé néalezu je onemocnéni mozné diagnostikovat nésledujicim

zpusobem:

1. klasicka FAP: alespont 100 difuzné se vyskytujicich kolorektalnich adenomatdznich
polypt, ptipadn€ i méné€ nez 100 polypt u pacienta s pozitivni rodinnou anamnézou,

2. atenuovana FAP: 10 az 100 kolorektalnich adenomatoznich polypt, pfipadné vice
nez 100 polypil u pacientii ve véku nad 40 let, a/nebo pozitivni rodinnd anamnéza
(Jasperson et al. 2017).

V piipad¢ pozitivni rodinné anamnézy plati, ze zrodokmenu sestavené¢ho klinickym

genetikem musi byt patrnd autozomaln¢ dominantni dédi¢nost (Plevova et al. 2009).

Molekuldrni diagnostika

Zasadni krok diagnostiky FAP onemocnéni pfedstavuje molekularni diagnostika,
kterd umoznuje rozliSit FAP od jinych typl polyp6z nebo sporadicky se vyskytujicich
polypt. V ramci genetického testovani lze zaujmout 2 hlavni ptistupy: (1) zaméfit se
pouze na gen APC (ptipadné také gen MUTYH), (2) vyuzit multigenovy panel (Jasperson
et al. 2017).

Zatimco prvni varianta se vyuZivala pfedevS§im v minulosti, s modernizaci pfistrojl
a nastupem novych metod nyni pievazuje druhy ptistup. Vyhodou multigenového panelu
je moznost zachytit nejenom mutace v genu APC, ale také v ostatnich genech
souvisejicich s jinymi formami dédi€né¢ podminénych polypdz tlustého stieva
a kone¢niku (viz tab. 3.1). Pfevazna vétSina laboratofi v soucasnosti vyuziva metod
sekvenovani nové generace (NGS z angl. next generation sequencing). Pro zjisténi deleci

nebo naopak amplifikaci celych exoni, pfipadné jinych velkych genovych piestaveb



se pak casto vyuzivaji také metody komparativni genomové hybridizace na cipech

nebo multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) (Hegde et al. 2014).

3.2.3 Dispenzarizace

Dispenzarizace  pacienta s FAP  onemocnénim  spocivd v pravidelnych
kolonoskopickych vySetfenich. Ta se provadi jednou za pual roku, a to do doby,
nez onemocnéni dosdhne stadia, kdy je u pacientli doporucena kolektomie nebo jina
forma profylaxe. Krom¢ samotného pacienta by pravidelna vySetfeni méli zaroven
podstoupit vSichni jeho pfibuzni prvniho stupné (déti, sourozenci, rodic¢e). Piedevsim
u mladsich pacient vySetfeni umoziuje zachytit ptipadné onemocnéni v raném stadiu.
Déti od ve€ku cca 10-12 let namisto kolonoskopii podstupuji pravidelna
sigmoideoskopicka vySetfeni. Piipozitivnim ndlezu se pak piechdzi na klasickou
kolonoskopii.

U pacienti se dale provadi pravidelnd vySetfeni zaludku a dvanactniku.
Doporucovana byvaji i1 ultrazvukova vysSetfeni jater, o¢ni sitnice, Stitné zlazy,
gynekologicka a neurologicka vySetfeni atd. Sledovani stavu vSak ve velké mife zavisi
pacientové genotypu, fenotypu, ve€ku, rodinné anamnéze atd. (Plevova et al. 2009, Trna

et al. 2010).

3.2.4 Management

Dosud nejlep§im moznym zplsobem, jak piedejit vzniku ¢i dalSimu rozSifovani
CC/RC, je profylaktickd operace — kolektomie (chirurgické odstranéni tlustého stieva)
nebo proktokolektomie (odstranéni tlustého stfeva a konecniku), kterd je néasledovéana
ileostomii (vytvofenim umélého vyvodu tenkého stieva v oblasti ilea) ¢i zavedenim
iledlniho nebo ileoanalniho pouche (vak vytvofeny z Casti tenkého stieva) (obr. 3.2).
V ptipad¢ kolektomie musi pacienti nadale podstupovat pravidelnd rektoskopicka
vySetfeni z diivodu vysokého rizika rozvoje RC — u vétSiny pacientl s klasickou formou
FAP je pozdgsi odstranéni konecniku témét nevyhnutelné. Kolektomie proto byva
preferovana spiSe u pacientl s atenuovanou formou FAP, u kterych se polypy v oblasti

konec¢niku vyskytuji v mensi mife (Plevova et al. 2009, Aihara et al. 2014).



Obr. 3.2: Rizné formy proktokolektomie
(zdroj: https://www.niddk.nih.gov/news/media-library/8261, cit. 19.8.2020)

reservoir
pouch

Normal lleostomy/Colostomy* lleoanal reservoir surgery* Continent ileostomy™*
*Shaded areas are removed or bypassed during surgery.

a) Gastrointestinalni trakt zdravého pacienta, b) Proktokolektomie s ileostomii, ¢) Restorativni proktokolektomie
(ileoandalni pouch), d) Proktokolektomie s kontinentni iloestomii (iledlni pouch)

Ke zpomaleni ristu polypt v pfipadé nutného oddaleni profylaktické operace,
k zabranéni tvorby RC u pacientl po kolektomii a k zabranéni tvorby nadort v horni ¢asti
gastrointestindlniho traktu se vyuzivaji chemoterapeutika na bazi inhibitort
cyklooxygendz — enzyml katalyzujicich pfeménu kyseliny arachidonové
na prostaglandiny, které maji vyznamnou roli v bunééné adhezi, angiogenezi a inhibici
apoptdzy (Aihara, Kumar, a Thompson 2014). Jedna se naptiklad o ptipravky celecoxib
(inhibitor cyklooxygenazy 2) nebo sulindac (Kim a Giardiello 2011).

V soucasné dobg je také zkoumana schopnost erytromycinu stimulovat programované
procitdni stop kodond (tzv. stop codon readthrough). Béhem tohoto procesu jsou
rozpoznany mutacemi vzniklé pred€asné stop kodony. Ribozomy je pak béhem translace
ignoruji a syntetizuji protein v plné délce (Kariv et al. 2020).

V ptipadé sporadického CC/RC je obecné zndmy vliv Zivotniho stylu (pravidelny
pohyb a stravovaci navyky) na pribéh a piipadné i prevenci onemocnéni. Nékolik studii
se zaméfilo 1 na souvislost Zivotniho stylu a vyskytu adenokarcinomi u pacientli s FAP.
Vysledky naznacuji, ze pravidelnd fyzicka aktivita mize u FAP onemocnéni zpomalit
malignizaci, ale 1 samotny rtst polypt (Nakamura et al. 2019). S tvorbou a riistem
adenomu a adenokarcinomti se dale do souvislosti udava chronicky stievni zéanét.
Pacientim by tak ke zmirnéni piiznaki FAP onemocnéni, ale i gastrointestinalnich
problémi v disledku kolektomie nebo proktokolektomie mohla pomoci protizanétliva
dieta. Mezi potraviny, které by pacienti méli omezit ¢i Gplné vyftadit, patii pfedev§im

potraviny stimulujicich zvySenou produkci zluCovych kyselin (Cervené a zpracované
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maso) a prostaglandinti (potraviny s vysokym obsahem omega-6 mastnych kyselin),
alkohol a dale potraviny s vysokym glykemickym indexem (cukr, slazené napoje,
sladkosti, rafinovana pSeni¢na mouka, bilé pecivo, brambory atd.), které prostfednictvim
zvysené hladiny inzulinu pfispivaji k tvorbé prozanétlivych cytokinti (Baena a Salinas

2015, Pasanisi et al. 2019).

3.2.5 DalSi formy familiarni adenomatézni polypézy
Atenuovana familiarni adenomatozni polypoza

Atenuovana familiarni adenomat6zni polypoza (AFAP) predstavuje méné zavaznou
formu FAP. Projevuje se pfitomnosti mensiho poc¢tu polypt (méné nez 100), prevazné
v proximalni ¢asti tlustého stfeva. V kone¢niku se polypy vyskytuji s mensi frekvenci
(Bogaert a Prenen 2014). K jejich tvorbé i malignizaci dochazi oproti klasické forme
0 10 az 15 let pozd¢ji (primérny vek diagnostiky 44 let). Kromé tlustého stieva se polypy
mohou objevovat i ve dvanactniku ¢izaludku. Pacienti s AFAP zaroven mivaji
predispozice pro tvorbu hepatoblastomt a adenokarcinomti zaludku a prsu (Half et al.
2009).

Mutace zptsobujici tuto formu onemocnéni se podafilo lokalizovat na oba konce genu
APC anaoblast alternativniho sestfihu vexonu 9 (Balaguer etal. 2015, Fostira
a Yannoukakos 2010). Na rozdil od klasick¢ formy FAP nemaji 100% penetranci

a karcinom se proto nerozviji u v§ech nositelti kauzalni mutace (Jasperson et al. 2017).

Gardneriv syndrom

Kromé projevii klasické FAP se u pacientii s Gardnerovym syndromem navic
mnohem castéji tvoii nadory mékkych tkani (desmoidy) a rtizné kostni malformace.
Dochéazet miiZze zaroven ike vzniku riznych zubnich abnormalit — nadory, chybéjici
nebo naopak nadpocetné zuby, neprofezané zuby, cysty apod. (Gardner 1962, Baldino

et al. 2019).

Turcotuv syndrom
U Turcotova syndromu doprovazi kolorektalni polypy a dalsi symptomy spjaté s FAP
navic tvorba malignich nédort v centralni nervové soustavé (CNS) (Turcot et al. 1959,
Hamilton et al. 1995). Onemocnéni se zacind projevovat jiz v druhé dekadé Zivota
a priznaky postizeni CNS vétSinou piedchazeji intestindlni piiznaky (Busbait et al. 2019).
Syndrom byl zaznamenan v autozomdlné dominantni 1 autozomaln€ recesivni

podobé. Z divodu odlisného genetického plvodu se rozliSuji 2 varianty Turcotova
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syndromu. 7yp [ je podminén zarodecnymi mutacemi v genech kodujicich proteiny
pro opravu chybného parovani bazi, v tzv. mismatch repair (MMR) genech (napt. MLH 1,
MSH?2, MSH6 nebo PMS?2). Piedstavuje proto jednu z forem Lynchova syndromu. Tento
typ onemocnéni charakterizuji tumory gliovych bun¢k a mensi pocet stievnich polypi.
Typ 2 zpisobuji mutace v genu APC a jedna se tedy o formu FAP onemocnéni. Projevuje
se aztisici adenomatdéznimi kolorektdlnimi polypy azvySenym rizikem tvorby

meduloblastomti (maligni nadory mozku) (Dipro et al. 2012, Khattab a Monga 2020).

MUTYH-asociovana polypoza
mutacemi v genu MUTYH, (i ptesto se uvadi jako forma FAP), na rozdil od FAP tedy
vykazuje autozomalné recesivni dédicnost. Oproti klasické FAP ma toto onemocnéni
mirngj§i prubéh — mensi pocet polypl (maximalné v fadu stovek), které se objevuji
v pozdéj$Sim véku. Byva vSak spjato s fadou dalSich nadorovych onemocnéni napf.
dvanactniku, zaludku, endometria nebo prsu (Plevova et al. 2009, Nielsen et al. 2011).
Gen MUTYH se nachazi v lokusu 1p34.1. Tvoii ho celkem 22 exonl (referencni
sekvence NG _008189.1 v datab4azi NCBI), pficemZ jeho nejdelsi transkripéni varianta
(NM_001128425) je dlouha 1,9 kbp. Koduje glykosylazu MUTYH (MutY homolog),
kterd se ucastni exciznich oprav bazi (BER z angl. base excision repair) ve vlaknech
DNA postizenych oxidativnim stresem (Ichinoe 2004, Nielsen et al. 2011). Konkrétné
zodpovida predev§im za odstrafiovani adeninli Spatné sparovanych s 8-oxoguaninem.
Pti absenci funkéni MUTYH glykosylazy dochazi pii replikaci DNA k transverzim G:C
> T:A, které u pacient s MAP onemocnénim vznikaji pfedevSim v genech souvisejicich

s tvorbou sporadického CC/RC (napt. APC nebo KRAS) (Balaguer et al. 2015).

3.3 Molekularni biologie familiarni adenomatozni polypozy
3.3.1 Gen APC

Gen APC kdduje stejnojmenny tumor supresorovy protein. Lidsky APC se nachézi
v lokusu 5g22.2 (chr5:112043202-112181936 v referenénim genomu hgl9) a tvorii
transkript dlouhy necelych 11 kb (délka hlavni transkripéni varianty NM_000038).
Sklada se alespon z 20 exont, pficemz ptiblizné 75 % kddujici sekvence se nachézi
na poslednim exonu (obr. 3.3). Pravé v této oblasti byva detekovano nejvice zarodecnych
1 somatickych mutaci (Balaguer et al. 2015). Jako referen¢ni sekvence genu se nejcastéji

vyuzivaji ndsledujici 3 (identické) sekvence: NG 008481 (databaze NCBI,
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov), ENSG00000134982 (databaze ENSEMBL,
https://www.ensembl.org/) a LRG 130 (databaze LRG, https://www.lrg-sequence.org/).

Promotorova oblast

Gen APC obsahuje dva promotory — 1A a 1B. Lezi od sebe ve vzdalenosti asi 30 kbp,
pfiCemz promotor 1B ptedchazi promotor 1A. V minulosti byla promotoru 1B
pfipisovana pomérn¢€ nevyznamna role v regulaci exprese genu APC a nebyl proto pftili§
studovan. Teprve az v posledni dob¢ se na tuto oblast zamétilo nékolik studii a mimo jiné
potvrdilo souvislost zdrode¢nych mutaci v promotoru 1B se snizenou expresi genu APC
a FAP fenotypem (Rohlin et al. 2011, Yamaguchi et al. 2016, Marabelli et al. 2017).

Krom¢ FAP onemocnéni zpusobuji zarodecné mutace v promotoru 1B také
autozomalné¢ dominantni onemocnéni zvané syndrom adenokarcinomu Zaludku
a mnohocetné polypozy Zaludku (GAPPS z angl. gastric adenocarcinoma and proximal
polyposis of the stomach). Iu pacienti s FAP muize dochéazet k tvorbé polyptl
zalude¢niho fundu, nicméné u pacienti s GAPPS syndromem je riziko ptipadného
rozvoje karcinomu vys$si. KdyZ byla souvislost mezi mutacemi v promotoru 1B a GAPPS
fenotypem objevena, zddlo se nejprve, Ze u pacientl nedochazi k tvorbé adenomil
v kolorektalni oblasti (Worthley et al. 2012). O néco pozdéji jiz vSak bylo s GAPPS
diagnostikovano i nékolik pacientl s polypy v tlustém stieve (Li et al. 2016, Jasperson
et al. 2017).

I pfesto, Ze byly mutace v promotoru 1A u pacienti s FAP onemocnénim
zaznamendny (Charames et al. 2008), mnohem castéji jsou detekovany mutace
v promotoru 1B. O promotoru 1A se hovofi spiSe v souvislosti s hypermethylaci (zvySena
mira methylace DNA oproti standardnimu stavu), kterd se vyskytuje jak u FAP pacienti,
tak u pacientli se sporadickymi CC a/nebo RC, ale pravé také u pacientii s GAPPS
syndromem. U dé&dicnych onemocnéni zplsobenych mutacemi v APC tak
hypermethylace promotoru 1A mize piedstavovat jeden z moznych ,,druhych zasahi*

(second hit) zplisobujici inaktivaci genu 1 na druhé alele (Fearnhead et al. 2001).

Transkripcni varianty

Pro APC je charakteristicky komplexni systém alternativni transkripce, vedouci
k tvorbé celé fady izoforem (obr. 3.3). Jak jiz bylo zminéno, gen obsahuje dva promotory,
které vedou k rozdilné iniciaci transkripce a izoformy se tak od sebe mohou lisit hned

prvnim exonem (Jasperson et al. 2017). Dale dochazi k alternativnimu sestfihu
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transkriptl, diky kterému mohou byt v jednotlivych variantidch rozdilng vyuzity urcité
exony (na obr. 3.3 oznacené jako 3, 4 a 9). Nékteré z nich byvaji obsazeny vyhradné
v transkriptech specifickych pro mozkovou tkan (Thliveris et al. 1994). Alternativni
sestfihova mista jsou navic obsazena i1 uvnitf nékterych exont (13, 14 a 19 na obr. 3.3),
které se tak v transkriptech mohou vyskytovat v riznych délkach (Charames 2002,
Carson et al. 2004).

Nejenom pro klinické tcely se jako reference, stejn¢ jako u ostatnich genti, vyuzivaji
sekvence transkript specifickych pro studovanou tkan (Cislovani exonu se tak bézné
provadi s ohledem na pocet exonl konkrétni referencéni sekvence). Databaze NCBI
momentalné obsahuje 15 referencnich sekvenci APC mRNA (obr. 3.3), databaze
ENSEMBL 10 a databdze LRG 3. V tfad¢ pifipadil neni zcela jasné, které sekvence si
napti¢ databazemi navzijem odpovidaji, a pfi porovnavani vysledkii mezi jednotlivymi
laboratofemi tak situace mize byt pon¢kud komplikovana. Primarné¢ vSak byva vyuzivana
sekvence NM 000038 (NCBI), transkript nejvice exprimovany napfi¢ vSemi
prostudovanymi tkanémi. Tato transkripéni varianta je dlouha 10,7 kbp (ptekladany jsou
pfitom pozice 60—8591), obsahuje 16 exonil a je identickd s referencnimi sekvencemi

ENST00000257430 (ENSEMBL) a LRG_130t1 (LRG).
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Tkanova exprese

Jednoznacéné nejvice se gen APC exprimuje v mozkové tkani. Byla zde zaznamenana
vice nez pétkrat vysSsi Groven exprese oproti ostatnim studovanym tkénim (obr. 3.4)
(Fagerberg et al. 2014). FAP onemocnéni doprovazi pravé i riziko tvorby nadort CNS,
(Hamilton et al. 1995). O funkci, kterou by protein APC mél v neurogenezi mit, se zatim
mnoho nevi. Pravdépodobné se ucastni mechanismi podilejicich se na diferenciaci
neurond, tvorb¢é postsynaptického komplexu na nikotinovych synapsich neurona
a proliferaci dosp€lych neurdlnich kmenovych bun¢k (Rosenberg et al. 2010, Imura et al.
2010). Mutace a epigenetické modifikace genu APC by tak mohly hrat roli i v nékterych
psychickych poruchich — napt. ve schizofrenii (Cui et al. 2005, Forero a Gonzalez-

Giraldo 2020).

Obr. 3.4: Mira exprese genu APC v riznych tkanich (RNA-seq) (Fagerberg et al. 2014)
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3.3.2 Genovy podklad FAP onemocnéni

FAP onemocnéni patfi mezi autozomaln€¢ dominantni onemocnéni. U nékterych
pacientd s FAP se nicméné¢ muze zdanlivé jednat o sporadickou formu, kdy pacient
predstavuje jediného postizeného v rodokmenu. Tato situace nastava u pacienta, ktery je
nositelem de novo mutace v mozaice, nebo je potomkem jedince s de novo mutaci
v mozaice. V druhém piipadé by pak pro takového pacienta byl jiz standardni
heterozygotni stav. Uvadi se, ze asi az 20 % ptipadi FAP onemocnéni tvoii praveé

mozaicismus vznikly de novo mutacemi (Hes et al. 2007).
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Genové mutace

Nejcastéjsi pricinou FAP onemocnéni byvaji substituce a kratké inserce nebo delece.
K takovymto mutacim je nejnachylnéjsi posledni exon genu APC, obzvlasté¢ na jeho
5' konci. Na zakladé vysledki ne€kolika studii byla nejvyssi frekvence mutaci u pacient
s FAP onemocnénim zaznamenana v kodonech 1061 a 1309 (obr. 3.5) (Schnitzler et al.

1998, Friedl 2001, Bertario et al. 2004, Friedl a Aretz 2005).

Obr. 3.5: Poloha a frekvence mutaci v genu APC u pacienti s FAP onemocnénim
(Friedl a Aretz 2005)
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K mutacim nejnachylnéjsi kodon 1309 lezi uvniti tzv. oblasti muta¢niho klastru
(mutation cluster region). Tato oblast byla v genu APC lokalizovana na usek kodont
cca 1250-1450, ktery se nachazi ptiblizné v poloving posledniho exonu. Jedna se o oblast,
ve které dochdzi k nejvétSimu poctu zarodecnych i1 somatickych mutaci (Groves et al.
2002), pti¢emz nejcasteji zde dochazi k mutacim, které zptisobuji vznik predcasnych stop
kodonii (nonsense nebo frameshift delece ¢i inserce). Pokud takovdA mRNA neni
rozpozndna a degradovdna mechanismem nonsense-mediated mRNA decay (NMD),
vznikd zkraceny protein. Aberantni protein pak ztrdci jednu ¢&ivice jeho funkci
v zavislosti na délce chybéjiciho useku, nebo naopak ziskdva nezadouci vlastnost
a zpusobuje tak napt. odolnost buiiky vic¢i apoptdze, indukci bunééné proliferace apod.
(Zhang a Shay 2017).

V databazi HGMD® (The Human Gene Mutation Database, http://www.hgmd.cf.
ac.uk) je v soucasnosti zaznamenano pies 2 tisice zarodecnych mutaci v genu APC
oznacenych jako ,,patogenni“ a ,,pravdépodobné¢ patogenni* (systém klasifikace popsan

v kapitole Analyza sekvenacnich dat). Tab. 3.2 zobrazuje procentudlni podil jednotlivych

vrwe
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Tab. 3.2: Procentualni podil patogennich mutaci v genu APC u pacienti s FAP onemocnénim
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/, udaje ke dni 9.4.2021)

Typ mutace Podil (%)
Kratka delece 38
Nesmyslna (nonsense) 18
Kratka inserce/duplikace 17
Zmeéna smyslu (missense) 10
Dlouhé delece 7
Sesttihova (splicing) 6
Kratky indel 2
Dlouha inserce/duplikace <1
Substituce v regulacni oblasti <1
Komplexni pfestavba <1

V databazi VarSome (https://varsome.com/) je celkové pro gen APC uvedeno témer
6,5 tisic variant (zarode¢nych a somatickych dohromady). Nejvétsi podil na variantach
tvofi missense varianty, nicmén¢ jejich patogenita je velmi nizka. Velkou ¢ést z toho vSak
predstavuji varianty s nejasnym klinickym vyznamem (VUS — z angl. variant of uncertain
significance) a nizky podil patogennich variant tak muze byt zavadéjici. Naopak
posunové anonsense varianty v APC se v populaci tak cCasto nevyskytuji, ale jejich
patogenita je velmi vysoka (tab. 3.3).

Tab. 3.3: Procentualni podil jednotlivych typt genovych variant v genu APC

(https://varsome.com/, tdaje ke dni 14.10.2020)
Podil Patogenni® Benigni™ VUS

Typ varianty dle nasledku (%) (%) (%) (%)
Missense 61 1 2 97
Samesense 19 <1 92 8
Posunova (frameshift) 9 95 - 5
Nonsense 6 97 - 3
Varianta v nekodujici oblasti (non-coding) 2 18 28 54
Inserce/delece bez posunu ¢teciho ramce (inframe indel) 2 3 94 3
Sestiihova (ztrata mista sestfihu) 1 88 1 11

*varianty zarazené do skupiny ,,patogenni“ a ,, pravdépodobné patogenni
** yarianty zarazené do skupiny ,,benigni“ a ,, pravdépodobné benigni

Chromozomové mutace

strukturnich chromozomovych piestaveb. Nejcastéji se jedna se o delece ¢i amplifikace,
tzv. variabilitu poc¢tu kopii (CNV — copy number variation). Zaznamenany byly delece
a duplikace nejenom casti, ale i celych exontl, pfipadné dlouhé delece piesahujici vice
exond az cely gen APC (Meuller et al. 2004, Aretz et al. 2005, Nielsen et al. 2007). Jak jiz
bylo diive uvedeno, delece mohou zasahnout i promotorovou oblast genu. V takovém
piipadé pak dochézi k potlaceni exprese genu na dané alele (Rohlin et al. 2011, Lin et al.

2015).
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Vzéacné se u pacientd s FAP onemocnénim vyskytuji delece, které zasahuji mnohem
delsi oblast nez jen samotny gen APC. Fenotyp pacientl pak samoziejmé zavisi
na rozsahu delece. Naptiklad pacienti s intersticialni deleci oblasti 5q15—q22 kromé
Gardnerova syndromu trp€li mentélni retardaci a vykazovali také mirnou kraniofacialni
dysmorfii (velka hlava v proporci ke zbytku téla, velky nos, vysoké ¢elo a vysoce klenuté
patro) (Hockey etal. 1989). Podobny fenotypovy projev se objevil iu pacienta
s intersticialni deleci lokusu 5921.3—q23.1 (Raedle et al. 2001).

V extrémnich piipadech lze u pacientii s FAP fenotypem nalézt 1 jiné strukturni
chromozomové piestavby. Zaznamenany byly naptiklad inverze oblasti 5q22—q31.3
(de Chadarévian et al. 2002) nebo reciproka translokace t(5;10)(q22;q25) (Van Der Luijt
etal. 1995). U jedné rodiny byla dokonce detekovana komplexni pfestavba exonu 4,
sestavajici se z delece ¢asti exonu a inserce 4 kratkych sekvenci (z toho 3 byly reverzné
orientované useky s puvodem v APC genu), kterd pii transkripci vede k preskoceni

exonu 4 a posunu ¢teciho ramce (Pagenstecher et al. 2007).

Genotyp-fenotypova korelace

Ukazuje se, Ze existuje souvislost mezi pozici mutace a klinickymi projevy FAP
onemocnéni (tzv. genotyp-fenotypova korelace), vychazejici z postizeni riiznych domén
proteinu APC s rozdilnymi funkcemi. Na zaklad¢é genotyp-fenotypové korelace 1ze FAP
rozdélit do 3 kategorii — klasickd, atenuovana a agresivni forma (obr. 3.6). Stejné tak lze
na genu lokalizovat oblasti souvisejici s nékterymi dal$imi projevy onemocnéni jako jsou
adenomy v oblasti Zaludku a dvanactniku, nadory S§titné zlazy, CHRPE, desmoidni
tumory nebo hepatoblastomy (Balaguer et al. 2015).

Jak jiz bylo vySe zminéno, nej¢astéji dochazi k mutacim v oblasti muta¢niho klastru,
a to ptfedevsim v kodonu 1309. Jedna se o oblast, kterd ve vzniklém proteinu zodpovida
za vazbu B-kateninu. Pokud nésledkem mutace v tomto klastru vznika zkraceny protein
(v ptipad¢, Ze nenastane degradace mRNA mechanismem NMD), nema schopnost vazat
B-katenin. Stale vSak ma zachovanou N-koncovou dimerizaéni doménu a miZe tak vazat
funkéni APC protein, ktery se exprimuje z druhé alely, a negativné ovlivnit jeho aktivitu
(Zhang a Shay 2017). Mutace v této oblasti se u pacientl projevuje agresivni formou FAP
(vysoky pocet polypti, nizky v€k manifestace, fada extrakolonickych projevi).

Naopak atenuovanou formu FAP onemocnéni zpisobuji mutace nachézejici se
na 5'konci genu, mutace v druhé poloviné posledniho exonu a ve vétSing piipadi

ina 5' konci exonu 9 (v kanonickém transkriptu), kde se nachazi misto alternativniho
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sestfihu (Balaguer et al. 2015, Fostira a Yannoukakos 2010). Na 5' konci exonu 9 vSak
byla objevena i mutace, ktera vedla k agresivni formé FAP onemocnéni. Zptsobila totiz
zménu v sekvenci zesilovace pro sestfih transkriptu, ktera v dasledku vedla k aplnému
preskoceni exonu 9 a k posunu ¢teciho ramce v exonu 10 se vznikem stop kodonu (Cheah
et al. 2012, Cheah et al. 2014).

Klasicka forma FAP onemocnéni pak nejspi§ koresponduje s mutacemi v exonech

5-8 a 915 (Balaguer et al. 2015).

Obr. 3.6: Genotyp-fenotypova korelace mutaci v genu APC (Balaguer et al. 2015)
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DT — desmoidni tumory, CHRPE — kongenitalni hypertrofie retinalniho pigmentového epitelu

Teorie dvou zdasahii

Stejné jako u ostatnich onemocnéni zpiisobenych mutacemi v tumor supresorovych
genech plati, Ze onemocnéni se projevuje az poté, co je gen kompletné vytfazen z funkce
inaktivaci i na druhé alele. Tento ,,druhy zasah®, ke kterému dochéazi na somatické urovni,
muze spocivat ve ztraté heterozygozity (LOH z angl. loss of heterozygosity), de novo
mutaci nebo epigenetickém potlaceni exprese.

Bylo zjisténo, Ze poloha mutace na prvni poskozené alele genu APC mize ovlivnit
charakter druhého zasahu, a to jak u FAP, tak u sporadickych CC/RC. Pokud se mutace
nachazi v okoli kodonu 1300 (cca 1285—-1378), dochazi na druh¢ alele ptedevsim k LOH
(nejcastéji mechanismem mitotické rekombinace). V piipad¢€, Ze mutace lezi mimo tuto
oblast, byva druha alela inaktivovana spiSe v disledku mutace v muta¢nim klastru
vedouci ke vzniku pied¢asného stop kodonu (Lamlum et al. 1999, Rowan et al. 2000,

Crabtree et al. 2003).



3.3.3 Protein APC a jeho funkce

Protein APC je multifunkéni protein o délce 2843 aminokyselin s molekulovou
hmotnosti ptiblizné¢ 310 kDa (v pfipad¢ nejvice zastoupené izoformy). Nejvyznamneéjsi
roli hraje APC ptredevsim v regulaci hladiny B-kateninu ve Wnt signalni draze (Lesko,
Goss, a Prosperi 2014). Obsahuje vSak celou fadu domén (obr. 3.7 zndzoriiuje 8 hlavnich
domén), které interaguji s riznymi vazebnymi partnery a podili se tak, na celé fadé
bunécnych procesti jako je bunécna migrace, adheze, proliferace, diferenciace a apoptdza

(Zhang a Shay 2017).

Obr. 3.7: Jednotlivé domény proteinu APC a jejich hlavni interakéni partnefi (Zhang a Shay 2017)
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V dusledku existence velkého mnozstvi transkriptl existuje protein APC v nékolika
izoformach. Kanonickou sekvenci proteinu je pravé vyse zobrazena izoforma o délce
2843 aminokyselin, nekdy také oznacovana jako ,,dlouhd izoforma®, vznikajici
z promotoru 1A (NP_000029). ,, Kratka izoforma “ proteinu je dlouhd 2742 aminokyselin

a jeji expresi reguluje stejny promotor (NP_001341832). Nejvyznamnéjsi izoforma, jejiz

vznik reguluje promotor 1B je dlouha 2825 aminokyselin (NP_001120983).

Hlavni funkcni domény a jejich interakcni partneri

Piimo na N-konci proteinu se nachdzi 55 aminokyselin dlouhd dimerizacni doména
se strukturou coiled-coil (typ Sroubovice s opakujicimi se motivy o délce 7 aminokyselin
prevazné hydrofobniho charakteru), ktera umoziuje tvorbu jeho homodimert (Fearnhead
etal. 2001). Bylo zjiSténo, ze s doménou mohou interagovat zkracené APC proteiny
obsahujici alespon prvnich 171 aminokyselin. Vazba téchto aberantnich protein vSak
negativné ovliviiuje funkci dimeru (Zhang a Shay 2017), ktery pravdépodobné ptispiva
k samotné tvorbé a stabilizaci komplexu degradujiciho B-katenin (Kunttas-Tatli et al.
2014).

Smérem k C-konci proteinu nasleduje dimeriza¢ni doménu tzv. armadillo oblast

sestavajici se ze 7 repetitivnich armadillo usekt. Jedna se o vysoce konzervovanou oblast,
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kterd vykazuje vysoky stupeit homologie s podobnou sekvenci v molekule B-kateninu.
(Fearnhead et al. 2001). Zprostfedkovava vazbu faktorti podilejicich se na bunécné
migraci a adhezi (obr. 3.7) (Zhang a Shay 2017). Pravdépodobné také souvisi
s apoptozou. Zatimco plnohodnotny protein APC podle fady studii hraje roli v navozeni
apoptdzy, mutovany protein mize prostiednictvim rliznych mechanismti zptisobovat
preziti nadorovych bunék. Lokalizace aberantniho APC byla napiiklad zjisténa
v mitochondriich, kde ovliviiuje aktivitu Bcl-2 proteint regulujicich apoptézu (Lui et al.
2012).

Dale protein obsahuje 3 repetice 15 aminokyselin dlouhych sekvenci (15 aa repeats),
které sice predstavuji vazebna mista pro B-katenin, nicméné v regulaci jeho hladiny
v cytoplazmé roli nemaji. Za tu je zodpovédnd az nasledujici doména, kterou tvoii
7 repetic tentokrat 20 aminokyselin dlouhych Usekil (20 aa repeats). B-katenin se na tuto
oblast vaze pouze v ptipadé, Ze je v mistech vazby fosforylovana (stejna podminka plati
ivptipadé¢ predchozi domény). Pro spravnou funkci domény musi pfitom protein
obsahovat alespon 3 takové repetitivni sekvence. Velké mnozstvi mutaci vSak zplisobuje,
ze v proteinu vétSina téchto repetic chybi (Fearnhead et al. 2001). Vazbu B-katenin na

tuto doménu zobrazuje obr. 3.8.

Obr. 3.8: Komplex 20 aa repeats domény APC (Zluta) s molekulou B-kateninu (zelend)
(Xing et al. 2004)

S regulaci hladiny B-kateninu déle souvisi i doména SAMP (Ser-Ala-Met-Pro) repetic,
ktera se ¢astecné piekryva s pfedchozi doménou. Jedna se o oblast, se kterou interaguje
protein axin (obr. 3.9). Jeho vazba na APC spole¢né s vazbou B-kateninu stimuluje dalsi
fosforylaci B-kateninu na jeho N-konci pomoci kasein kinazy 1 a glykogensyntazakindzy
3B, ktera funguje jako signal pro jeho ubiquitinylaci a naslednou degradaci proteazomem
(Fearnhead et al. 2001). V piipadé, Ze zjakéhokoliv diivodu nedochédzi k degradaci
B-kateninu, akumuluje se v cytoplazmé a nasledné je transportovan do jadra. Zde
interaguje s transkripénimi faktory zrodiny TCF/LEF (T-bunéény faktor/lymfoidni
zesilovaci faktor) stimulujicimi transkripci genti zodpovédnych za proliferaci a invazivitu
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nadorovych bunék (Haigis 2013). Asociace proteintit APC a B-kateninu mé vsak i funkci
v adhezi epitelidlnich bun¢k, kterd je zprostiedkovana diky vazbé molekul B-kateninu

a E-kadherinu.

Obr. 3.9: Kanonicka Wnt signalni draha (Zhan et al. 2017)
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V sekvenci proteinu APC dale nasleduje bazickd doména. Jak uZ nazev sdém napovida,
obsahuje motiv se znaénym mnozstvim bazickych aminokyselin (pfedevsim argininu
a lysinu). V neobvykle vysoké mife je vSak zastoupen i prolin (Fearnhead et al. 2001).
Pomoci téchto rezidui se prostfednictvim B-tubulinu na doménu véazi vlakna mikrotubuli.
Doména proteinu se tedy mimo jiné podili na spravném pribéhu mit6ézy. Oblast je také
zodpovédna za vazbu dalSiho cytoskeletalniho proteinu aktinu. (Lesko et al. 2014).

S mikrotubuly, 1 kdyZz neptimo, interaguje i EBI vazebnd doména. Protein EBI
(end-binding protein 1) byva béhem riznych fazi bunécného cyklu asociovan
s centromerou, mitotickym vieténkem a distdlnimi (+) konci mikrotubuli (Fearnhead
et al. 2001). Diky vazbé EB1 proteinu tedy APC napoméha pii segregaci chromozomi,
zaroven také smeétuje mitotické vieténko smérem k polim buiiky a ustanovuje tak

bunécnou polaritu (Hankey et al. 2018).
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Na samotném C-konci proteinu (poslednich 72 aminokyselin) se nachazi DLG
vazebna doména, pticemz komplex proteini DLG (lidsky homolog proteinu disc large)
a APC hraje roli v negativni regulaci bunécné proliferace (Sotelo et al. 2012). Krom¢ toho
se prostfednictvim C-terminalni domény protein APC dokaze také vazat na AT bohaté
oblasti DNA a inhibici replikace tak regulovat vstup buiiky do S-faze bunééného cyklu
(Hankey et al. 2018).

I kdyz se protein APC nachézi z velké ¢asti v cytoplazmé, pomoci armadillo domény
a motivil na N-konci dochazi k jeho transportu mezi cytoplazmou a jadrem (Lui et al.
2012). V jadfe ma protein mimo jiné schopnost vazat se pfimo na DNA polymerazu 3
a endonukledzy FENI1 (flap endonukledza 1) a APEl (apurinni/apyrimidinni
endonukleédza 1) a branit tak asociaci BER proteinli nutnych pro opravu DNA. Doména
zodpovédna za tuto vazbu se nachazi blizko N-konce proteinu a vétSina zkracenych
proteinti si tak tuto vlastnost v riizné mife zachovava. Zptsob, jak mutovany protein
mechanismus opravy DNA ovliviiuje, zatim neni piesn¢ znam. Napt. v bunééné linii
LoVo (lidské bunky karcinomu tlustého stfeva exprimujici zkrdceny APC) byla
zaznamenana zvySena aktivita vySe uvedenych enzymil a urychlend asociace BER
proteint, které¢ vedou k chromozomové nestabilité a progresi rakovinného bujeni. Kromé
BER proteint mize APC v jadie dale interagovat s RP32A podjednotkou replika¢niho
proteinu A, ktery stabilizuje jednofetézcové DNA intermedidty béhem replikace. Plsobi
také na multiproteinovy komplex aktivni béhem oprav dvouietézcovych zloml (Hankey

et al. 2018).

Paralog APC2

Kromé klasické formy genu APC nesou savci véetné cloveéka také jeho paralog APC2
(n€kdy oznacovan jako APCL). Nachazi se na 19. chromozomu v lokusu 19p13.3 a je
dlouhy téméf 27 kbp. Jeho exprese se témét vyhradné omezuje na mozek (Aoki a Taketo
2007). Hlavni izoforma proteinu APC2 je dlouhd 2303 aminokyselin o celkové
molekuldrni hmotnosti asi 244 kDa. Strukturni homologii s proteinem APC vykazuje
pfedevSim v N-koncové a centralni oblasti. Z toho divodu si APC2, i kdyZ s mensi
ucinnosti, ponechal roli antagonisty Wnt signalni kaskddy. Na rozdil od APC vSak
na svém C-konci nese doménu schopnou vazat p5S3 vazebny protein 2 (Nakagawa et al.
1998, Giles a Voest 2005, Schneikert et al. 2013).

Vzhledem k tomu, Ze je APC2 z naprosté vétSiny exprimovan v mozku, souvislosti

mezi mutacemi v tomto genu a FAP onemocnénim nebo jinymi formami CC/RC se

23



mnoho studii dosud nezabyvalo. Pomérné nedavno vsak bylo objeveno, ze bialelické
mutace v APC2 zpisobuji jednu z forem Sotosova syndromu (Almuriekhi et al. 2015).
Jedna se o vzacnou autozomalné recesivni formu gigantismu charakterizovanou
nadmérnym riistem v prenatalnim i postnatalnim obdobi, a to predevsim co se ty¢e mozku
(tzv. cerebralni gigantismus). U pacientl se projevuje riznym stupném mentalni
retardace, zvétSenou hlavou v proporci ke zbytku téla a typickymi oblicejovymi rysy
(ptedevsim vysoké celo) (Sotos et al. 1964). Primarné je Sotostiv syndrom zplsoben
mutacemi v genu NSDI (jaderny receptor pro protein 1 obsahujici SET doménu)
kédujicim histonovou methyltransferazu, ktera se podili na regulaci transkripce genti
zodpovédnych za regulaci riistu a vyvoje tkani, véetné mozku. Jednim z jejich efektorti
je pravé gen APC2, coz vysvétluje pro¢ se bialelick¢é mutace v tomto genu projevuji

fenotypem Sotosova syndromu (Almuriekhi et al. 2015).

Paralog H3BNHS8

Druhy paralog genu APC piedstavuje dosud malo prozkoumany gen H3BNHS.
Nachazi se na 5. chromozomu, je dlouhy piiblizné 40,3 kbp a castecné se piekryva
s genem APC. U pacientil se sporadickym CC/ RC byly v tomto genu objeveny somatické
mutace (Dashti et al. 2020).

24



4. Materialy a metody
4.1 Vzorky

Celkem bylo analyzovano 78 vzorkit DNA pochazejici od neptibuznych suspektnich
FAP/AFAP probandt (s vyjimkou 2 sourozenctl) — ¢etné polypy v kolorektalni oblasti,
u n¢kolika pacientli jiz malignizované, nékolik pacientli po profylaktické operaci,
pozitivni rodinnd anamnéza, extrakolonické pfiznaky.

Probandiim byla na zéklad¢ kolonoskopického vysetfeni a/nebo pozitivni rodinné
anamnézy v letech 1993-2004 indikovana molekularni diagnostika FAP onemocnéni,
nicméné zadnou klinicky vyznamnou variantu se u nich tehdy dostupnymi metodami
nepodafilo zachytit. S vyvojem novych metod byly vzorky nékolikrat re-analyzovany,
u probandt zahrnutych do této prace vsak stale s negativnim vysledkem.

Re-analyzovana DNA byla izolovéna z periferni krve pacientli vysolovaci metodou
v letech 1993-2004. Po provedeni prvotni diagnostiky byly vzorky uchovavany
v mrazicich boxech pfi teplot¢ -20 °C. Pro re-analyzu pak byly vzorky rozmrazeny

a uchovavany pfi teploté do 8 °C.

Soubor probandi
Soubor re-analyzovanych probandi charakterizuje tab. 4.1, vékové rozlozeni pak

znézornuje graf 4.1.

Tab. 4.1: Zakladni charakteristika souboru probandi

Parametr Hodnota
Celkovy pocet probandu 78
Pacienti 76
Muzi 56 (74 %)
Zeny 21 (26 %)
VéEk v dob¢ prvotni diagnostiky:
Primérny vék 43 let
Nejfrekventovanéjsi vék (modus) 58 let
Zdravi probandi s pozitivni rodinnou anamnézou 2
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Graf 4.1: Vékové rozdéleni pacientd v dobé€ prvotni diagnostiky
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4.2 Chemikalie

Obecné chemikalie

sterilni voda
low TE pufr — 10mM Tris-HCI, 0,1mM EDTA, pH 8,0 (Sigma-Aldrich)
ethanol p.a., min. 99,8% (PENTA s.r.0.)

Priprava NGS knihovny, sekvenace

10mM Tris-HCIL, pH 8, no EDTA (Sigma-Aldrich)

paramagnetické kulicky Agencourt® AMPure XP, 60 ml (Beckman Coulter)

sada pro pfipravu NGS knihovny — KAPA HTP (High Throughput) Library
Preparation Kit (Illumina® platforms), 96 knihoven (Roche):

- KAPA End Repair Enzyme Mix

- KAPA End Repair Buffer with dNTPs, 10x zakoncentrovany

- KAPA A-Tailing Enzyme

- KAPA A-Tailing Buffer, 10x

- KAPA DNA Ligase

- KAPA Ligation Buffer, 5x

- KAPA PEG/NaCl SPRI® (Solid Phase Reversible Immobilization) Solution

- KAPA HiFi HotStart ReadyMix, 2%

pracovni roztok adaptord, 15 pM (pfiloha 1)

pracovni roztok indext1 15 a 17, 25 uM (pftiloha 2)

pracovni roztok oligonukleotidii blokujicich indexy, 1 mM (pfiloha 3)

Human Cot-1 DNA® 1 mg/ml (Invitrogen)

paramagnetické kulicky potazené streptavidinem Dynabeads® M-270 Streptavidin
(Invitrogen)

NGS panel CZECANCA v.1.2 (SeqCap® EZ Choice, Nimblegen/Roche)

sada pro hybridizaci cilovych sekvenci s NGS panelem a jejich naslednou selekcei —
NimbleGen SeqCap® EZ Hybridization and Wash Kit (Roche)

- Hybridization Component A

26



- Hybridization Buffer, 2x

- Stringent Wash Buffer, 10x

- Wash Buffer I, Il a III, 10x

- Bead Wash Buffer, 2,5%

primery pro obohaceni knihovny (pfiloha 4)

hydroxid sodny, 10M (Sigma-Aldrich)

Tris-HCI pufr, 10mM, pH 8.5 (Sigma-Aldrich) — jen v piipad¢ sekvenace na NextSeq
[Numina® platformée

kontrolni knihovna PhiX Control v3, 10nM (Illumina®)

NGS sekvenaéni sada MiSeq Reagent Kit v3, 150 cyklt (Illumina®)

- cartridge pfedem naplnéné reagenciemi pro tvorbu klastri a sekvenovani

- pufr pro fedéni denaturované knihovny HT1 Hybridization Buffer

- Incorporation Buffer

NGS sekvenaéni sada NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2.5, 150 cykla (Illumina®)
- cartridge pfedem naplnéné reagenciemi pro tvorbu klastrli a sekvenovani

- cartridge pfedem naplnénd pufry a omyvacimi roztoky

- HT1 Hybridization Buffer

sada pro fluorimetrickou kvantifikaci DNA — Qubit™ dsDNA HS (High Sensitivity)
Assay Kit, 500 reakei (Invitrogen):

Qubit™ dsDNA HS Reagent, 200x v DMSO

Qubit™ dsDNA HS Buffer

Qubit™ dsDNA HS Standard #1 (0 ng/ul v TE pufru)

Qubit™ dsDNA HS Standard #2 (10 ng/ul v TE pufru)

sada pro kvantifikaci DNA pomoci ¢ipové kapilarni elektroforézy na ptistroji 2100
Bioanalyzer — High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies):

- Agilent High Sensitivity DNA Ladder

- Agilent High Sensitivity Markers 35/10380 bp

- Agilent High Sensitivity Dye Concentrate

- Agilent High Sensitivity Gel Matrix

5x HOT FIREPol® EvaGreen® (Solis BioDyne)

primery pro kontrolu obohaceni NGS knihovny, 0,5 uM (pftiloha 5)

Konfirmace variant nalezenych NGS metodou
PCR amplifikace vybranych usekii:

primery pro vybrané useky zkoumanych gent (Generi Biotech) (

piiloha 6)
Combi PPP Master Mix, 2x (Top-Bio)
chlorid hotec¢naty, 25mM (Applied Biosystems)

Long range PCR:

sada pro long-range PCR — PrimeSTAR® GXL kit (Takara Bio):
- PrimeSTAR® GXL polymerase, 1,25 U/ul (Takara Bio)
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- 5% PrimeSTAR® GXL Buffer, 5% (Takara Bio)

- dNTP Mixture, 2,5 mM/typ (Takara Bio)

sada pro izolaci DNA z agar6zového gelu — S.N.A.P.™ Gel Purification Kit (Thermo
Fisher Scientific):

- roztok jodidu sodného (6,6M jodid sodny, 16mM sifi¢itan sodny)

- Binding Buffer (7M guanidinium HCl)

- Final Wash, 4x (400mM NacCl)

Gelova elektroforéza v agarozovém gelu:

Tris-borat-EDTA, 10% (Sigma-Aldrich)

0,5% az 2% agarozovy gel: 0,5-2% (vv) agaréza + 0,01% (v/v) 10x Gel Red Dye v TBE pufru (1)
- agardza (Sigma-Aldrich)

- GelRed® Nucleic Acid Gel Stain, 10x (Biotium)

nanéseci barva (loading dye): 0,04% (m/m) bromfenolova modr + 40% (m/m) sacharéza v H:0

- bromfenolovd modf (Sigma-Aldrich)

- D(+)-sachardza (Sigma-Aldrich)

GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)

O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific)
MassRuler DNA Ladder Mix, 80 bp az 10 kbp (Thermo Fisher Scientific)

Sekvenovani modifikovanou Sangerovou metodou:

ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific)

sada BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific):
- BigDye™ Reaction Mix

- BigDye™ Terminator Sequencing Buffer, 5x

EDTA, 0,5M (Sigma-Aldrich)

octan sodny (Sigma-Aldrich)

formamid, min. 99,5% (Sigma-Aldrich)

MLPA:

MLPA sondy — SALSA® MLPA® Probemix (MRC Holland):

- PO043-E1 APC

- P008-C1 PMS2

MLPA reagencie — SALSA® MLPA® Reagent Kit (MRC Holland):
-  SALSA MLPA Buffer

- SALSA Ligase-65

- SALSA Ligase-65 Buffer A, SALSA Ligase-65 Buffer B

- SALSA Polymerase

- SALSA PCR Primers
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4.3 Software

e Integrative Genomics Viewer, IGV v.2 (Broad Institute, USA)

e BioEdit v.7 (Tom Hall, Ibis biosciences, USA)

o Coffalyser.Net™ v.210226.1433 (MRC Holland, Nizozemsko)

e Primer BLAST (NCBI, USA) — https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
e Reverse Complement — https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html

4.4 Metody

DNA pacienti byla sekvenovana pomoci metody NGS na platformach MiSeq
a NextSeq (Illumina®) za vyuziti sekvenaéniho onkopanelu CZECANCA v.1.2 (Czech
Cancer Panel for Clinical Application). Pfitomnost zachycenych patogennich mutaci
vgenu APC a dal§ich genech souvisejici sjinym typem kolorektalnich polypdz
a predispozice pro tvorbu CC/RC byla néasledné konfirmovana modifikovanou metodou
Sangerova sekvenovani (bodové mutace a kratké delece nebo inserce), pomoci metody

MLPA ¢i long-range PCR (delece, inzerce ¢i amplifikace del§iho rozsahu).

4.4.1 Priprava NGS knihovny

Béhem jednoho NGS sekvenacniho béhu lze analyzovat vzdy tolik vzorki, kolik
umozni sekvenacni kapacita dané platformy a zvolenych kitd. Pfi vypoctu se cili
na minimalni pokryti oblasti panelu 100x, coz znamena, ze kazdy usek vybrané genetické
informace by mél mit minimalné 100 piekryvajicich se ¢teni. Na platformé MiSeq se tedy
sekvenovalo 30 pacientll, u platformy NextSeq lze sekvenovat az 96 pacientli najednou.

Koncentrace DNA ve vzorcich byla pfed samotnym zapocetim ptipravy knihovny
zmétena spektrofotometricky na pfistroji NanoDrop (Thermo Fisher Scientific)
a nasledné upravena na hodnotu 100/ pl pomoci low TE pufru (pokud to pocatecni
koncentrace umoznila).

Jednotlivé kroky ptipravy NGS knihovny znazornuje obr. 4.1.

Obr. 4.1: Schéma piipravy NGS knihovny
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Fragmentace DNA

DNA pacientii ve vstupnim mnozstvi 500 ng (objem doplnén do 53 ul low TE pufrem)
byla fragmentovana mechanismem sonikace na piistroji Covaris E220 (Covaris, USA)
ve specialnich sklenénych mikrozkumavkach (8 microTUBE strip, Genetica). Parametry
sonikace (tab. 4.2) byly pfitom nastaveny tak, aby vznikaly fragmenty DNA o délce
180-200 bp. Po ukonceni fragmentace byl veskery objem vzorkt pfenesen do jamek PCR
desticky a ze 3 nahodné vybranych vzorkl bylo odebrano po 1 pl pro naslednou kontrolu

délky fragmentl na pfistroji 2100 Bioanalyzer (viz dale).

Tab. 4.2: Parametry sonikace DNA na piistroji Covaris E220

Parametr Hodnota
Maximalni vykon pulzu 175 W
Stiida signalu (duty factor) 10 %
Pocet pulzti na vyboj 200
Doba sonikace jednoho vzorku 155s
Teplota 7°C
Hladina vody 15
Objem vzorkll 53 ul

Uprava koncii DNA fragmenti

Sonikace DNA vede k tvorbé fragmentt s lepivymi konci, které bylo pro dalsi kroky
pripravy NGS knihovny nezbytné upravit na tupé. Ke vzorkiim bylo ptidano po 20 pl
smési enzymu a pufru (tab. 4.3) a poté byly inkubovany pfi teplot¢ 20 °C (LifeEco
Gradient Cycler, KRD) po dobu 30 minut.

Tab. 4.3: Smés pro Gpravu koncii DNA fragmentt

Chemikalie 1IXV (ul)  31,5xV (ul)
10x KAPA End Repair Buffer with dNTPs 7 220,5
KAPA End Repair Enzyme Mix 5 157,5
Sterilni voda 8 252
Celkovy objem (1) 20 630

Po tiprave koncti byly vzorky piecistény ethanolem s vyuzitim vazby DNA fragmentt
na paramagnetické kulicky. Ke vzorkiim bylo napipetovano po 120 pl paramagnetickych
kulicek Agencourt® AMPure XP. Smés se nechala inkubovat pfi laboratorni teploté
po dobu 5 minut, poté se PCR desticka umistila na magneticky stojan a po vycefeni
vzorkl byl odsan supernatant. Nasledné byly fragmenty dvakrat po sob¢ piecistény 80%
ethanolem, pfi¢emz kazdé preciSténi se sklada z nasledujicich kroki: pfidat
190 ul 80% (v/v) ethanolu, promichat, inkubovat pfiilaboratorni teplot¢ po dobu

30 sekund, umistit na magneticky stojan, odsat supernatant. Na zavér byly vzorky suseny
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pfi laboratorni teploté po dobu asi 3 minut (do doby, nez se na shlucich kulicek nezacaly
tvofit praskliny). Cely vySe uvedeny postup piecisténi vzorkli ethanolem s vyuzitim
paramagnetickych kulicek se béhem ptipravy knihovny jesté nckolikrat opakuje. Dale

proto bude uvadén v textu pouze jako ,,precisténi 80% ethanolem®.

Adenylace

Pro umoznéni vazby adaptort, ktera nasleduje v dal$im kroku, byly 3' konce
fragmentl adenylovany. Ke vzorkiim bylo napipetovano po 50 pl piipravené smési
enzymu a pufru (tab. 4.4) a po promichani se smési nechaly inkubovat pfti teploté 30 °C
po dobu 30 minut. Po ukonceni bylo ke vzorkiim ptidano po 90 ul KAPA PEG/NaCl
SPRI Solution a po promichani byla smés inkubovéana pii laboratorni teploté¢ po dobu

5 minut. Nésledné se vzorky piecistily 80% ethanolem stejnym zplisobem jako po Gpraveé

konct.
Tab. 4.4: Smés pro adenylaci DNA fragment
Chemikalie 1XV (ul)  31xV (ul)
10x KAPA A-Tailing Buffer 5 155
KAPA A-Tailing Enzyme 3 93
Sterilni voda 42 1302
Celkovy objem (ul) 50 1550
Ligace adaptoru

Po adenylaci byly na konce fragmentii navazany adaptory 15 (na 5' konec) a i7
(na 3' konec) obsahujici sekvence komplementarni k indexovanym primertim, které jsou
do fragmentli zabudovany v pozdgsi fazi pfipravy knihovny. Ke vzorkiim bylo
napipetovano po 50 pl smési DNA ligazy, pufru a adaptorii (tab. 4.5). Reakéni smési se
nechaly po dobu 15 minut inkubovat pfi teploté 20 °C a nasledné bylo opét provedeno
precisténi vzorkli 80% ethanolem. UsuSené paramagnetické kuliCky s navazanymi
fragmenty byly resuspendovany ve 100 pul 10mM Tris-HCI pufru, pH 8,0, no EDTA. Tato
smés byla inkubovéna pfi laboratorni teploté po dobu 2 minut, béhem kterych doslo
k uvolnéni fragmentt z kulicek.

Tab. 4.5: Smés pro ligaci adaptort

Chemikalie IXV (u)  31xV (ub)
5x KAPA Ligation buffer 10 310
pracovni roztok adaptord (15 pM) 3,5 108,5
KAPA DNA Ligase 5 155
Sterilni voda 31,5 976,5
Celkovy objem 50 1550
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Selekce fragmentii na zaklade delky

V tomto kroku byly ze smési izolovany fragmenty s navazanymi adaptory (fragmenty
o celkové délce cca 100-500 bp). Selekce byla provedena pomoci vazby fragmenti
na paramagnetické kulicky za pfidani roztoku polyethylenglykolu a NaCl. Zvoleny
pomér PEG/NaCl roztoku a DNA je dulezity, nebot’ urcuje, jak velké fragmenty se
na paramagnetickych kulickéach zachyti.

Ke vzorkiim bylo pfidano po 60 ul KAPA PEG/NaCl SPRI® Solution. Po Sminutové
inkubaci pfi laboratorni teploté byly vzorky umistény na magneticky stojan a poté, co se
vyceftily, bylo z kazdé jamky preneseno vzdy 155 pl supernatantu do ¢isté PCR desticky.
K supernatantu bylo pfidano dalSich 20 ul cistych AMPure kulicek a po dalSich
5 minutdch inkubace byl zjamek desticky po umisténi na magneticky stojan odsan
supernatant. Na zavér byla peleta kulicek precisténa ethanolem, pficemz na kulickéach by
m¢ély zlstat navazané pouze fragmenty o délce do 300 bp.

Po ususeni byly magnetické kulicky resuspendovany ve 26 pul 10mM Tris-HCI, pH 8.
Smés se nechala inkubovat pii laboratorni teploté po dobu 2 minut, béhem kterych by se
DNA fragmenty mély z kuli¢ek uvolnit. Po umisténi desticky na magneticky stojan
a vyceteni vzorki bylo do nové PCR desticky pieneseno vzdy po 23 pl supernatantu
obsahujiciho uvolnéné DNA fragmenty. Zaroven bylo také ze 4 jamek odebrano po 1 pl
supernatantu pro analyzu na pfistroji 2100 Bioanalyzer (idealné ze stejnych vzorki jako

v situaci po fragmentaci + 1 vzorek navic).

Ligaci zprostredkovanda PCR

Pro odliSeni DNA jednotlivych pacientd byly fragmenty vramci ligaci
zprostfedkované PCR reakce (LM PCR zangl. ligation-mediated polymerase chain
reaction) oznaceny primery obsahujicimi unikatni sekvenci (tzv. index) o délce 8 bp (viz
ptiloha 1). Ke vzorkiim bylo pfiddno po 25 pl master mixu (KAPA HiFi HotStar
ReadyMix) a 2 pl ptedem ptipravenych pracovnich roztokii indexovanych primerti 15
(D501-D505) a17 (D701-D706). Indexy byly smichdny a nasledné pipetovany
ke vzorklim tak, aby mél kazdy vzorek mél svoji unikatni kombinaci indexti (tab. 4.6).
V ptipadé ptipravy knihovny na NextSeq platformu byla fada téchto indexti rozsifena az

na 96 unikatnich kombinaci. Teplotni program LM PCR reakce znazormuje tab. 4.7.
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Tab. 4.6: Schéma ptipravy a pipetovani smesi indext pro znaceni vzorka

Indexy | D701 | D702 | D703 | D704 | D705 | D706
D501 1 2 3 4 5 6
D502 7 8 9 10 11 12
D503 13 14 15 16 17 18
D504 19 20 21 22 23 24
D505 25 26 27 28 29 30

Cislo 1-30 odpovidd umisténi vzorku v PCR desticce, do kterého byla pipetovina dand kombinace indexii.
Napriklad do jamky 9 byla napipetovana smés indexii D502 a D703.

Tab. 4.7: Teplotni program LM PCR reakce po selekci fragmentti na zéklad¢ jejich délky

Krok Teplota (°C)  Doba Pocet opakovani
Pocatecni denaturace 98 45s -
Denaturace 98 15s

Nasednuti primert 65 30s 6x
Elongace 72 30s

Zaveérecna elongace 72 5 min -
Chlazeni 4 00 -

Po skonceni LM PCR bylo ke vzorkiim ptidano po 90 ul paramagnetickych kulicek
Agencourt® AMPure XP, smés byla inkubovana po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté
anasledné¢ byly vzorky pie€istény 80% ethanolem. Po preciSténi byly kulicky
resuspendovany v 52 pl sterilni vody a inkubovany po dobu 2 minut pii laboratorni
teploté. S vyuzitim magnetického stojanu pak bylo do ¢isté PCR desti¢ky pfeneseno vzdy
po 50 ul supernatantu obsahujiciho uvolnéné fragmenty. Zaroven bylo také z vybranych
jamek odebrano po 1 pl zbylého supernatantu pro analyzu fragmentl na pfistroji 2100
Bioanalyzer (idealné stejné vzorky jako pro kontrolu selekce na zaklad¢ délky

fragmentu).

Fluorimetricka kvantifikace DNA fragmentii

Pro vytvofeni ekvimolarni smési vSech indexovanych vzorkd (pii kroku tzv.
poolovani) bylo nutné zjistit jejich koncentraci. Ta byla v tomto kroku stanovena
fluorimetricky na pfistroji Qubit™ 2.0 (Thermo Fisher Scientific) pomoci dsDNA HS
(high sensitivity) sady (Qubit™ dsDNA HS Assay Kit 500 assays, Invitrogen). Podle tab.
4.8 byl nejprve piipraven zasobni roztok pufru a fluorescencni barvy, ze kterého pak
vychézela ptiprava kalibra¢nich standardli a samotnych analyzovanych vzork.

Tab. 4.8: Ptiprava roztokt pro fluorimetrickou kvantifikaci DNA ve vzorcich

Roztok SloZeni

Zasobni roztok pufru 7,164 ml dsDNA HS Buffer + 36 ul 200x dsDNA HS Reagent
Standard 1 (0 ng/ul) 190 ul pufru + 10 ul dsDNA HS Standard #1

Standard 2 (10 ng/ul) 190 pl pufru + 10 pl dsDNA HS Standard #2

Vzorky 1-30 198 ul pufru + 2 ul vzorku
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Poolovani vzorkii

V 1,5ml LoBind zkumavce (Eppendorf) byly smichany alikvoty vzorkt tak, aby bylo
od kazdého vzorku do knihovny pifidano 33 ng DNA (celkové knihovna obsahuje 1 pg
DNA). Ke smichanym vzorkiim bylo pfidano 5 ul Human Cot-1 DNA® (1 mg/ml), ktera
blokuje repetitivni iseky lidské DNA, a 2 ul jiz pfedem piipravené smési oligonukleotidii
blokujicich indexy, kterymi jsou DNA fragmenty jednotlivych pacientli oznaceny.
Promichand smés byla vysuSena ve vyhtivané vakuové suSicce s rotorem (IR Micro-
Cenvac, N-Biotek), po dobu 20 az 30 minut. PCR desticka se zbytky vzorkii byla

uschovana pro pozd¢jsi kontrolu obohaceni knihovny.

Analyza délky fragmentit

Pied hybridizaci vzorki se sekvena¢nim panelem CZECANCA v. 1.2 byl proveden
kontrolni krok tykajici se dané NGS knihovny pomoci ¢ipové formy kapilarni
elektroforézy na pfistroji 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA). Analyzovano
bylo celkem 11 vzorkli ve 3 riznych fazich piipravy — 3 vzorky po fragmentaci
na sonikatoru Covaris E220, 4 vzorky po selekci na zdkladé délky a 4 vzorky po LM PCR
(v ideélnim ptipad¢ stejné vzorky).

Do celého objemu gelové matrice (Agilent High Sensitivity DNA Gel Matrix) bylo
napipetovano 15 pl koncentrované fluorescencni barvy (Agilent High Sensitivity DNA
Dye Concentrate). Smés byla diikladné protiepdna a pienesena do mikrozkumavky
s filtrem, ve které byla odstfedéna (2 240 x g, 15 min, lab. teplota). Gel byl pfipravovan
v prebytku s tim, ze vystaci na 7 analyz (skladovani pti 4 °C, trvanlivost 6 tydnii).

Cip (Agilent High Sensitivity DNA Chip) byl podle ndvodu od vyrobce zafixovan
do plnici stanice a do zvolenych pozic (obr. 4.2) bylo napipetovano 9 pl prefiltrovaného
gelu (pozice oznacené symboly @ a G), 5 ul smési markerti (Agilent High Sensitivity
DNA Markers 35/10380 bp, pozice 1-12), 1 ul velikostniho standardu (Agilent High
Sensitivity DNA Ladder, pozice oznaenid symbolem 4) anazavér také po 1 ul
jednotlivych vzorka (pozice 1-11). Takto ptipraveny Cip byl pfed vloZenim do pfistroje

2100 Bioanalyzer tfepan po dobu 1 min na tiepacce IKA® MS 3 basic (Schoeller).
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Obr. 4.2: Ukazka Cipu pro pouziti na vysoce citlivou fragmentovou analyzu DNA
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Pokud byly kroky vramci ptipravy knihovny provedeny spravné, méla by se
pramérnd délka fragmentti pohybovat piiblizné okolo 200 bp po fragmentaci, 300 bp po
selekci na zéklade délky a 350 bp po LM PCR. Zaroveii by se mél rozptyl délek fragmenti
v pritbéhu jednotlivych fazi ptipravy knihovny postupné sniZzovat (obr. 4.3).

Obr. 4.3: Ukazka chromatogramu z analyzy délky fragmenti na pfistroji 2100 Bioanalyzer
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Piky 35 a 10380 bp predstavuji kontrolni markery.
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Hybridizace s panelem CZECANCA verze 1.2, zachyceni cilovych sekvenci

Po usuSeni bylo k pfipravované knihovné ptidano 7,5 pl hybridiza¢niho pufru a 3 pl
Hybridization Component A ze sady NimbleGen SeqCap® EZ Hybridization and Wash
Kit. Smés byla dikladn¢ promichana a nasledn¢ vlozena na 10 minut do termobloku
vyhtatého na 95 °C, aby doslo k denaturaci DNA. Poté byl veskery objem pienesen
do zkumavky s rozmrazenym panelem CZECANCA verze 1.2. Promichana smés byla
vloZena do termocykleru vyhtatého na 47 °C (viko ptedehtaté na 57 °C), ve kterém
hybridizace fragmentl se sondami panelu probihala po dobu 16 hodin (max. 72 h).

Fragmenty hybridizované se sondami byly zroztoku izolovany pomoci biotin-
streptavidinové interakce — sondy panelu CZECANCA v.1.2 jsou znaceny biotinem, coz
umoznuje izolovat cilové sekvence z roztoku pomoci paramagnetickych kuli¢ek
potazenych streptavidinem (Dynabeads® M-270 Streptavidin). Pro ocisténi kulicek
pred pouzitim a nasledné omyvani kuli¢ek s navazanymi fragmenty byly pouzity
omyvaci pufry ze sady NimbleGen SeqCap® EZ Hybridization and Wash Kit (ptiprava
podle tab. 4.9, pficemz nékteré pufry se musi pfed pouzitim nechat vytemperovat

na teplotu 47 °C).

Tab. 4.9: Slozeni omyvacich pufria

Pufr SloZeni (pl)

Wash Buffer I'! 270 wl sterilni HO + 30 pl 10x WB 1

Wash Buffer II 180 pl sterilni HoO + 20 pl 10x WB I

Wash Buffer III 180 ul sterilni H,O + 20 pl 10x WB III
Stringent Wash Buffer 2 360 pl sterilni H,O + 40 pl 10x Stringent WB
Bead Wash Buffer 300 pl sterilni H,O + 200 pl 2,5%x Bead WB

1100 pl pufiru zahitvat na 47 °C, zbylych 200 ul uchovat pii laboratorni teploté
2 Veskery objem zahiivat na 47 °C

Nejprve byl ze 100 pul paramagnetickych kulicek v 1,5ml LoBind zkumavce umisténé
na magneticky stojan odsan supernatant. Nasledné byly kuli¢ky oplachnuty pfipravenym
Bead WB pufrem — resuspendovat kulicky ve 195 pl Bead WB puftu, protfepat, umistit
na magneticky stojan a po vycefeni odsat supernatant. Oplachnuti bylo znovu
zopakovéano dal§imi 195 ul Bead WB pufru a napotieti jen 100 pl Bead WB pufru.
Bezprostiedné po poslednim odsati supernatantu byla peleta omytych kuli¢ek
resuspendovana ve veskerém objemu pfipravované knihovny, kterd byla doposud
umisténa v termocykleru. Po promichani se smés nechala v termocykleru inkubovat
po dobu 45 minut pfi teploté 47 °C s tim, Ze kazdych 15 minut byla kratce protfepana
(celkem 3x).
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Po poslednim protfepani nasledovalo omyvéani kulicek s navazanou knihovnou.
Ke kulickam bylo ptidano 100 pl vyhiatého WB I pufru a veskery objem byl pfenesen
do cisté 1,5ml LoBind zkumavky. Stejnym zptisobem jako v ptipadé pocatecniho ¢isténi
kulicek byl po umisténi na magneticky stojan ze zkumavky odstranén supernatant.
Nasledné byly kulicky dvakrat oplachnuty 200 pl temperovaného String WB pufru,
pfi¢emz se smés kulicek a pufru nechala inkubovat na vodni 14zni o teploté 47 °C po dobu
5 minut a teprve poté se pokracovalo s odsatim supernatantu.

V dalsi fazi bylo provedeno omyvani knihovny sérii pufri o laboratorni teploté —
200 pl pufru WB I (smés tepat 2 min), 200 pl pufru WB II (smés tfepat 1 min) a nakonec
200 pl WB III pufru (smés trepat 30 s). Po poslednim odsati supernatantu byla peleta

kuli¢ek s navazanou knihovnou resuspendovana v 50 pl sterilni vody.

Obohaceni knihovny

Pomoci PCR reakce bylo provedeno obohaceni knihovny o sekvence zachycené
hybridizaci s NGS panelem, a to za vyuziti primert specifickych k technickym
sekvencim. SloZeni reakce uvadi tab. 4.10, teplotni program pak znazorfiuje tab. 4.11.
Obohaceni bylo provedeno ve 2 samostatnych PCR zkumavkach a po skonceni reakce
byl veskery objem z obou zkumavek smichén v jedné 1,5ml LoBind zkumavce. Tento

postup byl navrzen ke zvySeni efektivity PCR reakce.

Tab. 4.10: Slozeni PCR reakce pro obohaceni NGS knihovny

Chemikalie 1xXV ()
KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25
Smés poptednich a zpétnych primert 5
NGS knihovna ptfed obohacenim 20
Celkovy objem 50

Tab. 4.11: Teplotni program PCR reakce pro obohaceni knihovny

Krok Teplota (°C) Doba Pocet opakovani
Pocatecni denaturace 98 45s -
Denaturace 98 15s

Nasednuti primerti 60 40 s 10-12x
Elongace 72 30s

Zavéeretna elongace 72 1 min -
Chlazeni 4 00 -

K obohacené knihovné bylo pfidano 180 pl vytemperovanych kulicek Agencourt®
AMPure XP (teplota + 24 °C). Smés se nechala inkubovat pti laboratorni teploté po dobu

5 minut a poté byl ze zkumavky umisténé na magneticky stojan odstranén supernatant.
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Nasledovalo precisténi kulicek 80% ethanolem a resuspendovani v 52 ul sterilni vody.
Smés byla inkubovana pii laboratorni teplot¢ po dobu 2 minut, aby doslo k uvolnéni
knihovny z kulicek. Po umisténi na magneticky stojan a vycetfeni roztoku bylo 50 pl
supernatantu piemisténo do Cist¢ finalni 1,5ml LoBind zkumavky (dobie popsané
pro delsi uskladnéni v mrazaku). Nez se vzorek uskladnil byly jesté 2x2 ul knihovny
pouzity pro kvantifikaci na pfistroji Qubit™ a 5 ul ke kontrole obohaceni knihovny

pomoci kvantitativni PCR (qPCR).

Fluorimetricka kvantifikace knihovny

Pro finalni natedéni pfipravené knihovny pro NGS sekvenaci na [llumina® platforme
(MiSeq nebo NextSeq) byla nejprve fluorimetricky zmétena jeji koncentrace pomoci
dsDNA HS sady na pfistroji Qubit™ (obdobnym zptsobem jako pii méfeni koncentrace
jednotlivych vzorkt pted jejich poolovanim). Tab. 4.12 uvadi sloZeni zdsobniho roztoku
pufru a fluorescencni barvy, kalibra¢nich standardli a samotného analyzovaného vzorku.
Koncentrace pripraveného roztoku knihovny byla zméfena dvakrat a primérna hodnota

pak byla pouzita pro vysledny vypocet fedéni pfed samotnou sekvenaci.

Tab. 4.12: Ptiprava roztokl pro fluorimetrickou kvantifikaci DNA fragmentti v knihovné

Roztok SloZeni
Pufr (zés. roztok) 895,5 ul Qubit™ dsDNA HS Buffer + 4,5 pl 200x Qubit™ dsDNA
HS Reagent

Standard 1 (0 ng/ul) 190 ul obarveného pufru + 10 pl Qubit™ dsDNA HS Standard #1
Standard 2 (10 ng/ul) 190 pl obarveného pufru + 10 pl Qubit™ dsDNA HS Standard #2
Knihovna 198 ul obarveného pufru + 2 pl knihovny

Kontrola obohaceni knihovny pomoci kvantitativni PCR

Pied zavérecnym nafedénim knihovny a sekvenaci byl proveden posledni kontrolni
krok pro ovéteni, ze se NGS knihovnu podafilo obohatit o oblasti zdjmu (dany panelem
CZECANCA v. 1.2). Pomoci qPCR byly sledovany 4 definované oblasti a jejich
zastoupeni ve vzorcich pred hybridizaci (knihovna pied poolingem vzorki)
a po hybridizaci (knihovna pted vlastnim sekvenovanim). Tyto oblasti jsou doporuceny
vyrobcem sond a pro jednoduchost jsou znaceny ¢isly 37, 47, 68 a 72 (ptiloha 5). Slozeni

qPCR reakce uvadi tab. 4.13.
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Tab. 4.13: Slozeni qPCR reakce

Chemikalie 1xV (ul)
5x HOT FIREPol® EvaGreen® HRM Mix 1,2
DNA (Ing/ul)* 0,4
Sterilni voda 2.4

Sm¢és popiedniho a zpétného primeru (0,51uM) 2

Celkovy objem (ul)

6

* v pripadeé negativni kontroly DNA nahrazena sterilni vodou

Rozlozeni vzorkii v destiCce znazoriiuje tab. 4.14. Reakce probihala s celkem

4 riznymi roztoky DNA (nafedénymi na koncentraci 1 ng/pl): PreNy (smés 4 vzorki
pted poolovanim s co nejpodobnéjsi koncentraci), PreN,.; (stejnym zplisobem piipravena
smés vzorkl z pifedchoziho sekvenac¢niho béhu), PostN, (obohacenda NGS knihovna),
PostNy.; (obohacend NGS knihovna z ptedchoziho sekvenac¢niho béhu). Posledni fada
v PCR desticce pak pfipadd negativni kontrole. Pro kazdy par primerti byla reakce
provedena v duplikatech. Teplotni program qPCR reakce v cykleru (LightCycler 480,
Roche) uvadi tab. 4.15.

Tab. 4.14: Schéma piipravy reakénich smési pro qPCR kvantifikaci vzorkl sekvenénich knihoven

1 2 3 4 5 6 7 8
A | 37-PreNy.; | 47-PreNy. | 68-PreNy.; | 72-PreNy.; | 37-PreNx.; | 47-PreNy.; | 68-PreNy.; | 72-PreNy.
B [37-PostNx.1|47-PostNy.1|68-PostNy.1|72-PostNy.1| 37-Post x.; |{47-PostNx.1|68-PostNx.;|72-PostNx.|
C | 37-PreNy | 47-PreNx | 68-PreNx | 72-PreNx | 37-PreNx | 47-PreNx | 68-PreNx | 72-PreNx
D | 37-PostNy | 47-PostNy | 68-PostNy | 72-PostNy | 37-PostNy | 47-PostNy | 68-PostNy | 72-PostNy
NK| 37-NK 47-NK 68-NK 72-NK 37-NK 47-NK 68-NK 72-NK

Cisla 37,47, 68 a 72 oznacuji jednotlivé smési primerii. Oznacent ,, Pre* a ,, Post*“ vyjadiuje stav NGS knihovny pred,
resp. po obohaceni. ,,Nx.;“ predstavuje ciselné oznaceni knihovny z predchoziho sekvenacniho béhu, zatimco ,,Nx*
oznacuje knihovnu pripravovanou v daném sekvenacnim béhu. Zkratka NK znaci negativni kontrolu.

Tab. 4.15: Teplotni program qPCR reakce

Krok Teplota (°C) Doba Pocet opakovani
Aktivace polymerazy 95 15 min -
Denaturace 95 15s

Nasednuti primerti 60 25s 45x
Elongace 72 15s

Denaturace 95 5s -
Analyza kiivek tani 72 — 95 -

Spravné obohacena knihovna ma vyssi zastoupeni cilovych oblasti. DNA z obou fazi

pfipravy (pfed a po hybridizaci) je nafedéna na stejnou koncentraci, a proto by m¢l rozdil

hodnot C; ukazat, jak moc se podafilo zvysit zastoupeni Zaddanych oblasti. Pro spravné

ptipravenou knihovnu je akceptovan rozdil hodnot C; o 7-10 cykli (viz obr. 4.4)
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Obr. 4.4: Ukézka vysledkti qPCR analyzy pro kontrolu obohaceni NGS knihovny
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V diisledku obohaceni NGS knihovny doslo ke snizeni poctu cyklii nutnych k prekroceni meze detekce.

Denaturace a finalni Fedeni knihovny pred sekvenaci

Pted zah4jenim masivniho paralelniho sekvenovani je vzdy nutné samotnou knihovnu
zdenaturovat (pomoci NaOH) a natedit (pomoci vody a HT pufru — slou¢eniny dodavané
vyrobcem spolu se sekvenac¢nimi kity). Pro sekvenovani na platformé MiSeq se knihovna
fedi na hodnotu 14pM, u platformy NextSeq se knihovna tfedi na 1,5pM. Nasledujici
postup se tyké sekvenovani na platformé MiSeq. U knihovny sekvenované na platformé
NextSeq probiha postup analogicky s drobnymi odchylkami.

Hmotnostni koncentrace knihovny, ziskana pomoci fluorimetrie na ptistroji Qubit™,
byla pfepoctena na molarni koncentraci s tim, ze v ivahu byla brana primérnd délka
fragmentii knihovny 355 bp (¢ =p/(660-355)-10° [nM]). Knihovna byla nejprve nafedéna
na koncentraci 4 nM do celkového objemu 10 pl (k nafedéni lze pouzit sterilni vodu
nebo 10mM pufr Tris-HCI, pH 8,5 s 0,1% Tween 20). Takto nafedéna knihovna byla
denaturovana 10 pl 02N roztoku NaOH (nechat inkubovat podobu 5 minut
pfi laboratorni teploté). Poté bylo 7 pl denaturované knihovny nafedéno na koncentraci
14 pM pomoci 993 ul HT1 hybridiza¢niho pufru (HT1 Hybridization Buffer, [llumina®).

Do druhé zkumavky byl ptipraven 4nM roztok kontrolni knihovny PhiX Control v3
Library (knihovna odvozena z genomu bakteriofaga PhiX, ktera slouzi ke kontrole kvality
sekvenovani a zaroven usnadiiuje tvorbu klastri DNA fragmentd na ¢ipu). Stejné jako
v piipadé NGS knihovny byl roztok denaturovan 0,2N roztokem NaOH v poméru objemil
1:1 (standardné 0,5 + 0,5 pl) a nafedén na koncentraci 14 pM pomoci HT1 hybridiza¢niho

pufru.
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ZavereCnym krokem bylo smichdni 980 pl 14pM knihovny a 20 pl 14pM roztoku
PhiX (tedy 2% zastoupeni PhiX). Takto pfipravena knihovna byla pfenesena na ledové
tfiSti na pracoviste¢ disponujici danym sekvendtorem (MiSeq — Klinika pediatrie
adédiénych poruch metabolismu VFN, NextSeq — Ustav lékaiské biochemie
a laboratorni diagnostiky VFN).

4.4.2 Sekvenace
Samotny proces sekvenovani na platformach MiSeq ¢i NextSeq je zcela v kompetenci
vyskoleného persondlu daného pracovisté. Vystupem jsou datové soubory, které jsou

pro definované uzivatele dostupné ke stazeni z cloudového prosttedi BaseSpace

(Illumina®).

4.4.3 Analyza sekvenacnich dat

Analyza sekvena¢nich dat byla provedena standardizovanym zplsobem podle
nastaveni zavedeného zkusenou bioinformatickou Mgr. Petrou Zemankovou. Analyza
kvality dat probihala v cloudovém prostiedi BaseSpace na zdkladé metrik a grafii
informujicich o hustoté sekvenovanych usekl, celkovém objemu sekvenacnich dat,
¢1 zastoupeni objemu dat jednotlivych pacientli/indexti v daném bé&hu.

Pro dalsi hodnoceni byla ptipustna pouze data dosahujici vytezku 3,3-3,8 Gb/MiSeq,
resp. 16-19 Gb/NextSeq, poctu cteni (pair-end) 44-50 milion/MiSeq, resp.
az 260 miliont/NextSeq. Dalsi hodnotici parametr kvality pak pfedstavuje tzv. Q30
hodnota (Phred quality score), kterd uddva pravdépodobnost Spatné odectené¢ho
nukleotidu na Grovni 1 nukleotidu z 1000 — tedy kolik % z celkového objemu ziskanych
NGS dat je spravné technicky odecteno na hladiné 99,9% ptesnosti. U tohoto parametru
bylo hodnoceno, zda Q30 dosahuje alespon 85 %/MiSeq, resp. vice nez 75 %/NextSeq.

Pomoci nastavenych pipeline byla hruba NGS data upravena a nasledné¢ mapovana
k referencnimu genomu hg19 (alias GRCH37 — Genome Reference Consortium Human
Build 37, vydany v roce 2009) vymezeného souborem gent panelu CZECANCA v.1.2
(tzv. soubor *.BED). DNA varianty liSici se od reference jsou evidovany v souboru *.vcf
a nasledné anotovany programem SNPeffect (Cingolani et al. 2012). Kazdé odli$nosti je
pfitom pfidélena informace z dostupnych databazi tykajici se popisu varianty, jeji Cetnosti
v populacich, ptipadné také jeji patogenity (ClinVar — https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
clinvar/, LOVD — http://www.lovd.nl/3.0/home, HGMD® — http://www.hgmd.cf.ac.uk/
ac/validate.php atd.).
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Pro findlni vyhodnoceni dat je nutnd prioritizace variant, kterd snizi pocet vSech

variant pouze na ty, které maji nejvétsi vahu pro interpretaci souvislosti mezi genetickym

profilem a klinickym obrazem pacienta. Tento proces probihal na 3 trovnich:

1.

Jednonukleotidové varianty (SNV zangl. single nucleotide variant), kratké
inserce a delece
Stfedné¢ dlouh¢ a dlouh¢ delece, stiedné dlouhé inserce — pomoci algoritmu Pindel

CNV varianty

Jednonukleotidové varianty, kratké inserce a delece

Analyza NGS dat na této Urovni vygenerovala nejvétsi pocet variant v piepoctu

na jednoho pacienta — v priméru zhruba 1500 variant/226 genl. Na data byl dale

aplikovan filtr, ktery se tykal nékolika kritérii:

Oblast —s vyjimkou genti APC a MUTYH byly analyzovany pouze varianty uvnitt
exonll a v oblasti sestfihu. V ptipadé¢ geni APC a MUTYH byly analyzovany
varianty ve vSech sekvenovanych oblastech — oblast promotoru a jednotlivych
exont transkripéni varianty NM_000038.6, resp. NM_001128425 + jejich okoli.
Frekvence v populaci (1000 Genome Project, verze z roku 2015) — na zakladé
definice mutaci a polymorfismil byly odfiltrovany varianty s frekvenci vyskytu
v populaci vétsi nez 0,01.

Patogenita — odfiltrovany byly varianty, které jsou na zaklad€ udaji v databazi
ClinVar (verze z roku 2017) jednozna¢né benigni (velky podil variant vSak v této
verzi databdze nebyl obsazen).

Frekvence v sekvenacnim béhu — bylo predpokladano, Ze varianta, kterd se
v ramci jednoho sekvenacniho béhu objevila u 6 a vice pacientti, pravdépodobné

nebude patogenni.

Po aplikovani filtru na kazdého pacienta zistalo v priméru 14 variant, u kterych byl

klinicky vyznam postizeného genu a patogenita varianty posouzeny na zaklad€ udaji

v aktualnich verzich databazi HGMD®, ClinVar, VarSome a odbornych publikacich.

Souvislost varianty s predispozici pro rozvoj daného onemocnéni je v téchto databazich

vyjadiena na zakladé ACMG systému klasifikace (klasifikace podle americkych instituci

American College of Genetics and Genomics a Association for Molecular Pathology),

podle které se varianty rozdéluji do 5 zakladnich tiid (tab. 4.16).
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Tab. 4.16: Klasifikace genetickych variant podle ACMG (Richards et al. 2015, Plon et al. 2008)

Tiida Pravdépodobnost patogenity (%)
1 — benigni <0,1
2 — pravdépodobné benigni (likely benign) 0,14,9
3 —nejasny vyznam (uncertian significance) 5-94.9
4 — pravdépodobné patogenni (likely pathogenic) 95-99
5 — patogenni (pathogenic) >99
Pindel

Algoritmus programu Pindel umoznuje identifikovat stifedni a dlouhé delece
(az 10 kbp) a sttedné dlouhé inserce (do 20 bp) (Ye et al. 2009). Vystupni data pak byla
prefiltrovana na zéklad¢ poctu ¢teni mutované sekvence, ktery musel byt roven nebo vétsi
25 (uméle urcena hranice, ktera odpovida heterozygotnimu stavu pii pokryti genu 50x).
Ze seznamu variant tak byly odstranény piipadné sekvenaéni chyby. Nésledné byly
vybrany pouze varianty nachazejici se v klinicky vyznamnych genech a jejich pfitomnost

byla ovéfena vizudln¢ pomoci softwaru IGV (Broad Institute).

Variabilita poctu kopii

CNYV analyza umoZiiuje zachytit delece a amplifikace dlouhého rozsahu na zékladé
odchylky pokryti analyzovanych sekvenci oproti primérnému pokryti vSech sekvenci
daného sekvenacniho behu. Ve filtraénim kroku byly vybrany pouze sekvence s rozdilem
pokryti > 0,45 (pfipadné duplikace), nebo < -0,6 (ptfipadné delece). Vyskyt mutaci
v klinicky vyznamnych genech pak byl opét ovéfen vizualné v softwaru IGV (piiklad

na obr. 4.5).

Obr. 4.5: Priklad zobrazeni CNV varianty pomoci softwaru IGV (zde delece v promotoru 1B v genu

APC u pacienta reFAP78)
925 bp
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CAE
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N S T CE—
I
|
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RG.realigned.recal. rmdup.ham
Sequence - NI R I TR OO R 100N TRU 5 00000 NN 0 AT U TR0 A A R N O A OO 1AV 10
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4.44 Konfirmace
a) Modifikovana metoda Sangerova sekvenovani
PCR amplifikace vybranych usekii

Slozeni reakce pro amplifikaci vybranych tusekii DNA obsahujicich patogenni
variantu zachycenou pomoci NGS uvadi tab. 4.17, teplotni program reakce pak tab. 4.18.
Seznam pouzitych primerd obsahuje

piiloha 6.

Pro optimalizaci teploty naseddni primert byla pfed samotnou amplifikaci cilovych
usekd provedena PCR reakce v teplotnim gradientu, pfi které se teplota ve fazi nasedani
primerit pohybovala v rozmezi 50-65 °C (konkrétni rozmezi teplot voleno v zavislosti

na vyrobcem uvedené teploté tani primera).

Tab. 4.17: Slozeni PCR reakce

Chemikalie 1xV (ul)
Sterilni H,O 3
Combi PPP Master Mix (2x) 5
Poptedni primer (10 pmol/l) 0,5
Zpétny primer (10 umol/1) 0,5
DNA (max. 100 ng/ul) 1
Celkovy objem (ul) 10

Tab. 4.18: Teplotni program PCR reakce

Krok Teplota (°C)  Doba Pocet opakovani
Aktivace polymerazy 95 10 min -
Denaturace 95 30s

Nasednuti primerti 50-64 30s 40x
Elongace 72 30s

Zaveérecna elongace 72 7 min -
Chlazeni 20 00 -

Agarozova elektroforéza

Pfitomnost PCR produktti, i€¢innost a specifita amplifikace byly ovéteny horizontalni
elektroforézou v 2% agar6zovém gelu (standardné 4 pul DNA na vzorek) pii konstantnim
napéti 120 az 160 V po dobu 20 az 30 minut. Vysledky byly vizualizovany pomoci UV
transiluminatoru (gelovy dokumentacni systém E-BOX, Vilber) (ptiklad na obr. 4.6).
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Obr. 4.6: Elektroforegram po PCR v teplotnim gradientu (optimalizace teploty nasedani primert)

BMPR1A exon 5 BMPR1A exon 11 GeneRuler
DNA
Ladder Mix
65 °C 55°C
65 °C 55°C
>
o e o e e e o _—— 400 bp
v — 300 b
e e e e ey '\ZOObg
™ 100 bp

2% gel, 160 V, 20 min

Precisteni PCR produktit a sekvenacni reakce
Pro samotnou sekvenacni reakci byly PCR produkty nejprve enzymaticky ocistény

od prebyvajicich primert a nukleotidi (tab. 4.19 a tab. 4.20).

Tab. 4.19: Slozeni reakce enzymatického ¢isténi PCR produkti

Chemikalie 1xXV (ub)
Sterilni H,O 1,2
PCR produkt 1
ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent 0,6
Celkovy objem (ul) 2,8

Tab. 4.20: Teplotni program enzymatického ¢isténi PCR produkti

Teplota (°C) Doba

37 15 min
80 15 min
20 0

Teprve precisténé PCR produkty bylo mozné pouzit pro sekvenacni reakci (tab. 4.21

atab. 4.22).

Tab. 4.21: Slozeni sekvenac¢ni reakce

Chemikalie 1xV (ul)
Sterilni H,O 0,8
5x BigDye™ Terminator Sequencing Buffer 1
primer (popfedni nebo zpétny) 0,2
BigDye™ Reaction Mix 0,4
Precistény PCR produkt 2,8
Celkovy objem (ul) 5,2
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Tab. 4.22: Teplotni program sekvenacni reakce

Teplota (°C) Doba Pocet opakovani

96 3 min -
96 10s

50 5s 30x
60 4 min

20 0 -

Ethanol-acetatova precipitace a sekvenace

Vzniklé fluorescenéné znacené produkty byly pied analyzou pomoci kapildrni
elektroforézy piecisStény ethanol-acetatovou precipitaci (tab. 4.23). Precisténé produkty
byly analyzovany na pfistroji SeqStudio Genetic Analyzer, piipadn¢ 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems), ktery obsluhuje proskoleny personal laboratote (Markéta
Dékanovska, UBLG 1.LF UK a VFN). Vyhodnoceni sekvenaénich dat bylo provedeno

pomoci softwaru BioEdit.

Tab. 4.23: Ethanol-acetatova precipitace fragmenti vzniklych reakci modifikovaného Sangerova

sekvenovani
Krok/piidavek chemikalie 1xV (ul)  Pocet opakovani
0,125M EDTA 1,3 -
Ethanol-acetatova smeés: 0,12M acetdt sodny v 96 % (v/v) ethanolu 30 -

Inkubace (laboratorni teplota, 10—15 min) - -

Centrifugace (lab. teplota, 14 100xg, 30 min) - -

Odstranit supernatant - -
70% (v/v) ethanol 60

Centrifugace (lab. teplota, 14 100xg, 10 min) - 2%

Odstranit supernatant -

Vysuseni (95 °C, 5-10 min) - -
Formamid 30 -

Denaturace (95 °C, 5 min) - -

Prudké zmrazeni (-15 °C) - -

b) MLPA analyza

Pro analyzu DNA pacientii pomoci metody MLPA byla vyuZita komer¢éni smés sond
SALSA® MLPA® Probemix P043-E1 APC (MRC Holland), kterd kromé¢ genu APC
(celkem 29 sond) umoznuje vySetfit také nejcastéjs$i mutace v genu MUTYH (6 sond)
a GREM1 (2 sondy).

Vzhledem k obtizné CNV analyze genu PMS2 (gen pro protein postmeiotické
segregace 2) z diivodu piitomnosti vysoce homolognich pseudogenti byla u vsech
pacientl, u kterych nebyla nalezena zadna klinicky vyznamna varianta, provedena také
MLPA analyza tohoto genu pomoci komercni smési sond SALSA® MLPA® Probemix
P008-C1 PMS2 (MRC Holland). Gen PMS2 se metodou MLPA standardné vySetiuje

u pacientll s podezienim na Lynchiiv syndrom, ktery ptfedstavuje jednu z dalSich forem

46



predispozice k tvorbé CC/RC, bézn¢ vsak bez Cetnych kolorektalnich polypti. V piipadé
re-analyzy FAP suspektnich pacientli byla nicméné provedena s cilem zachytit co nejvice
moznych variant, které by rozvoj kolorektalnich polyp6z mohly zptlsobit.

Standardn¢ bylo v ramci jedné reakce analyzovano 50-200 ng DNA (koncentrace
DNA ve vzorcich zméfena na ptistroji Nanodrop a poté upravena pomoci low TE pufru).
Pti kazdém béhu byly spolu se vzorky analyzovany alespoii 2 kontrolni vzorky (zdravi
jedinci). Slozeni jednotlivych reak¢nich smési a teplotni program analyzy uvadi tab. 4.24
a tab. 4.25.

Tab. 4.24: Slozeni reak¢nich smési jednotlivych krokii v metodé MLPA

Chemikalie 1xV (ul)
Hybridizace sond
DNA 2,5
SALSA MLPA Buffer 0,75
SALSA Probe-mix 0,75
Celkovy objem 5
Ligace sond
DNA + hybridizované sondy 5
Sterilni voda 12,5
SALSA Ligase-65 Buffer A 1,5
SALSA Ligase-65 Buffer B 1,5
SALSA Ligase-65 0,5
Celkovy objem 21
PCR amlifikace
DNA + sondy 21
Sterilni voda 3,75
SALSA PCR primers 1
SALSA polymerase 0,25
Celkovy objem (ul) 26

Tab. 4.25: Teplotni program v ramci MLPA analyzy (MyCYCLER system, gradient-ENAB, KRD)

Krok Teplota (°C) Doba Pocet opakovani
Denaturace DNA
Denaturace 98 5 min -
Chlazeni 25 00 -
Hybridizace sond
Denaturace 95 1 min -
Hybridizace 60 16-20 h -
Ligac¢ni reakce
Chlazeni 54 00 -
Ligace 54 15 min -
Denaturace 98 5 min -
Chlazeni 20 o0 -
PCR reakce
Denaturace 95 30s
Nasednuti primert 60 30s 35x%
Elongace 72 60 s
Zaveérectna elongace 72 20 min -
Chlazeni 15 o0 -
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Vzniklé fragmenty byly analyzovany na pfistroji 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) (Markéta Dékanovska, UBLG 1.LF UK a VFN). Vyhodnoceni dat bylo
provedeno pomoci softwaru Coffalyser.Net (MRC Holland).

¢) Long-range PCR
LR PCR reakce

V piipad¢ konfirmaci nékterych nalezenych variant bylo zapotiebi pfipravit
amplikony rozsahlejsi délky (2000—10 000bp). Laboratoi ma nejlepsi zkuSenosti
s polymerazou PrimeSTAR® GXL (Takara Bio). SloZeni a teplotni program LR PCR
reakce uvadi tab. 4.26 a tab. 4.27.

Tab. 4.26: Slozeni LR PCR reakce

Chemikalie 1xXV (ub)
Sterilni H,O 3,06
5% PrimeSTAR® GXL Buffer 1
dNTPs 0,4
Poptedni primer (F) 0,12
Zpétny primer (R) 0,12
PrimeSTAR® GXL Polymerase (1,25 U/ul) 0,1
DNA 0,3
Celkovy objem (ul) 51

Tab. 4.27: Teplotni program LR PCR reakce

Krok Teplota (°C) Doba Pocet opakovani
Pocatecni denaturace 98 1 min -
Denaturace 98 10s

Nasednuti primerti 50-64 I5s 32X
Elongace 68 1 min/kb

Zaveérecna elongace 72 10 min -
Chlazeni 20 o0 -

Agarozova elektroforéza dlouhych amplikonii

Kontrola pfitomnosti a délky vzniklych fragmenti byla provedena pomoci
horizontalni elektroforézy v 0,5% agar6zovém gelu, na ktery bylo standardné nanaseno
5 pl ztedéného PCR produktu ve smési s nanaSeci barvou — 1 pl produktu + 2 pl sterilni
H>0 + 1 pl nanaSeci barvy (smés 0,04% bromfenolové modie a 40% sacharézy v H>0).
Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 160 V po dobu az 2 hodin (v zavislosti
na délce vznikajicich fragmenti a poZadavkil na rozliSeni). Vysledky byly vizualizovany

pomoci transiluminatoru (gelovy dokumentacéni systém E-BOX, Vilber).
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Izolace fragmentii z gelu a sekvenace

Separované amplikony DNA byly zagar6zového gelu izolovany pomoci sady
S.N.A.P.™ Gel Purification Kit postupem, ktery popisuje tab. 4.28. Izolovana DNA byla
nasledn¢ osekvenovana modifikovanou metodou Sangerova sekvenovani stejnym
zpisobem jako bylo uvedeno vyse, s vyjimkou, ze sekvenacni reakci v tomto piipad¢ jiz
nepiedchazelo precisténi PCR produktu (reakce tedy probihaly podle tab. 4.21
az tab. 4.23).

Tab. 4.28: Postup izolace DNA z agar6zového gelu

Krok/pridavek chemikalie 1xXV () Pocet opakovani
1. Rozpusténi gelu
6,6M jodid sodny 2,5% objem gelu -

Inkubace (42 az 50 °C, cca 5 min) - -
2. Izolace DNA
Binding Buffer 1,5% objem roztoku -
Centrifugace ve zkumavce s kolonkou ) 3x
(lab. teplota, 2 000 az 3 000 xg, 30 s)
Odstranit supernatant - -
1x Final Wash 400
Centrifugace ve zkumavce s kolonkou 2x
(lab. teplota, 2 000 az 3 000 xg, 30 s)
Odstranit supernatant (800) -
Centrifugace ve zkumavce s kolonkou - -
(lab. teplota, >10 000 xg, >1 min)
Prenést kolonku do Cisté zkumavky - -
Sterilni H,O 40 -
Inkubace (lab. teplota, 1 min) - -
Centrifugace ve zkumavce s kolonkou
(lab. teplota, >10 000 xg, >1 min)
Uchovat supernatant - -
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5. Vysledky

V ramci diplomové prace bylo metodou NGS na platformédch MiSeq a NextSeq
(Illumina®) re-analyzovano 78 vzorkih DNA probandli ze souboru suspektnich
FAP/AFAP probandtl laboratofe molekularni genetiky Ustavu biologie a lékaiské
genetiky 1.LF UK a VFN (76 nemocnych + 2 zdravé osoby s pozitivni rodinnou
anamnézou suspektni FAP). Pro vétsi prehlednost budou dale v textu jedinci ze skupiny
76 nemocnych oznacovani jako ,,pacienti®, zatimco skupina vSech 78 re-analyzovanych
jedinct nazyvana jako ,,probandi®.

K obohaceni NGS knihovny o cilové sekvence byl vyuzit multigenovy panel
CZECANCA v1.2, ktery umoziuje vySetfit zejména exony a intron-exonové oblasti
celkem 226 gend souvisejicich s nadorovou predispozici, véetn¢ CC/RC. Vzhledem
k omezené laboratorni a pftistrojové kapacit¢ z divodu bézného klinického provozu
diagnostickych laboratofi VFN byly vzorky pomoci NGS analyzovany celkem
v 11 sekvenacnich bézich (10x MiSeq, 1x NextSeq).

Az na vyjimky, kdy vzorky obsahovaly extrémné nizké mnozstvi DNA (vzorky
vyfazené z re-analyzy), stari vzorkl (16 az 27 let) analyzu pomoci NGS nijak negativné
neovlivnilo. Hodnoceni kvality vzdy splnilo nastavené parametry a umoznilo nasledné
mapovani k referenénimu genomu hgl9. Data umoznila hodnotit jak jednobodové
zameny (SNV), tak inzerce €1 delece kratkého (do cca 20bp) 1 dlouhého rozsahu (CNV —
vice nez 20bp az celo-exonové delece ¢i duplikace).

Z celkového poctu 78 re-analyzovanych probandl se u 22 pacientd podafilo
patogenni variantu v genu APC (n = 14), nebo jiném genu relevantnim pro diagnostiku
kolorektalnich polyp6z (n = 8). U dalSich 10 pacienti byly detekovany varianty
s nejasnym klinickym vyznamem (VUS) v genech hrajicich roli v tvorbé kolorektalnich
polypli a/nebo CC/RC. U nékterych pacientil bylo pfitom soucasné reportovano vice
variant. U zbylych 46 probandl (44 pacientli + 2 zdravi probandi) se Zadnou patogenni
¢1 potencialné patogenni variantu nalézt nepodafilo. Souhrnny vysledek re-analyzy,

zahrnujici 76 pacientil, znazoriiuje graf 5.1.
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Graf 5.1: Souhrnny vysledek re-analyzy FAP suspektnich pacientti metodou NGS

patogenni varianty

v klinicky vyznamnych
genech (19 %)

/

jiné geny
11 %
negativni
56 %
VUS
13 %

VUS — varianta s nejasnym klinickym vyznamem

Z celkem 14 zachycenych patogennich variant v genu APC byly u pacientl
detekovany kratké frameshift delece (n = 5), nonsense mutace (n = 3), delece delSiho
rozsahu v oblasti promotoru 1B (n = 2), sestfihové mutace (n = 2), duplikace delSiho
rozsahu (n = 1), kratké frameshift inserce (n = 1).

Zatimco v minulosti vyuzité metody molekularni diagnostiky FAP onemocnéni
spocivaly pouze v analyze genli APC a MUTYH, metoda NGS v ramci re-analyzy
umoznila vySetfit vice klinicky vyznamnych genii soucasné. Patogenni variantu
v nékterém z gent souvisejicich s tvorbou kolorektalnich polypt a zvySenou predispozici
k tvorbé CC/RC se tak podafilo zachytit u 8 re-analyzovanych pacientd, konkrétné
v genech BMPRIA (n=2), MSH2 (n=1), PTEN (n=1), SMAD4 (n=2) a STK11(n = 2).

Podstatnou ¢ast detekovanych variant tvoifi VUS varianty (tfida 3 podle ACMG
klasifikace) v genech klinicky souvisejicich s riznymi formami zvysSené predispozice
k tvorbé CC/RC. V piipadé patogennich variant v genech EXOI (reFAP031), CHEK?
(reFAP182, ptip. 1 reFAP008) a TP53 (pacient reFAP114) se sice nejedna o VUS
varianty, nicméné klinicky vyznam té€chto geni v souvislosti s predispozici k CC/RC neni
zcela jednoznacny, a proto byly reportovany spolu s VUS variantami.

Metoda NGS déle umoznila u 4 re-analyzovanych pacienti detekovat a reportovat
farmakogeneticky vyznamnou variantu NM_000110(DPYD):c.1236G>A (p.Glu412=)
souvisejici s metabolismem  cytostatik nabazi  S5-fluorouracilu  vyuZivanych
pro chemoterapii solidnich nddort (Amstutz et al. 2018).

Podrobny piehled vysledkl re-analyzy uvadi tab. 5.1.
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5.1 Konfirmace

V piipadé zachytu patogennich variant byla provedena konfirmace jejich ptitomnosti
jinymi metodami, a to pfevazné pomoci modifikovaného Sangerova sekvenovani, dale
metodami MLPA a long-range PCR (LR PCR). Pii konfirmaci byl pouzit shodny vzorek
DNA, ze kterého byla provedena metoda NGS, nebot’ jiny (skute¢né nezavisly), nebyl

k dispozici.

Modifikovana metoda Sangerova sekvenovani
Pro konfirmaci pfitomnosti patogennich variant s charakterem substituci a kratkych

inserci ¢i deleci byla vyuzita modifikovand metoda Sangerova sekvenovani (obr. 5.1

aobr. 5.2).

Obr. 5.1: Konfirmace pfitomnosti patogennich variant v genu 4PC modifikovanou metodou Sangerova

sekvenovani

reFAP117: APC:c.549 558del reFAP138: APC:c.1312+5G>A reFAP059: APC:c.1956C>T
T ¢ T G KT Y RT G T ATURTTC T G ACCAYAGG

reFAP100: APC:c.2107delG

reFAP008:4PC: ¢.2299C>T reFAP479: APC:c.4079delC
Cc CC MWK G

AT 6CTVYAGC A AATCTCCOCT

reFAP110: APC:c.5826 5829del 1eFAP172: APC:c.5826 5829del  reFAP130: APC:c.7915G>T
C A G A S G G A C A G A SR G R T 6 C TKAATC

A

* sekvence ziskana s vyuZitim zpétného primeru

Konfirmace variant ¢.1620dup (reFAP001) a ¢.2299C>T (reFAP003) v genu APC
byly provedeny modifikovanou metodou Sangerova sekvenovani vedouci laboratoie

Ing. Jitkou Stekrovou (obrazek neni k dispozici).
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Obr. 5.2: Konfirmace pfitomnosti patogennich variant v klinicky vyznamnych genech modifikovanou
metodou Sangerova sekvenovani

reFAP148:BMPR1A4:c.262G>T  reFAP083:MSH?2: c.637delC reFAP068:PTEN:c.160 162del
A G A A K A A G A AACT G AG T T AC W A C A

p\ | /ﬂ'\ l A

| | A
/ | [ Ay h '
| J|' l'lwf f \.\.\ f I\ , '\j

reFAP114:SMAD4:¢c.593delC reFAP053:SMAD4:¢c.1082G>A reFAPO81:STK11:c.179dupA
G 6 6 G K 6€C T 66 AT C RC T T T T AMS G S M

reFAP185:STK11:c.426 427del
G AC A G Y GC s

* sekvence ziskana s vyuZitim zpétného primeru

U pacienta reFAP159 se pfitomnost patogenni varianty ¢.1328G>A v genu BMPRIA
bohuzel nepodafilo konfirmovat. Zpétny primer z dostupného paru primerit bohuzel
naseda praveé do oblasti obsahujici tuto variantu. I kdyz se pozadovanou sekvenci podatilo
naamplifikovat PCR reakci, sekvenaci modifikovanou Sangerovou metodou byla ziskana
pouze sekvence nemutované alely. Z asovych divodl zlstava pfitomnost varianty
v dobé publikovani této prace nekonfirmovana. Na zaklad¢ statistickych udaji laboratote
ohledn¢ konfirmace variant zachycenych metodou NGS je vSak moznost, Ze by se
sekvence ziskand pomoci modifikovaného Sangerova sekvenovani liSila, velmi

nepravdépodobna.

MLPA

Ptitomnost inserci a deleci delSiho rozsahu byly v genu APC konfirmovany pomoci
metody MLPA (obr. 5.4 az obr. 5.6). Pro analyzu byla vyuzita smés sond SALSA®
MLPA® Probemix P043-E1 APC (MRC Holland). Cislovéani exonti genu APC vyrobcem
sond (n = 18) se lisi od ¢islovani exonll v rdmci této diplomové prace (n = 16) z divodu

zahrnuti 2 exont, které referencni sekvence NM_ 000038 neobsahuje (exon I, ktery
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odpovida promotoru 1B a exonu 1 zreferencni sekvence NM 001127511, a exon 3
z referen¢ni sekvence NM_00112710 — exony 1 a 3 na obr. 3.3). Krom¢ genu APC tato
smés sond umoznuje potvrdit ¢i vyvratit pritomnost nejcastéjSich CNV variant i v genech
MUTYH a GREMI1, které také hraji roli v rozvoji dédicnych kolorektalnich polypoz.
Kromé CNV variant umoziuje tato smés sond také vySetfit pfitomnost frekventovanych
bodovych mutaci v genech APC (c.3182A>G a ¢.3927 3931delAAAGA) a MUTYH
(c.536A>G a c.1187G>A).

Interpretaci moznych vysledkit MLPA analyzy uvadi tab. 5.2. Vyjimku tvoii MUTYH
sondy 1 a 2, které poskytuji signal pouze v pritomnosti uvedenych bodovych mutaci. APC
sondy 22 a 23, které také slouzi k detekci bodovych mutaci, jsou naopak navrzeny
pro nemutovany stav (v ptipadé¢ bodové mutace tedy dojde k hybridizaci sond s nizsi

frekvenci, coz povede ke sniZeni fluorescencniho signélu).

Tab. 5.2: Interpretace vysledkl analyzy DNA metodou MLPA

CNV status Davkovy kvocient”
Norma 0,8-1,2
Delece v homozygotnim stavu 0

Delece v heterozygotnim stavu 0,4-0,65
Duplikace v heterozygotnim stavu 1,3-1,65
Duplikace v homozygotnim stavu nebo triplikace v heterozygotnim stavu 1,75-2,15
Dalsi amplifikace v riznych stavech >1,65

* Pomér intenzity fluorescence sondy analyzovaného vzorku k intenzité fluorescence kontrolni DNA.

Obr. 5.3 zobrazuje vysledek MLPA analyzy jednoho z kontrolnich vzorki. Barevné
oblasti vymezuji jednotlivé typy sond — MUTYH, APC, GREMI a referen¢ni sondy
(hybridizace s riznymi lokusy na autozomech). Cervena a modra kiivka definuji oblast,

ve které by se za normdlnich podminek (pacient bez CNV varianty) mél davkovy

kvocient pohybovat.
Obr. 5.3: Vysledky MLPA analyzy kontrolniho vzorku
MLPA P043 KO-5933 5

R MUTYH APC GREM1
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Vysledky konfirmace pfitomnosti CNV variant v genu APC u re-analyzovanych

FAP78 (obr. 5.4) a reFAP119

o

u 1rc

ledujici obrazky. U pacient

r

r

r

U zndzoriuji nas

o

pacient

(obr. 5.5) metoda MLPA potvrdila deleci v oblasti promotoru 1B genu APC. U pacienta

w7

reFAP119 pak delece zasahuje delsi usek az do oblasti exonu 1 této referencni sekvence.

MLPA konfirmace delece v oblasti promotoru 1B (4PC sonda 1) u pacienta reFAP078

Obr. 54
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APC sonda 1: davkovy kvocient = 0,57

MLPA konfirmace delece v oblasti promotoru 1B (4PC sondy 1 a 2) u pacienta reFAP119

Obr. 5.5

MLPA reFAP-119 P043 2
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U pacienta reFAP175 (obr. 5.6) se metodou MLPA podatilo potvrdit duplikaci useku

v exonu 15. Charakter této duplikace byl dale ovétovan metodou LR PCR (viz dale).

Obr. 5.6: MLPA konfirmace duplikace v exonu 15 (4PC sonda 20) u pacienta reFAP175
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Jak jiz bylo diive zminéno, metodou MLPA byl u n¢kterych pacientti vySeten i gen
PMS?2 (Probemix P008 C1 PMS2 (MRC Holland). V Zadném z analyzovanych vzorki
vSak CNV varianta v genu PMS2 nebyla detekovana.

Long-range PCR

Pro zjiSténi, zda se duplikace v exonu 15 u pacienta reFAP175 nachazi v blizkosti
za sebou ¢i nikoliv, byla provedena konfirmace také metodou LR PCR. Amplifikovany
byly 2 oblasti — od 3' konce exonu 14 po 3' konec exonu 15 (5' produkt) a od 5' konce
exonu 15 po 5' konec exonu 16 (3" produkt). Vysledné produkty byly vizualizovany
pomoci gelovée elektroforézy v 0,5% agar6zovém gelu.

V ptipadé, Ze se duplikovany usek nachazi v dané oblasti, méla by se tato CNV
varianta na elektroforegramu projevit vzdy vyskytem 2 pruhii o rliznych délkach. Tato
situace nastala v pfipadé amplifikace obou useki u vzorku reFAP175, ale nikoliv u obou
kontrolnich vzorkti (obr. 5.7). Kromé pruhu wild type alely (cca 7 kbp v ptipadé
5' produktu a cca 5 kbp v ptipadé 3' produktu) se u pacienta reFAP175 vyskytuje také
pruh alely obsahujici duplikaci (>10 bp pro 5’ produkt a cca 5,5 kbp pro 3' produkt).
Samotny exon 15 je pfitom dlouhy 214 bp. Kromé exonu 15 tedy doslo také k duplikaci
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¢asti sekvence intronu v upstream i downstream oblasti, pficemz v pfipad¢ upstream
oblasti je duplikace mnohem rozsahlejsi. Do exontll 14 a 16 jiz duplikace nezasahuje, coz

potvrzuji také vysledky CNV analyzy.

Obr. 5.7: Konfirmace duplikace exonu 15 genu APC u vzorku reFAP175 agar6zovou elektroforézou
produkti LR PCR reakce

O'GeneRuler 1 kb
DNA Ladder

agar. elektroforéza (0,5% gel) — 160 V, 60 min WT alela

Metoda LR PCR byla dale provedena i pro amplifikaci delsi ¢asti exonu 16 genu APC
u vzorku reFAP125. Pti vizudlni kontrole v softwaru IGV se totiz zdalo, Ze by se v tomto
exonu mohly vyskytovat 2 duplikace o délce asi 75 bp (obr. 5.8 vlevo), 1 kdyz na to
vysledky CNV analyzy piimo nepoukazovaly. V ptipad¢ pritomnosti duplikaci by LR
PCR reakci mély opét vzniknout 2 produkty — wild type alela (946 bp) a alela s duplikaci
(cca 1100 bp). LR PCR reakei vSak vznikl jediny produkt o stejné délce jako v piipadé
kontrolniho vzorku (cca 950 bp), coZ neodpovida tdajnym duplikacim v heterozygotnim
stavu. Pravdépodobné se tak jednalo pouze o artefakt sekvenovani.

Obr. 5.8: Vylouceni pfitomnosti duplikaci v exonu 16 genu APC u vzorku reFAP125 metodou
LR PCR

GeneRuler DNA

Ladder Mix
112174400 bp 112174500 bp 112 174600 bp 112 174700 bp 112 174800 bp
1500 bp
| | | | | | | | | |
u x
1200 bp
reFAP125 1000 bp
900 bp
kontrola
800 bp
700 bp

APC
agar. elektroforéza (0,5 gel %) — 120 V, 120 min

Grafické zndzornéni udajnych duplikaci v softwaru IGV (vlevo) a vylouceni jejich pritomnosti metodou LR PCR
s naslednym elektroforetickym rozdélenim vzniklych fragmentii (vpravo).
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6. Diskuze

Do re-analyzy bylo zatazeno 78 suspektnich FAP a AFAP probandd. V pivodnich
planech re-analyza zahrnovala az 100 probandii. Soubor byl ale nakonec zmenSen
z divodu omezeni vstupu studenti do laboratofe v ramci protipandemickych opatieni

a dale také kvili nedostatecnému mnozstvi DNA v nekterych vzorcich.

Klinické udaje

Pro porovnani, zda nalezené patogenni varianty odpovidaji fenotypu pacientd, bylo
nutné ziskat jejich klinické tidaje (tab. 6.1). Molekularni diagnostika vsak byla indikovana
ruznymi lékaii a data proto ne vzdy obsahovala stejné mnozstvi informaci. Kromé
informaci o polyp6ze bohuzel u mnoha pacientti nebyly dalsi klinické udaje pristupné,
a to ani v ramci prvotni diagnostiky. Vzhledem ke stafi vzorki jsou tato data jen obtizné

dohledatelna.

Tab. 6.1: Souhrn dostupnych klinickych tdaju pacientl zafazenych do re-analyzy

Klinicky obraz pacienti Pocet pacientii
Rodinnd anamnéza:
Pozitivni RA nadorovych onemocnéni GIT 37
Bez pozitivni rodinné anamnézy 3
Bez udajli o rodinné anamnéze 36
Diagnostika CC/RC 17
Profylakticka operace 9
Extrakolonické ptiznaky:
Polypédza zaludku 3
Osteomy 1
Hepatoblastom 1
Maligni nadory ovaria 1
Maligni nadory ledviny 1
Fibroadenomy na téle a obliceji 1

Suspektni diagndza:

FAP 18
AFAP 7
Gardnertv syndrom (forma FAP) 1
FAP/Lynchiv syndrom 3
FAP/juvenilni polypoza 1
Nespecifikovano 46
Celkovy pocet pacientii (bez zdravych probandii) 76

RA —rodinna anamnéza, GIT — gastrointestinalni trakt, FAP — familiarni adenomatozni polypoza, AFAP — atenuovana
familiarni adenomatozni polypoza, CC/RC karcinom tlustého stieva a/nebo konecniku,
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Pro FAP onemocnéni je charakteristicky nizky v€k manifestace, cca 15 let (Jasperson
et al. 2017), primérny vek diagnostiky FAP se pak pohybuje okolo 44 let (Croner et al.
2005). Udaje o véku re-analyzovanych pacientii této statistice odpovidaji, s praimérnym
veékem prvotni diagnostiky 43 let. Nejfrekventovanéjsi veék se pak pohybuje v rozmezi
50-59 let (modus 58 let — viz Graf 4.1).

Jiz v dobé€ prvotni diagnostiky bylo celkem 17 pacientli na zéklad¢ histopatologického
vysetieni diagnostikovano s CC/RC, pticemz pramérny vek téchto pacientli se pohybuje
okolo 47 let. Pro FAP onemocnéni se uvadi primérny vék malignizace adenomu 39 let
(Fornasarig et al. 2018). Uz tento jev by mohl poukazovat na to, Ze ne vSichni tito pacienti
skute¢né trpi FAP onemocnénim. Z diivodu malého poctu probandi je vSak toto srovnani
spiSe orientacni.

U n¢kolika pacient byly také dostupné informace o extrakolonickych projevech.
Z uvedenych projevii je pro FAP onemocnéni charakteristickd predevsim polypdza
zaludku, tvorba osteomtl, hepatoblastomt a koznich 1ézi (Jasperson et al. 2017).

Kromé pacientii obsahuje soubor re-analyzovanych probandii také 2 zdravé jedince
s pozitivni rodinnou anamnézou FAP onemocnéni u ptibuznych prvniho stupné
(reFAPO85a — bratr, reFAP101 — matka). U téchto probandi tedy existuje 50%

pravdépodobnost, ze jsou nositeli kauzalni mutace pro FAP onemocnéni.

Drive vyuzité metody molekularni diagnostiky

Pro vySetfeni gent APC a MUTYH byly u probandii vyuZity rizné metody,
v zavislosti na roce diagnostiky (1993-2004). V pozdé&jsich letech (do roku 2014) pak
byly vzorky néckolikrat re-analyzovany moderngjSimi metodami. Prehled vSech metod
vyuzitych k analyze vzorkl uvadi tab. 6.2. Neplati vSak, Ze by byl soubor v celém rozsahu

analyzovan vSemi uvedenymi metodami.

Tab. 6.2: Metody molekularni diagnostiky dfive vyuzité k analyze studovanych vzorkii DNA

APC:

1. Vazebna analyza (1993-1997)

2. DGGE (1998-2004)

3. Modif. metoda Sangerova sekvenovani — screening nejcastéjsSich mutaci (kodony 1061 a 1309)
4. PTT (re-analyza) — screening nonsense mutaci

5. MLPA (re-analyza) — detekce CNV variant, bez oblasti promotoru 1B

MUTYH:

1. dHPLC (re-analyza) — Wave System 4500

2. HRM (re-analyza)

APC a MUTYH:

1. NGS (re-analyza) — panel FAP MASTR (Multiplicom), platforma MiSeq (Illumina®)

DGGE — elektroforéza v gradientovém denaturacnim gelu, PTT — protein truncation test, MLPA — multiplex
ligation-dependent probe amplification, dHPLC - denaturacni vysokoucinna kapalinova chromatografie,
HRM — vysokorozlisovaci analyza kiivek tani, NGS — sekvenovani nové generace
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Zpocatku byla DNA ¢lent rodin s vyskytem FAP onemocnéni zkoumana vazebnou
analyzou za vyuziti vysoce polymorfnich mikrosatelitnich tandemovych repetic
dinukleotidi CA v blizkosti genu 4PC (30-70 kbp od genu APC). Cilem bylo vyuzit
lokus D5S346 jako marker pro presymptomatickou diagnostiku FAP. Napiiklad Spirio
et al. (1993) se za vyuziti tohoto lokusu pokusili predikovat, diagnézu u ¢lenti celkem
14 rodin s vyskytem FAP onemocnéni.

Samotnd molekularni diagnostika FAP onemocnéni byla zpocatku provadéna
elektroforézou v gradientovém denaturacnim gelu (DGGE z angl. denaturing gradient gel
electrophoresis), pomoci které byly v genu APC vytipovany exony, €i jejich Casti
obsahujici mutaci, a to v rozsahu exont 1-15 a prvni poloviny exonu 16 (po kodon 1693).
Pro amplifikaci byly vyuZivany primery obsahujici GC-clamp (Usek bohaty na cytosin
a guanin), diky kterym zichytnost metody dosahuje az 95 % (Ferrari et al. 2008).
Naptiklad ve studii Meldrum et al. (2003) vSak metoda DGGE ve srovnani s denatura¢ni
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii nedokazala odhalit n¢kolik variant na bazi
substituci a jednonukleotidovych deleci. SniZenou schopnost rozliSeni zplsobuji
amplikony ko-migrujici gelem i pfesto, ze se jejich sekvence mirn¢ lis§i a mély by tedy
vykazovat riznou elektroforetickou pohyblivost (Adil 2014).

Pomoci modifikované metody Sangerova sekvenovani byla DNA pacientli vySetiena
na pfitomnost 2 nejcastéjSich kauzdlnich mutaci v genu APC v evropské populaci —
frameshift delece ¢.3183 3187del (p.Lysl1061 GIn1062insTer) a ¢.3927 3931del
(p.Glu13091s). Vzhledem k délce genu APC se tato metoda vyuZzivala pouze pro tyto
2 oblasti a nasledné pro konfirmaci pfitomnosti variant zachycenych ostatnimi
zminénymi metodami. Zachytnost metody dosahuje prakticky 100 %. Mez detekce se
ovSem pohybuje okolo 15 az 20 %, coZ predstavuje omezeni pii vyskytu genetické
mozaiky.

Pro screening mutaci vedoucim ke vzniku predCasného stop kodonu (nonsense
¢1 frameshiftové mutace), byla vyuzita metoda protein truncation test (PTT). Metodou
byl preferencné analyzovéan posledni exon genu APC, ktery diky své délce umoziuje
vyuzit jako vstupni materidl DNA namisto RNA molekuly. Zhruba v poloviné tohoto
exonu se navic vyskytuje jiz diive zminiovana oblast muta¢niho klastru, ve které¢ u FAP
pacientll pomérné Casto dochéazi praveé k mutacim zpasobujicim vznik ptedcasného stop
kodonu (Zhang a Shay 2017). V ptfipadé dostupnosti mRNA pak bylo mozné vySetfit
1 ostatni exony genu APC. Citlivost metody PTT se pohybuje okolo 80 %. Na druhou
stranu napiiklad ve studii Necker et al. (2011) tato metoda v genu APC na rozdil od metod
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MLPA a Sangerova sekvenovani dokazala odhalit varianty vyskytujici se v mozaice
na urovni pod 15 %. V soucasné dob¢ je vSak tento problém prekonan pomoci NGS.

Z divodu omezené schopnosti metod zalozenych na PCR detekovat dlouhé inserce
a delece byla po uvedeni komeréné dostupné smeési sond pro gen APC tada vzorki
re-analyzovana metodou MLPA s cilem detekovat CNV varianty. V t¢ dob& vSak
metodou jesté nebylo mozné vysettit oblast promotoru 1B, nebot’ sondy pro tuto oblast
byly do smési zahrnuty az poté, co byly ve studii Rohlin et al. (2011) objeveny jeho delece
u rodin pacientli s FAP onemocnénim.

Analyza genu MUTYH probihala zejména pomoci denaturacni vysokoucinné
kapalinové chromatografie (dHPLC zangl. denaturing high performance liquid
chromatography) na pfistroji Wave system 4500. Pro metodu dHPLC se uvadi zachytnost
az 98 % (Ferrari et al. 2008), se schopnosti detekovat substituce, kratké inserce a delece,
ato 1 v pripad¢ genetické mozaiky (Yu et al. 2006).

Kromé dHPLC se k analyze genu MUTYH vyuzivala také vysokorozlisovaci analyza
krivek tani (HRM z angl. high resolution melting analysis). Zachytnost metody se udajné
blizi 100 % s tim, Ze metoda byla schopna zachytit varianty vyskytujici se v mozaice
na urovni jen 5 % (Taylor 2009). V jinych ptipadech se naopak uvadi omezené rozliseni
metody, a to v piipad¢, kdy sekvence obsahujici rizné varianty vykazuji podobnou kiivku
tani — asi 10 % ptipadd (Wittwer 2009). V kombinaci s dHLPC vSak tyto metody
umoziuji spolehlivou analyzu, kterd by mohla byt jednim z divodi, pro¢ v rdmci re-
analyzy nebyla v genu MUTYH detekovana z4dnd patogenni varianta.

V roce 2014 byly 2 vzorky ze souboru re-analyzovany také pomoci metody NGS
na platformé MiSeq (Illumina®) s vyuZzitim panelu FAP MASTR, ktery umoznil obohatit
knihovnu o kodujici sekvence v genech APC a MUTYH. Analyza se tedy stale

nezameétovala na oblast promotoru 1B v genu 4APC.

6.1 Patogenni varianty v genu APC

Metodou NGS bylo detekovano 14 patogennich variant v genu APC. Procentualni
zastoupeni jednotlivych typi zachycenych patogennich variant v genu 4APC v ramci této
prace byla porovnana s udaji v databazi HGMD® (tab. 6.3). Srovnani je vSak spiSe
orienta¢ni, nebot’ na vysledky prdce ma vyznamny vliv fakt, ze se jedna o re-analyzu.
V reportovanych variantach se tak Castéji objevuji varianty nachazejici se v oblastech,

na které se molekularni diagnostika v letech 1993-2004 nezamé&tovala.

66



Tab. 6.3: Srovnani procentualniho zastoupeni zachycenych patogennich APC variant s udaji v databazi

HGMD®
Typ mutace Podil (%) Podil v HGMD® (%)
Kratka delece 36 (5 pacienti) 38
Nonsense 21 (3 pac.) 18
Kratka inserce/duplikace 7 (1 pac.) 17
Dlouhé delece 14 (2 pac.) 7
Sesttihova (splicing) 14 (2 pac.) 6
Dlouh4 inserce/duplikace 7 (1 pac.) <1

Podle ocekavani tvoii velkou ¢ast reportovanych variant v genu APC prave varianty
nachazejici se v oblastech, na které se molekularni diagnostika v letech 1993-2004
nezaméiovala — (1) oblast promotoru 1B, jehoz klinickd souvislost s FAP onemocnénim
byla potvrzena teprve pomérné nedavno, (2) a druha polovina exonu 16. V ramci re-
analyzy byly patogenni varianty v téchto oblastech zachyceny celkem u 5 pacientl
(2x delece v promotoru 1B, 3x patogenni varianta v druhé poloviné exonu 16), ktefi
dohromady piedstavuji 36 % vSech pacientl s detekovanou patogenni APC variantou.
Do vysledkl se pak promitd i samotny charakter metod, které byly v minulosti vyuZzity
k analyze vzorki, predevsim jejich detekéni schopnost a riznd technickd omezeni (viz
kapitola Drive vyuzite metody molekularni diagnostiky).

Patogenni varianta v genu APC byla zachycena i u jednoho ze 2 probandi, kteti byli
v minulosti zahrnuti do re-analyzy metodou NGS za vyuzZiti panelu FAP MASTR
(Multiplicom). Jedn4 se o pacienta reFAP138, u kterého byla nalezena sestfihova varianta
c.1312+5G>A. Duvod, pro¢ tato varianta nebyla v minulosti detekovana, je jen obtizné
vysvétlitelny. 1 kdyz se panel FAP MASTR zamétoval pouze na kddujici oblasti genu
APC, jedna se o variantu, kterd lezi v tésné blizkosti exonu 10 a méla by proto byt touto
metodou detekovatelnd. Kromé panelu vSak chyba mohla spocivat také
v bioinformatickém zpracovani dat.

U zadného z re-analyzovanych probandt nebyly v homozygotnim stavu detekovany
patogenni varianty v genu MUTYH zpUsobujici MUTYH-asociovanou polypozu. To miiZe
byt dano celkovou niZsi frekvenci MAP onemocnéni v populaci (prevalence 1:20 000
az 1:60 000) oproti FAP onemocnéni (prevalence 1:11 300 az 1:37 600) (Half et al. 2009),

ale také moznou vyssi zdchytnosti metod diive pouZitych k vySetteni genu MUTYH.
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6.1.1 Genotyp-fenotypova korelace

Na zaklad¢ pozice kauzilni mutace v genu APC lze u pacientli do jisté miry
predikovat formu FAP onemocnéni — klasicka, atenuovana ¢i agresivni FAP. Kromé
formy FAP onemocnéni by s pozici mutace m¢l také korelovat vyskyt nékterych
extrakolonickych projevi. Bylo proto srovndno, zda klinicky obraz pacientl, u kterych
byla zachycena patogenni varianta v genu APC, odpovida genotyp-fenotypové korelaci

FAP onemocnéni (tab. 6.4).

Tab. 6.4: Genotyp-fenotypova korelace pacientd FAP pacientd

Pacient (vék): fenotyp Kodon  MozZny fenotyp ™
reFAP117 (17): suspFAP, Cetné polypdza 182 185  Klasickd FAP. Extrakolonické projevy:
kolorekta, hepatoblastom (ve 2 letech) nadory Stitné Zlazy, hepatoblastomy.
reFAP138 (44): suspFAP, Cetna polypdza 437 Klasicka FAP. Extrakolonické projevy:
kolorekta, karcinom ovaria CHRPE, hepatoblastomy, nadory §titné zI.
reFAP001 (30): - 541 Klasicka FAP. Extrakolonické projevy:
CHRPE, hepatoblastomy, nadory §titné ZI.
reFAP059 (45): - 652 Klasicka FAP. Extrakolonické projevy:

CHRPE, gastroduodenalni adenomy,
hepatoblastomy, nadory §titné ZI.

reFAP175 (43): stovky polypt kolorekta 7582 653? Klasicka FAP. Extrakolonické projevy:
CHRPE, gastroduodenalni adenomy,
hepatoblastomy, nadory §titné ZI.

reFAP100 (33): suspFAP, Cetné polypdza 703 Klasicka FAP. Extrakolonické projevy:
kolorekta s malignim zvratem CHRPE, gastroduodenalni adenomy,
hepatoblastomy, nadory §titné ZI.
reFAP003 (32): - 767 Klasicka FAP. Extrakolonické projevy:
reFAP008 (40): - CHRPE, gastroduodenalni adenomy,
hepatoblastomy, nadory S§titné Zl, osteomy.
reFAP479 (55): - 1360 Agresivni FAP. Extrakolonické projevy:

CHRPE, gastroduodenalni adenomy,
hepatoblastomy, osteomy.

reFAP110 (53): cca 100 polypt v tracniku, 1942 Atenuovana FAP. Extrakolonické projevy:
okultni krvaceni (v 50 letech) desmoidy.

reFAP172 (25): mnohocetna polypdza

zaludku (ve veéku 12-15 let)

reFAP130 (55): ¢etna polypoza kolorekta 2639 Atenuovand FAP. Extrakolonické projevy:
(hemikolektomie) desmoidy.

CHRPE — kongenitalni hypertrofie retinalniho pigmentového epitelu.
Podtrzenim zvyraznény text znazoriuje korelaci predpovidaného a zaznamenaného fenotypového projevu.

Zdroje (1-4): Balaguer et al. (2015), Septer et al. (2013), Hagen et al. (2015), Araujo et al. (2019)

Ve skupiné pacientii se zachycenou patogenni variantou v genu APC by se na zakladé
pozice varianty mély objevit vSechny 3 zminéné formy FAP onemocnéni (8 klasicka,
3% atenuovand a 1x agresivni forma). Vék manifestace, a tim padem 1 vék diagnostiky
atenuované formy FAP onemocnéni pfitom byva oproti klasické formé (do které je

zahrnuta 1 agresivni forma) v praiméru o 1015 let vyssi (Half et al. 2009). S ohledem

68



na nizky poc€et FAP pozitivnich pacientl v re-analyze nelze vyvozovat zddné vyznamné
zavery, nicméné pacienti reFAP479 (agresivni FAP, 55 let) areFAP172 (atenuovana
FAP, 25 let) z této statistiky mirn¢ vybocuji.

Pro nedostatek klinickych 1udaji bohuzel neni mozné efektivné srovnat
extrakolonické projevy onemocnéni s genotyp-fenotypovou korelaci pozorovanou
v ramci hned n€kolika riiznych studiich. Otazkou je, zda udaje nejsou dostupné, protoze
u téchto pacientli v dob¢ prvotni diagnostiky nebyly zadné extrakolonické projevy
zaznamenany, nebo zda data pouze nebyla pfedana laboratofi od klinického genetika.
Vyjimku ohledné dostupnosti klinickych udaji predstavuje snad jen pacient reFAP117,
u kterého byl ve veéku 2 let diagnostikovan hepatoblastom. Fenotyp predikovany
na zéklad¢€ pozice zachycené patogenni 4APC varianty u tohoto pacienta zahrnuje mimo
jiné pravé 1 tvorbu hepatoblastomi. U zbylych pacientli 1ze jen pfedpokladat, jaky fenotyp
by mohli vykazovat.

6.1.2 Delece promotoru 1B

Zajimavou oblast, nejen pro tuto praci, pfedstavuje oblast promotoru 1B v genu APC,
na kterou se Zadna z diive vyuzitych metod analyzy genu APC u souboru probandi
nezaméiovala. Od doby, kdy byla prokdzana klinickd souvislost promotoru 1B s FAP
onemocnénim (Rohlin et al. 2011), bylo v této oblasti zaznamenano né¢kolik kauzalnich
mutaci s charakterem bodovych mutaci (Li et al. 2016, Yang et al. 2021, Dixon et al.
2021), ale také deleci (Kadiyska et al. 2014, Lin et al. 2015, Snow et al. 2015, Yamaguchi
et al. 2016, Marabelli et al. 2017, Araujo et al. 2019). Jedna se jak o relativné kratké
delece (v fadu desitek bp) zasahujici pouze oblast promotoru, tak i o rozsahlé delece, které
v fad¢ ptipadii zasahovaly az do oblasti exonu 1B — prvniho exonu transkripénich variant
kontrolovanych timto promotorem.

V ramcire-analyzy byly v promotoru 1B zachyceny delece o rGizné délce u 2 pacientt.
Co se rozsahu tyce, konkrétni délka deleci nebyla vramci této prace ovéfovana.
Na zakladé vysledkit MLPA analyzy vSak bylo potvrzeno, Ze u pacienta reFAP078 delece
zasahuje pouze oblast promotoru 1B, a z vysledkli CNV analyzy se 1ze domnivat, Ze je
tato delece dlouha 37 bp. V ptipadé pacienta reFAP119 nelze z vysledkit CNV analyzy
bohuZel urcit presny zacatek ani konec deletovaného tiseku, nebot’ délka delece nejspis
piekracuje celou sekvenovanou oblast zahrnutou v panelu CZECANCA v.1.2. Pomoci

metody MLPA se vSak podaftilo potvrdit, Ze kromé promotoru 1B delece zasahuje i do jiz
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zminéné oblasti exonu 1B. V ramci dalSich studii by tak bylo vhodné ptfesné definovat
pozici a rozsah téchto deleci.

Na zéklad¢ vysledkii uvedenych studii by fenotyp pacientii s kauzalni mutaci v této
oblasti m¢l obecné odpovidat projevim klasické formy FAP onemocnéni s tim, Ze
pacienti byvaji nachylnéjsi k tvorbé zaludecnich polypti. Kromé FAP onemocnéni totiz
oblast promotoru 1B klinicky souvisi také se syndromem adenokarcinomu zaludku
a mnohocetné polypozy zaludku (GAPPS) (Li et al. 2016). Fenotyp pacienti reFAP078
areFAP119 ptiblizné€ odpovida klasické formé FAP onemocnéni (viz tab. 5.1), nicméné
ani u jednoho z pacientli se onemocnéni v dobé prvotni diagnostiky neprojevovalo

tvorbou zaludec¢nich polypu.

6.1.3 Duplikace exonu 15

Druhy typ CNV varianty v genu APC, ktery byl v rdmci re-analyzy detekovan,
predstavuje duplikace exonu 15 u pacienta reFAP175. Tato varianta byla primarné
nalezena pomoci NGS analyzy a jeji pfitomnost byla nasledné potvrzena pomoci metody
MLPA. Nebylo vSak jasné, zda se dand duplikovand oblast nachdzi uvnitt kddujici
sekvence genu APC, ¢i zda je tento Usek na jiném misté genomu. JelikoZ pacient
vykazoval stovky polypi tlustého stteva ve véku 43 let, 1ze predpokladat, ze nalezena
duplikace exonu 15 genu APC se skute¢n€ nachazi uvnitt kodujici oblasti.

Pro dalsi charakterizaci duplikace byly pomoci LR PCR amplifikovany 2 oblasti —
5" oblast (ohranicena popfednim primerem nasedajicim do exonu 14 a zpétnym primerem
nasedajicim do duplikovaného exonu 15) a 3’ oblast (ohranicenad poptednim primerem
nasedajicim do duplikovaného exonu 15 a zpétnym primerem nasedajicim do posledniho
16. exonu genu). Podle o¢ekavani v ptipadé pacienta reFAP175 vznikly v obou oblastech
dva amplikony, zatimco v pfipad¢ v ptipad¢ obou kontrol (jiné dvé DNA ze souboru
reFAP pacientll) vznikl v obou oblastech pouze jeden amplikon. Del§i amplikony
obsahujici duplikaci byly vzdy velmi slabé, na agar6zovém gelu téméf nepatrné.
Na zakladé orientacni délky fragmentd, které elektroforéza umoznuje zjistit, vSak lze
predpokladat, Ze krom¢ samotného exonu 15 zasahuje duplikace i do intronové oblasti.

Z agar6zového gelu byly nésledné vytiznuty jednotlivé amplikony pacienta s cilem
ziskat jejich sekvenci modifikovanou Sangerovou metodou. V disledku velmi nizké
koncentrace amplikonu a piekryvu vice sekvenci se nicméné sekvenci produktu

obsahujiciho duplikaci bohuzel nepodaftilo spolehlivé precist.
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Zatimco delece celého exonu 15 jiz byly zaznamenany (Aretz et al. 2005, Nielsen
et al. 2007, Jiang et al. 2015), jednoducha duplikace tohoto exonu nebyla v zadné studii
publikovana. Tato varianta tak nejspis bude pomérn¢ vzacna. Stejné tak by se ale mohlo
jednat o néjakou komplexnéjsi prestavbu zahrnujici exon 15. Pfestavby v této oblasti jiz
byly dfive zaznamenany, nicméné ve vSech ptipadech se zakladdaly primarné na deleci
exonu 15 (Su et al. 2000, Quadri et al. 2015), ptipadné jen piedchézejiciho intronu (Tuohy
et al. 2010). V ramci dalsiho vyzkumu by proto bylo zadouci zaméfit se u pacienta
reFAP175 na tuto oblast a ziskat jeji sekvenci.

Déle se také nabizi otazka efektu této duplikace. Exon 15 je soucasti sekvence
kédujici doménu armadillo repetitivni tisekt uvniti proteinu APC zodpovédnou za vazbu
fady faktor dilezitych pro bunéfnou adhezi, migraci (Zhang a Shay 2017)
a pravdépodobné také apoptozu (Lui et al. 2012). V dasledku duplikace by tak mohlo
dojit k naruSeni struktury této domény s negativnim vlivem na jeji funkci. S ohledem
na moznou pozici zac¢atku duplikace by také mohlo dojit k naruseni mechanismu sestiihu
transkriptu. Pro dal$i objasnéni podstaty této varianty by tak bylo vhodné u pacienta
reFAP175 (ptfipadné u nékterého ptibuzného prvniho stupn¢) dale provést také analyzu

mRNA.

6.1.4 Nové patogenni varianty v genu APC

V ramci re-analyzy bylo zachyceno nékolik patogennich variant v genu APC, které
dosud nebyly v Zadné studii publikovany.

Prvni takovou variantu ptedstavuje frameshift delece c.4079del (p.Ser1360Phefs
Ter55). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o dosud nepopsanou variantu, lze jeji patogenitu
pouze predpokladat. Argumenty, které jeji patogenitu podporuji, jsou nicméné silné.
Po transkripci genu APC z mutované alely obsahujici variantu vedouci ke vzniku
ptedcasného stop kodonu mohou nastat 2 situace — (1) bud’ je pred¢asné vznikly stop
kodon v mRNA rozpoznan a dojde k jeji degradaci mechanismem NMD (Shirts et al.
2014), nebo (2) vznika zkraceny protein APC.

Pokud by doSlo k translaci alternativni APC mRNA, vznikajici protein by byl
v piipad¢ varianty c.4079del zkracen o polovinu své délky. Jeho sekvence by byla
zakonCena v oblasti domény 20 aa repeats, do které se za normélnich podminek vaze
B-katenin. Zkraceny protein by ho tak nesjpi§ vazal se sniZenou aZz zcela nulovou
schopnosti. Vlivem delece by navic v této doméné také dosSlo k zdméné Ser za Phe

v pozici 1360, ktery predstavuje jeden z cilii fosforylace nezbytné pro vazbu B-kateninu
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(Dephoure et al. 2008). Zkraceny protein si vSak stale zachovava dimeriza¢ni doménu
a tvorbou dimert tak muze inaktivovat i protein tvofici se z wild type alely (Zhang
and Shay 2017).

O patogenité varianty déale svédci také to, Ze varianta c.4240del (p.Metl413 Val
1414insTer) zptsobujici vznik zkraceného proteinu, liSiciho se oproti situaci u pacienta
reFAP479 svou délkou jen o 1 aminokyselinu, je povazovéana za patogenni (Miyoshi et al.
1992, Groden et al. 1993, Burger et al. 2011, Ikenoue et al. 2015).

Pozice této varianty naznacuje, ze pacient by mél trpét agresivni formou FAP
onemocnéni, nicméné udaje o jeho klinickém obrazu nejsou bohuzel dostupné.

Mezi dosud nepopsané varianty patii také duplikace exonu 15, kterou je vSak nutno
blize charakterizovat. To se tyké i dvou rizn¢ dlouhych deleci promotoru 1B, které byly
béhem re-analyzy nalezeny. Na rozdil od duplikace exonu 15 vSak v minulosti bylo
zaznamenano alespon 7 riznych deleci zahrnujicich promotor 1B (Marabelli et al. 2017).
Dokud tak nebudou u zachycenych deleci blize specifikovany jejich pozice a rozsah,

nelze pfimo tvrdit, Ze se jednd o nepopsané varianty.

6.1.5 Mozaicismus u FAP pacienti

Az 20 % pripadi FAP onemocnéni byva zpiisobeno de novo mutaci principem
genetického mozaicismu (Hes et al. 2007). U fady studii zaméfenych na re-analyzu
zdanlivé negativnich suspektnich FAP pacienti byl pomoci metody NGS objeven
somaticky mozaicismus (Iwaizumi et al. 2015, Ciavarella et al. 2018, Stormorken et al.
2018, Kim et al. 2019).

V rdmci této prace byla analyzovana DNA izolovana z periferni krve pacientt, a tudiz
by bylo mozné zachytit mozaicismus, ktery mél piivod v ¢asné fazi zarode¢ného déleni.
Zatimco krev je ptivodu mezodermalniho, tlusté stfevo je tvoteno z endodermu, pficemz
tyto zarodecné listy se tvoti okolo tfetiho tydne vyvoje zarodku. Bioinformaticka pipeline
hodnotici data z NGS sekvenatorti byla pfitom nastavena na mez detekce 5 %. Pro zachyt
mozaiky by se tak buiiky obsahuji alternativni alelu v genu APC musely v periferni krvi
nachazet na hranici alespont 10 %. U Zadného probanda vSak nebyl mozaicismus v ramci
re-analyzy nalezen.

Pro detekci variant z alternativni linie bunék vzniklé az po tvorbé zarode¢nych listi
by bylo nutné analyzovat DNA izolovanou pfimo z postizené tkan¢ (kolorektalni polypy,
v ptipadé extrakolonickych projevii mozné také z jinych tkani), coZ je vSak, z divodu re-

analytického charakteru prace, nemozné.
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6.2 Patogenni varianty v ostatnich genech souvisejicich s tvorbou
kolorektalnich polypi

Kromé¢ potvrzeni diagnézy FAP onemocnéni umoznil multigenovy panel
CZECANCA v.1.2 ptehodnotit suspektni diagnézu u 8 re-analyzovanych pacientt,
u kterych se pomoci NGS podaftilo zachytit patogenni varianty v genech souvisejicich
s riznymi dal$imi onemocnénimi spojenymi s tvorbou kolorektalnich polypa. Tyto
syndromy se pfitom navzajem od sebe lisi pfedevSim typem polypil (z histologického
a morfologického hlediska), jejich Cetnosti a rizikem malignizace, primérnym vékem
manifestace, extrakolonickymi projevy a typem dédi¢nosti (tab. 6.5).

Na zaklad¢ vysledki re-analyzy, klinickych dat pacientti (v piipad¢ dostupnosti)
a v literatufe uvedenych informaci o jednotlivych dédicnych onemocnénich spojenych
s tvorbou kolorektalnich polypti byla diagnéza zminénych pacientd ptrehodnocena
nasledujicim zptisobem:

o 1eFAPO83 (MSH?2): Lynchuv syndrom;

o reFAPOS81, reFAP185 (STK11): Peutziiv-Jeghersuv syndrom,

e 1eFAP068 (PTEN): PTEN hamartomatozni tumorovy syndrom;

e 1eFAP148, reFAP159 (BMPRIA): syndrom juvenilni polypozy &1 hereditarni

smiseny polypozni syndrom,

reFAPO53, reFAP114 (SMAD4): syndrom juvenilni polypozy.

Lynchuv syndrom

U pacienta reFAPO83 byla nalezena patogenni varianta v genu MSH2, jehoz
produktem je tumor supresorovy protein MSH2 (MutS homolog 2) zapojeny do oprav
chybného parovani bazi (MMR). Tento gen vykazuje klinickou souvislost s Lynchovym
syndromem. I pfesto, Ze tvorba kolorektalnich polypi neni pro Lynchiiv syndrom typicka
(z ¢ehoz vyplyva star§i nazev hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom), polypy se
mohou tvofit jako prekancerdzni 1éze (Buchanan et al. 2010, Idos a Valle 2021), praveé
jako v ptfipadé pacienta reFAP083. Diagnozu dale utvrzuje cetny vyskyt CC/RC v rodiné
pacienta.

Kromé Lynchova syndromu je gen MSH?2 spojen také se syndromem konstituéniho
deficitu MMR genti, ktery vSak vykazuje autozomdlné recesivni dédi¢nost, zatimco

u pacienta byla nalezena patogenni varianta pouze v heterozygotnim stavu.

73



(9107) 'Te 30 wepy

(6107) Te 30 uBWA[[0ID
“0207) e 3 dmy
“(ST0OT) T8 10 uaId M

(8102) Te 10 ueueyong

(0102) Te 10 ueuRYONg
“(1207) d1IeA pue sop]

(6107) T8 30 USS[RIN
‘(1107) ‘T8 39 USS[IN
“(6007) ‘Te 3 JIeH

(¥107) udua1d e 1oes0g
‘(6007) Te 10 J1eH

(L107) "Te 10 uosiadser
“($107) usudiq ® 10e3og
“(6007) Te 10 JleH

“Aweuzou :5¥/0) Ansouserp A Auwinid Quashaz :5¥/0D oNizryg

(AwojKo01358)

SND ‘Z¢[Z YoAuRow ‘Aze|z uwns ‘(epnyez + d84A zIa) L1D A1opeu — dd1zodsipaad gaotopeN
"wnuaponp ‘(00 >) 0ALS SN} — LID A AWoUdpy

(610 'Te 30 UBWIA[[01D) —19] [9) JWRUZIU :D/DD Aqusouderp A Aurgunid ‘QUISAAZ (/DD 0Nzl

*KyuSipewr 930130[03WIY ‘MZOW ‘OJAYOW OYYA0QOUW

‘TireAo ‘noydip oyruzolgp ‘emowopud ‘nsid ‘(ashA z1A) 110 K1opeu — dd1zodsipaad gAoaopeN
“wnuaponp {(MWoudpe ()0 [>) 0AdNs sn) — LD A AdAjod dpnserdiodLAy/muyeids + fwoudpy
(8102 'Te 12 ueueyong —19[ 0F—S¢ 1AT0Od 191 0§ T10d)

Awrguzou :5y/00 Ansouserp ya Awrpuinid ‘Quashazou :Y/DD oy1Zry

‘nsid ‘nyjzowr

‘ILIBAO ‘BLIIQWIOPUR ‘(0AQ1IS QU] NOPN[eZ + 9$AA ZIA) 1 [D Alopeu — ddizodsipaad vaoaopeN
(001>) 0Ad1s gisnf) — LI A Auroudpy

11 19T :08/0D Amsouderp 34 Ausunad ‘o 0L :38/0D ON1Zhd

"ZR[Z YOAAOZEW KIOPBU — UWOAPUAS ANLLIOL-ATLITN ®

‘SN AIOpeu IS[ep Q191U + AWO0ISe[qol3 — [ dA] wopuds anjoounj e

‘nsid A1opeu F ‘Kjeysord 1590 yoLaogow ‘JLIRAO

BLIJOWOPUD ‘(seanued ‘0AdLS U] Nopn[ez + ISAA ZIA) 1[0 Kiopeu — 3dizodsipa.ad gaodopeN
NIUQAUOY ‘0AdN)S 9Isn[}) — (9Z9] Tuzordduesard oyel) LD A Awoudpy

RI 8% :2¥/DD Ansouserp dpa Awiguunid ‘o4 08 :¥/DD oNIZrY

"dYHD “Aewtiouqe

uqnZ ‘uIApI[peu 3z9| 1uSIuaq ‘9zny eulAodel ‘Azejz uins ‘meanjued ‘mypnez ‘eLowopud

‘nsad A10peN F JAYoW AA0Q0W ‘TLIBAO ‘(9$AA ZIA) LD A1opeu — dd1zodsipaad gaoaopeN
‘wnuaponp ‘(nuioudpe ()0 [—0]) OAS s} — LID A

(1uzoyewouope + yjonse[diodAy) AdLjod Juasiws + AdLjod ryeaas/pdnsejdiadAy + Awoudpy
191 96 :04/DD Ausouderp y4 fuxgwinad ‘o 0L :D¥/DD ONIZRY

‘nsid ‘(enel + 9s4A z1Aa) 11D K1opeu — 3d1zodsipa.ad gaodopeN

[opnyez

‘wnudponp (Jv4 oIsery Hd zou quawr) IuRauoy (00 1-01) 0ANS SN — LID A Awoudpy

3

131 6€ :0W/DD Ansouderp 4 fuxwinid ‘o 001 :D¥/DD ONZRY

‘(Awoyse[qor[3 ‘Awoise[qonpawr) SN A10peu — 7 dd] wopuds anjoouny e

*KI0pRU © 90BULIOJ[BW [UQNZ © TUISOY — UOAPUAS ANIDUPIDL) e

AYHD ‘QorULIOj[BW [UQNZ B [UISOY DZJ[ IUZOY ‘APIOWSIP

‘Aze1z omns A1opeu ‘(Aporonjz ‘enel ‘seanjued + 354A z1A) 110 K1opeu — 3d1zodsipa.ad gaodopeN
1se[qo ruendwerad ‘(wnusponp eugwi(oz) 0AdNS YU opnjez

NIRaUOY ‘(000 [< ‘d Vel Jua1sa45p ‘000 1-001:d ¥ PYIISDLY) 0ASDS SN[} — LD A Awoudpy

qv

qv

av

av

qv

av

av

EHSW

I'THIN

[A70d ‘A70d

WVOdH
‘TS 9HSW
‘THSW ‘THTW

HAINA

odV

odV

(ewreuzau 2oud[eAdId)
ezodAjod gueAoId0SE-C LTSI

(ewreuzou 9oudeAdId)

(dvN)
ezodAjod gueAo100R- TH IN

(ewreuzau 2oud[eAdId)
(dvdd) AzerowAjod foxuny
nouaeido s gusfods ezerowA[og

(6LT:1)
(ST) woIpuks Anyouk|

(000 09:1 28 000 0T:1)

(dvIn)
ezodAjod euRAOIOOSE-FI L I NN

(dVAV) dVd guesonuary

(009 LE:T 28 00€ T1:1)
(dv4) ezodKjod
TUZQ)RWOUdPL TUIRI[IWR,]
:AzodATod TUZO)RWIOUAPY

aloapz

AwoydwAs TuAe[H )ISoWIp( UIS Audznsod

(ddudeadad) TupudowduQ

(1) ndAjod yoruyeyo10[03 N0QI0A] S YoAusfods TUQUOOWOUO YOAUQIPIP LYNISOUTLIP IU[BIOUIJI( :S°9 *qeL

74



njajaa
oyaaoyuaw3d oyupuiia.L 21f041.12dy 1UPIUISUOY — FJYHD NYIUIIUOY/DADLS 0Y2ISNI] WOUIDADY — DY/ 1YDA] TUDULISIIUIOAISDS — [TD) ‘TUAISIIDA QUIDUIOZOIND — Y| ‘TUIUDUIULOP QUIDULIOZOIND — (T

Aweuzau :HY/DD Ansouderp NA Awuunid ‘QUISAAZ :D)/DD) ON1ZIY (ewrguzou dous[eAd1d)

(2107) 'Te 10 1230e( "Aprowsop ‘Kjeisoid eurrodel F ‘(9s4A z1A) 11D A1opeu — 3d1zodsipaad gaoaopeN TNATID/SHDS (SdINH) woipuLs

‘(€007) Te 10 UoZOYy *LID A AdAjod guasiws + xjonsejdiadAy + Awojrewey + AWoudpy av VISING zodAjod Auasiwus 1uIRIIpaIoH
*AZodATod JURSIWS

“Kurguzou :53y/0) Aqusouserp yRa Awuinid ‘o, 05— :0U/DD ONIZRY (ewrguzou sousreAaid)

(L107) 'Te 10 3102ds(] “(os£A Z1A) 11D Atopeu — ad1zodsipaad eaoropeN (Aued (sds)

‘(€107) wRIND ' uaSeqUINS NTUou0Y ‘0Adxs snl — (00 1>) LID A AdAjod udstus + ponsejdiadAy + 1meidg BWBUZOU IS[EP + SHANY KzodA&jod 1me1ss woIpukg

[od TS

W T :0d/DD Amsouserp ypa Lwpuinid o 06—0t :0U/DD OM1Zry

(seanjued + os4A z1A) LD A10peu — 2d1zodsipaad gaotopeN (000 001:T 22 000 91:1)

(L107) 2@mOH e o[prey uasie] (TwejueleA pgppys wruuagoied s muaroed n AUBUSWERUZEZ) 99LWIOJ[BW [UIR[MY[SBA B [UQIPIS F rAVINS (sdp)

“(S007) deIOBN PUB MOYD) IUQIUOY ‘0ANS ISN]) OPN[eZ ‘0AdNS U} — LID A (AdAjod turtuoan() Awoyrewrey av ‘VINING AzodAjod 1upruoan( woipukg
“Aurguzou :5y/00 Aqnsouserp yRa Aurwinid ‘QuasAaz :5¥/J0 ONIZIyg

‘nstudd vu AWIAYS JAQQUIWSIY (ewreuzou douoreAdid)

(1207) Sug e eIyo & ‘Awoiduvwoy (S g) woIpuks AnqesreAny

“(8007) Stuud(J ® [eypuawINg *9QA0UIPMO)) NWOIPUAS uqopqo AwoydwAg av NALd -oyAo[ny-Anueseuueq

“Awguzou :5y/00 Ansouserp ypa Awiguinid ‘o, 91 :5¥/0D oNizryg

‘Awoiqy ‘Awod1] ‘niyesy oyIuIgULINO}IUSS

‘eLijowopud ‘uIApa] ‘nsid ‘Azejz ouins ‘(9s4a z1A) 11D A1opeu — d1zodsipaad gaoaopeN
"([Iuauoy ‘oAds isny) eugwifoz) 110 A[00 — LID A Awoudpe F AwoyieweHy

(9107) 'e 10 ur2son “Toafa Spdrr0jomoydAsd Lugpzodo dneyadonyew ngp (000 00T: 1> peypo
“(8007) Stuus( ® [eypuawINg IZJY[ TUUBINOYNJA] ‘PWIRUZOU 90UJ[BAAId)
“($007) Sug ® pysre[d ‘(noj9azowr wojAko01[3ues Aonse[dsAp) 20WU BAOSO[IN(-BAO)IULIY | av NALd (SD) 9A0USPMO)) WOIPUAS

191 9p—Th :04/DD Ausouserp A Ausgunud ‘o4 6¢ :DU/DD oIz

"YoLoRYOAp

[OBIS90 YOIUIOY ‘YOSPOAOQOW ‘LIAYOIUL WYAOOW “NIUPN|Z “@0Q1AuRd QAOUIAPI] A AWOMBWEH F
‘nsid ‘(Ayunq oyI[[019S) sA359) ‘NydIQ

OYIUZO[RP “DPOA0d[aA ‘TireAO ‘(searjued + osfa zia) 11D A1opeu — ddizodsipaad gaoiopeN (000 00Z:1 28 000 0S 1)
(0107) Te 19 s332g  “(Twsn eumnp) o1uzI[s © ((3s1d AYQU0Y “AIIP YIIUSOU B 190 s 0]030) 3zny ddejudwdidradAH (Srd)
“(9107) 'Te 10 ALLIBDOIN NTUQOUOY ‘OADLS 9ISN[} OPN[BZ ‘0AdNS YU} — L[ A AWOUIPE + AWOYIBWEBH av I[1YIS WOIPUAS ANSIOYII[-ANZINOJ

"AzodAjod JUZojeW0)Te W e

“(ST0T 'Te 30 ouIn@ — 19 91)

Awguzou :5y/00 Ayusouderp ya fwiguinid ‘o 0L—0f :DU/DD ONIZIY (purpuzou ooud[eAd1d)

AuSijew oyd15ooewoy (@ININD)

(S107) eroowmg  ‘dz9[ JUZOY ‘MYZOW (JIUYDUOY ‘0ADS IUS) + O$AA ZIA) L[D) Alopyu — ddizodsipaid gaoropeN CSId ‘9OHSI nUeg YN MIOYep

(P107) T8 10 Jouruipm "0A1IS IS} — LD A AWOUdIpY v ‘THSW ‘[HTW OYIURMIISUOY WOIPUAS
191 76-8% :04/DD Ansouderp A Auiguinid QUISAAZ :5Y/DD 0N1ZIY

‘nsid ‘(as4A z1A) 11D A1opeu — ddnzodsipaad gaoopeN (ewreuzou dous[eAd1d)

(6107) 'I& 10 eIONULY[O "(001>) 0A21s 9s0) — LID A AWOUIPY vV EHTW ezodKjod pueaowoose-c[7 7N

aloapz AwojdwAs tuAe[H JIS0WIPR  UAS Audaznsod  (ddudfeadad) rugudowdu(

(2) z9dAjod yoruyeI 21003 YOAUQIPRP LYNISOUTEIP IU[PIOUSISJI( :§°9 "qeL

75



Peutziiv-Jeghersuv syndrom

Peutztiv-Jegherstiv syndrom zptisobuji mutace v genu STK/ /. Jak jiz nazev vypovida,
protein STK11 (Ser/Thr kinaza 11) patfi mezi Ser/Thr kinazy, pii¢emz jeho primarnim
cilem je AMP-aktivovana proteinkindza, kterd je soucasti kaskady vedouci k regulaci
metabolismu bunky. V ramci re-analyzy byly patogenni varianty vtomto genu
detekovany u pacient reFAPO81 a reFAP185. Krom¢ adenomil se pfi tomto onemocnéni
v gastrointestinalnim traktu tvoii také hamartomy. Klinické udaje o charakteru polypt,
které¢ byly u téchto pacienti nalezeny, vSak bohuzel nejsou k dispozici, stejné jako

informace o extrakolonickych projevech.

PTEN hamartomatozni tumorovy syndrom

U pacienta reFAP068 byla zachycena patogenni varianta v genu PTEN kddujicim
fosfatdzu PTEN (fosfatazovy a tenzinovy homolog) zapojené do regulace bunécného
cyklu, ale také metabolismu, migrace, ¢i apoptodzy. Tento gen hraje roli v fad¢ dédi¢nych
onemocnénich souhrnné oznacenych jako PTEN hamartomatézni tumorovy syndrom,
pfi¢emz tvorbu kolorektalnich polypl zahrnuji syndrom Cowdenové a Bannayantv-
Rileyho-Ravulcabliv syndrom (Blumenthal a Dennis 2008). Pro nedostatek klinickych

dat vSak u pacienta reFAP068 nelze diagnozu blize urdit.

Syndrom juvenilni polypozy

Syndrom juvenilni polypézy byva zplsoben ziarodeénymi mutacemi v genech
BMPRIA a SMAD4. Produkty téchto genli jsou soucasti TGF-f signalni dréhy,
prostiednictvim které se podili na regulaci bunéného cyklu, proliferace, diferenciace
¢1 apoptozy. Transmembranova Ser/Thr kindza BMPRIA (kostni morfogeneticky
proteinovy receptor, typ 1A) fosforylaci aktivuje rodinu SMAD (mothers against
decapentaplegic) proteinl, vcetné homologu SMADA4, které vytvaii heteromerni
komplexy a po transportu do jadra plsobici jako transkripéni faktory (Chow a Macrae
2005, Larsen Haidle a Howe 2017). V ramci re-analyzy byly v téchto genech nalezeny
celkem 4 patogenni varianty, v kazdém genu po 2 variantach.

Gen BMPRIA je kromé syndromu juvenilni polypdzy zodpovédny také
za tzv. hereditarni smiSeny polypdzni syndrom, ktery pfedstavuje vzacné onemocnéni,
o kterém zatim neexistuje ptili§ mnoho informaci. U studovanych pacientl navic bohuzel
nejsou dostupné klinické udaje ohledné¢ charakteru kolorektalnich polypl

ani extrakolonickych projevii, které by umoznily diferencialni diagnostiku. Pro oba

76



pacienty s patogenni variantou v genu BMPRIA je nicméné spole¢ny nizky vék v dobé
prvotni diagnostiky (reFAP148 — 15 let, reFAP159 — 11 let), ktery je typicky pravée
pro syndrom juvenilni polypozy (obvykle do 20 let). Hereditarni smiseny polypdzni
syndrom byva naopak diagnostikovan az od tieti dekady zivota (Miyahara et al. 2020).
Diagnézu vsak z vyse uvedenych diivodl nelze u pacientli stanovit s jistotou.

V ptipadé genu SMAD4 je dosud zndma pouze souvislost se syndromem juvenilni
polypozy. U pacienti s ndlezem patogenni varianty v tomto genu opét neni k dispozici
mnoho klinickych tdaji. V piipadé pacienta reFAP114 Ize pozorovat extrémné nizky vék
diagnostiky CC/RC (21 let). Naopak pacient reFAP053 byl v dobé prvotni diagnostiky
starS$i nez pramérny vék diagnostiky syndromu juvenilni polypdzy, coz vSak diagnézu

tohoto onemocnéni nijak nevylucuje.

6.1.1 Nové patogenni varianty

Stejné jako v pripadé genu APC byly v ramci re-analyzy u pacientli nalezeny dosud
nepopsané patogenni varianty i v dalSich klinicky vyznamnych genech. Ve vsech
pfipadech se jednd o varianty vedouci ke vzniku ptedCasného stop kodonu. Pokud
nedojde k degradaci alternativni mRNA mechanismem NMD, vznika zkréceny protein.
To, jak moc bude schopny plnit svoji biologickou funkci, pfitom zavisi na délce a funkci
chybéjici sekvence.

Varianta MSH2:c.637delC (p.Leu213Ter), kterda byla zachycena u pacienta
reFAPO083, vede ke zkraceni proteinu MSH2 o témét 80 % své délky. Takovy protein si
zachovava v podstaté pouze DNA vazebnou doménu, zatimco ztraci vSechny domény
urcené k interakci s ostatnimi proteiny podilejicich se na mechanismu MMR (Deihimi
etal. 2017). Vysledny protein tak bude zcela nefunk¢ni, na zdkladé¢ cehoz lze
predpokladat patogenitu uvedené varianty. Napiiklad varianta ¢.643C>T (p.GIn215Ter)
zpusobujici vznik podobné& zkraceného proteinu jiz byla v minulosti zaznamenana u
pacientdi s Lynchovym syndromem (Bapat et al. 1999).

V ptipadé¢ pacienta reFAP185 byla zachycena dosud nepopsana varianta
STK11:c.426_427del (p.Vall43AlafsTer19). Jedna se o deleci vedouci k posunu ¢teciho
rdmce se vznikem pred¢asného stop kodonu, s tim, zZe vznikly protein je zkracen o vice
nez 60 % své délky. Zkraceny protein si sice zachovava N-koncovou doménu obsahujici
jaderny lokaliza¢ni signal, nicméné ztraci cast katalytické kindzové domény a celou C-
koncovou regula¢ni doménu s motivem pro prenylaci (Wang et al. 2011). Ve vysledku je

tak aktivita kindzy STK11 pravdépodobné vyrazné snizena az zcela potlacena. Patogenitu
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uvedené varianty lze oCekévat jiz jen na zéklad¢ toho, Ze naptiklad varianta c.440 441del
(p.Argld47LeufsTerl5), vedouci ke vzniku stejné zkracené¢ho proteinu, byla nalezena
u rodiny pacientl s Peutzovym-Jeghersovym syndromem (Chen et al. 2017).

Varianta SMAD4:c.593del (p.Pro198GInfsTer4) u pacienta reFAP114 zplisobuje
zkraceni proteinu SMAD4 o vice nez 60 %. Takovy protein si zachovava N-koncovou
doménu zprostfedkujici vazbu na DNA, ale také interakci s dalSimi transkripénimi
faktory. Ztraci vSak ¢ast linker domény, ktera se zapojuje do regulace stability proteinu
aregulace jeho transportu, a veSkerou C-koncovou doménu ucastnici se velké Casti
protein-proteinovych interakci (Pauklin a Vallier 2015). Naptiklad varianta c.563del
(p-Asnl88llefsTerl4), vedouci ke vzniku zkraceného proteinu SMAD4 o piiblizn€ stejné
délce, byla nalezena hned u nékolika pacientl se syndromem juvenilni polypdzy (Handra-

Luca et al. 2005, Pyatt et al. 2006, O’Malley et al. 2012).

6.3 Varianty s nejasnym klinickym vyznamem

V ramci re-analyzy byly u fady probandli nalezeny VUS varianty (tfida 3 podle
ACMG Kklasifikace) v genech souvisejicich s tvorbou kolorektalnich polypl (MSH2,
MSH6, PMS2, POLDI1, POLE, SMAD4). Jedna se o takové genetické varianty, jejichz
souvislost s danym onemocnénim neni klinicky prokazana, nicméné pravdépodobnost
jejich mozného vlivu se odhaduje v rozmezi 5-95 %. Podle doporu¢eni ACMG proto
pfitomnost VUS varianty neopraviiuje k nastaveni specialnich klinickych postupt jako
v ptipadé pacientll s variantami tiidy 4 a 5 (Richards et al. 2015, Plon et al. 2008).

Kromé VUS variant byly do této kategorie zatfazeny také patogenni varianty v genech
EXOI, CHEK2 a TP53, které z hlediska kolorektalnich polypoz a dédi¢nych forem
CC/RC patii mezi geny s nejasnym klinickym vyznamem (GUS z angl. gene of uncertain
clinical significance). Zatimco klinickou souvislost gent CHEK? (gen pro checkpoint
kinazu 2) (Kilpivaara et al. 2003, de Jong et al. 2005, Cybulski et al. 2007, Suchy et al.
2010) a TP53 (gen pro tumor protein 53) (Yurgelun et al. 2015a, Martin-Morales et al.
2018) s postupem casu naznacuji vysledky stale vice studii, v pfipadé genu EXO! (gen
pro exonukleazu 1) je situace komplikovanéj$i. Nékteré studie vztah genu EXOI
k CC/RC naznacuji (Wu et al. 2001, Xavier et al. 2019), jiné ho naopak vyvraceji (Alam
et al. 2003, Jagmohan-Changur et al. 2003).

U nekterych ze zachycenych variant z této kategorie byla v CZECANCA databazi
(databaze zahrnujici genetické varianty 6216 pacientil, ktefi podstoupili molekularni

diagnostiku naddorového onemocnéni, a 2428 zdravych jedincll) zaznamenana vysSi
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relativni frekvence vyskytu ve skupiné pacientli oproti kontrolni skupiné, coz by
nasvédcovalo moznosti jejich souvislosti se zvySenou nadorovou predispozici. Konkrétné
se jedna o varianty CHEK2:c.538C>T (pacienti 1,6:-103, kontroly 8,2-10™%),
CHEK2:¢.1420C>T (pacienti 1,6-10, kontroly 0), MSH2:c.2606C>A (pacienti 4,8-104,
kontroly 0), POLDI:c.2939C>T (pacienti 1,6:10*, kontroly 0), POLE: c.4450A>G
(pacienti 3,2-10*, kontroly 0), EXOI:c.746_747del (pacienti 1,6:10* kontroly 0).
Naopak v jednom piipad¢ byla vyssi frekvence vyskytu dané varianty zaznamenana

ve skupiné kontrol — PMS2:¢c.1243G>A (pacienti 0, kontroly 1,2-107%).

6.4 Probandi s negativnim vysledkem

Probandi, u kterych se v ramci re-analyzy nepodafilo zachytit Zadnou patogenni,
¢1 VUS variantu v klinicky vyznamnych genech, tvoii 54 % souboru (po odecteni
2 zdravych probandl se jedna o 53 % souboru pacientll). Je nutné zminit, Ze probandi
v pribéhu let prosli re-analyzou zamétenou na geny APC a MUTYH jiz nékolikrat. Lze
tedy predpokladat, Ze naprosta vétSina dosud popsanych patogennich variant v genech
APC a MUTYH jiz byla u probandii zachycena. Piipadné kauzalni mutace, které by
pfi dal§i re-analyze mohly byt nalezeny, by tedy mély pochéazet piedevS§im z jinych
klinicky vyznamnych genil, pfipadné¢ by se mohlo jednat o varianty v genech APC
¢i MUTYH, které dosud nejsou rozpoznavany jako patogenni.

Co se samotné metodiky ty€e, panel CZECANCA v.1.2 se zamécfuje predevSim
na exony a exon-intronové oblasti 226 genii souvisejicich s nadorovou predispozici. Tyto
oblasti jsou pfitom vybirdny piedev§im na zaklad€ sekvence hlavnich transkripénich
variant. Pokud je vSak prokdzana klinickd souvislost nékterych oblasti z minoritnich
transkrip¢nich variant, je vhodné tyto oblasti také zatadit do NGS panelu, jako tomu bylo
napfiiklad v ptipadé promotoru 1B genu APC. Je pravdépodobné, Ze v budoucnosti budou
takové oblasti (at’ uz regulacni, ¢i piimo kodujici) dodate¢né pfidany i pro nékteré dalsi
geny, které tento panel obsahuje, véetné gentl se vztahem k CC/RC. Zachyceny by tak
navic mohly byt rlizné varianty ovliviiujici expresi studovanych genti. Pro molekularni
diagnostiku mivaji nejvetsi vyznam predevsim varianty v promotorové oblasti a oblasti
ovlivityjici sesttih transkriptu.

Dalsi z moznych divodi negativniho vysledku re-analyzy by mohly piedstavovat
geny, které¢ v panelu CZECANCA v.1.2 nejsou obsazeny. Naptiklad nasledujici geny
panel zatim vySetfit neumoziiuje, nebot’ jejich klinicky vyznam souvisejici s dédi¢nymi
kolorektalnimi polypdzami byl potvrzen teprve v pomérné nedavné dobé — NTHLI
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(NTHL I-asociovand polypdza), RNF43 (syndrom seratni polyp6zy), GREM1 (hereditarni
smiSeny polypozni syndrom). Kromé téchto genl existuje také velké mnozstvi
kandidatnich geniti patticich mezi GUS geny, u kterych souvislost s danym onemocnénim
dosud neni prokazana. Naptiklad v ramci prehledové studie uvadi te Paske et al. (2020)
vice nez 100 GUS gentl, které by mohly hrat roli v dédi¢nych polyp6znich syndromech
a CC/RC. Varianty v téchto genech byly zaznamenany u nemocnych jedinct s ¢etnosti
od né¢kolika ¢lenti v ramei jedné rodiny az po nékolik desitek rodin s celkovym poctem
az po nekolik stovek nalezu.

Kromé monogennich forem kolorektalnich polypdz je také mozné, Ze nékteti
z pacientl s negativnim vysledkem trpi n¢kterou z polygennich forem CC/RC, coz by
nejenom vysvétlovalo negativni nalez re-analyzy, ale ptipadné také absenci pozitivni
rodinné anamnézy. Daca Alvarez et al. (2021) uvadi, Ze v praméru pouze 13 % piipadi
CC/RC s ¢asnym nastupem (pied 50. rokem zivota) lze vysvétlit nalezem vysoce
penetrantni patogenni varianty v nékterém z gent se vztahem k CC/RC. Pozitivni rodinna
anamnéza se pritom vyskytuje primémé u 28 % ptipadi. Velky podil na dédi¢nych
formach CC/RC tak nejspiS§ ma pravé akumulace vétsiho poctu variant s niz§im efektem
spolu s vlivem rizikovych environmentalnich faktort.

Stejné jako v pripadé genit APC a MUTYH, mohou zdanlivé negativni pacienti nést
patogenni variantu pouze v podob€ somatické mozaiky. Pokud je mozaika omezena
pouze na oblast gastrointestindlniho traktu, nelze tyto varianty v DNA izolované
z periferni krve detekovat.

Jako posledni, nicméné neméné vyznamné, ditvody negativnich vysledki re-analyzy
je nutné zminit moZnost sporadickych forem kolorektalnich polypti a CC/RC, a to

zejména u pacientll bez pozitivni rodinné anamnézy.

6.5 Varianty v genu DPYD

Varianta DPYD:c.1236G>A detekovana u 4 re-analyzovanych probandii patii mezi
farmakogenteticky vyznamné varianty dilezit¢é pro rozhodovdni o postupu
pii chemoterapeutické 1é¢bé solidnich nadorti (véetné CC/RC) pomoci 5-fluorouracilu
(5-FU). Rychle proliferujici nadorové buiiky ochotné ptijimaji 5-FU a uvnitf bun¢k pak
dochézi ke konverzi 5-FU na fluoro-deoxyuridin monofosfat, ktery inhibuje aktivitu
thymidylat syntazy podilejici se na metabolismu pyrimidind. Ve vysledku tak dochazi

k zablokovéni syntézy DNA.
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Jednim zenzymt, zapojenych do inaktivace 5-FU, je dihydropyrimidin
dehydrogendza (DPD) kodovand zminénym genem DPYD. Bylo zjiSténo, Ze fada
polymorfisml v genu DPYD, dédénych autozomalné recesivnim vzorem, vede k tvorbé
enzymu DPD se sniZzenou aktivitou, pfipadné az k tvorbé zcela nefunkéniho enzymu
(Dean a Kane 2012, Wigle et al. 2019). Jedincim se snizenou schopnosti metabolizovat
5-FU pak pfi podavani cytostatik na bazi 5-FU hrozi fada nezddoucich ucinki
zpusobenych toxicitou neinaktivovaného 5-FU ve zdravé tkéni. Toxicky pisobi
piredevsim na srdce (ischemickéd choroba srdecni, arytmie, srdecni selhani), nervovou
soustavu (encefalopatie, svalova neuropatie), GIT (zanéty sliznic az tvorba viedd,
nevolnost, zvraceni, silné prijmy), a krevni elementy (snizeny pocet neutrofild,
trombocytll a erytrocytll). U variant zplsobujicich totdlni inaktivitu DPD miiZze byt
toxicita az fatalni (Dean a Kane 2012). VySetfenim variant v genu DPYD je mozné
onkologickym pacientim individualné nastavit davku 5-FU s cilem omezit nezaddouci
ucinky, ptipadné terapii 5-FU zcela vyloucit.

Reportovana varianta c¢.1236G>A patii mezi jednu ze 4 nejcastéjSich variant
ovliviiyjicich aktivitu DPD. Zpusobuje pouze snizenou aktivitu DPD a v piipade
chemoterapie 5-FU Ize proto toxické ucinky potlacit snizenim davky o 25 % (Amstutz
et al. 2018). Ve studii Henricks et al. (2018) u pacientd s toto variantou snizeni davky

0 25 % nebylo dostacujici a pro vétsi bezpecnost proto autofi navrhuji sniZzeni aZ o 50 %.

6.6 Dalsi postup

Prostfednictvim klinického genetika budou pacienti s detekovanou patogenni
variantou v nékterém z gent se vztahem k tvorbé kolorektalnich polypt ¢i jejich pfibuzni
o této skutecnosti informovani. Kazda z reportovanych variant ptedstavuje pro rodiny
probandt dulezitou informaci, diky které je mozné zachytit v ¢asném stadiu pomoci
screeningovych vySetieni a na zaklad¢ profylaktické operace piedejit rozvoji ¢i dalSimu
roz$itovani CC/RC. Stejny postup bude zvolen i1 v pfipadé probandl se zachycenou
farmakogeneticky vyznamnou variantou v genu DPYD. Na probandy s VUS variantami

je klinicky nahliZeno jako na jedince s negativnim vysledkem.

Dalsi faze re-analyzy
U probandt s negativnim vysledkem se nabizi nékolik moznosti, jakym zptisobem by
dalsi faze re-analyzy mohla prob¢hnout. Jak jiz bylo dfive zminéno, pfedpoklada se, Ze

naprosta vétSina dosud popsanych variant v genu APC jiz byla zachycena. Dalsi re-
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analyza by se proto méla zaméfit pfedevSim na ostatni klinicky vyznamné geny. Vyjimku
by vSak mohly tvofit naptiklad nékteré varianty s negativnim vlivem na sestfih
pre-mRNA.

Urcity pocet piipadi by mohl byt objasnén vySetfenim genti NTHLI, GREMI
a RNF43, které jsou zodpovédné za dalsi, i kdyz vzacné, formy kolorektalnich polypoz.
Dokud vsak tyto geny nebudou zatazeny do panelu CZECANCA ¢i jiného dostupného
NGS panelu, bude nutné zvolit postup modifikovaného Sangerova sekvenovani. Zde
prichazi vhod fakt, Ze se jednd o pomérn¢ kratké geny — NTHL1 6 exonii o délce 1030 bp
(NM _002528.7), GREM1 2 exony o délce 14575 bp (NM_013372.7), RNF43 10 exonli
o délce 4522 bp (NM_017763.6). Alternativné by sekvence téchto genli mohly byt
ziskany také pomoci celoexomového ¢i celogenomového sekvenovani metodou NGS,
nicmén¢ takovd analyza by musela byt provedena v jiné laboratofi, kterd se na ni
specializuje (v laboratofi molekularni genetiky UBLG 1. LF UK a VFN se b&né
neprovadi).

Pfinosné informace by mohla poskytnout analyza klinicky vyznamnych geni
na urovni sekvence mRNA, ktera by pomohla odhalit, zda se v sekvenci genl vyskytuji
varianty negativné ovliviiujici sestiih. Pravé timto zptisobem by potencialné mohly byt
odhaleny n¢které dalsi kauzalni mutace v genu APC. Tato Groven analyzy vSak vyzaduje
odbér Cerstvého biologického materidlu. Vzhledem ke kombinaci véku fady pacientl
v dobé prvotni diagnostiky (pfed 16-27 lety), jejich tehdejSimu klinickému obrazu
a progndéze CC/RC je bohuzel pravdépodobné, ze tfada pacientll jiz nebude nazivu.
V ptipad€ ochoty zcastnit se studie by material mohl byt ziskan také od nemocnych
ptibuznych.

Varianty somatické mozaiky by bylo moZzné zachytit analyzou DNA z patologické
tkan¢ — v pfipad¢ dostupnosti z parafinovych blokt, jinak z Cerstvé tkan¢, kde nastava
stejny problém se ziskanim materidlu jako v ptipad€ analyzy RNA.

S postupem casu bude pravdépodobné objasnén klinicky vyznam nékterych GUS
gent a VUS variant. Jako posledni moZnost 1ze zminit také revizi vysledkl soucasné re-

analyzy.
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7. Souhrn

Familiarni adenomatozni polypoéza (FAP) zplsobenda mutacemi v tumor
supresorovém genu APC ptedstavuje jednu z forem dédiénych kolorektalnich polypoz
s vysokym rizikem malignizace polypi v adenokarcinom tlustého stfeva
a/nebo konecniku (CC/RC). Molekularni diagnostika FAP piinasi dalezité informace
nejen pro pacienty, ale také pro ¢leny jejich rodiny. V¢asna dispenzarizace totiz umoziuje
zachytit onemocnéni v raném stddiu s dobrou prognézou v ptfipadé managmentu
onemocnéni a podstoupeni profylaktické operace.

Cilem této prace bylo vyuzit ptistup cileného sekvenovani nové generace (NGS) k re-
analyze souboru 78 suspektnich probandii, u kterych se v minulosti suspektni diagndézu
nepodaftilo tehdej$imi metodami potvrdit. K obohaceni NGS knihovny o cilové sekvence
byl vyuzit panel CZECANCA v.1.2 (Czech Cancer Panel for Clinical Application), ktery
umoznuje vysetfit 226 genil souvisejicich se zvySenou nadorovou predispozici.

Suspektni diagnézu FAP onemocnéni se vramci re-analyzy podaiilo potvrdit
u 14 pacientii. Zajimavé nalezy v genu APC piedstavuji predevSim 2 rizné rozsahlé
delece promotoru 1B, duplikace exonu 15 a dosud nepopsana varianta ¢.4079del.

U dalsich 8 pacientli byla na ziklad¢ vysledkll re-analyzy suspektni diagnoza
prehodnocena. Detekovany byly patogenni varianty v genech souvisejicich s dal$imi
dédicnymi formami predispozice ktvorbé CC/RC —Lynchovym syndromem,
Peutzovym-Jeghersovym syndromem, PTEN-hamartomat6znim tumorovym syndromem
a syndromem juvenilni polypdzy — pficemz varianty MSH2:c.637delC, STK11:c.426
427del a SMAD4:c.593del ptedstavuji nové, dosud nepublikované varianty.

V ptipad¢ dalSich 10 probandi byly v genech souvisejicich s tvorbou kolorektalnich
polypt detekovany pouze varianty s nejasnym klinickym vyznamem a patogenni varianty
v genech s nejasnym klinickym vyznamem. Na tyto probandy vSak na zaklad¢ oficidlnich
doporuceni neni nahliZeno stejnym zptsobem jako na pacienty, u kterych byla zachycena
patogenni varianta v klinicky vyznamnych genech.

U 4 probandt byla zachycena varianta c.1236G>A v genu DPYD, ktera je spojovana
se snizenou aktivitou vznikajiciho produktu dihydropyrimidin dehydrogenéazy, jednoho
z enzymi zapojenych do metabolismu cytostatika 5-fluorouracilu. U jedinctl se sniZzenou
aktivitou tohoto enzymu byva administrovana snizena davka S-fluorouracilu, ktera

zabranuje jeho toxickému ucinku na bunky zdravé tkané.
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Metoda NGS se ukdzala byt G€innym nastrojem pro zvySeni diagnostického vytézku,
kterd umoznila konfirmaci ¢i pfehodnoceni suspektni diagnézy u 29 % pacientl. ZlepSeni
zachytnosti bylo dosazeno zejména diky moznosti zaméiit se na nckteré dosud
neanalyzované oblasti genu APC (promotorova oblast, druhd polovina posledniho exonu)
a paraleln¢ také vySetfit fadu dal§ich klinicky vyznamnych genii. V porovnani
s predchozimi pouzitymi metodami analyzy navic NGS vykazuje vyssi spolehlivost
detekce genetickych variant.

Dalsiho vylepseni diagnostického vytézku v pfisti fazi re-analyzy by mohlo byt
dosazeno analyzou dalSich klinicky souvisejicich genli (zejména NTHLI, GREMI,
RNF43), které panel CZECANCA v.1.2 zatim neobsahuje, sekvenaci mRNA pro detekci
sestfihovych variant, ale také analyzou DNA izolované z patologické tkdn€ pro zachyceni
potencialnich variant somatické mozaiky. Zarovei je nezbytné, aby se vyzkum zaméfil
na posouzeni vyznamu variant a gent, jejichz klinicka souvislost s CC/RC dosud neni

objasnéna.
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Prilohy

Priloha 1: Sekvencei5ai7 adaptord
Adaptor Sekvence (5'—3")
15 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T
17 pGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC

Symbol * predstavuje fosfothiolatovou vazbu. p oznacuje 5 fosfat.

Priloha 2: sekvence indexovanych primera pouzitych pro unikatni oznaceni vzorkt jednotlivych pacientt pii pripravé NGS knihovny

Indexovany primer Sekvence (5'—3")

15 D501 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATAGCCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T
15 D502 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATAGAGGCACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T
15 D503 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCCTATCCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T
i5 D504 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGCTCTGAACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T
i5 D505 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGGCGAAGACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T
i5 D506 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAATCTTAACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T
i5 D507 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCAGGACGTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T
i5 D508 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTACTGACACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T
i7_ D701 R CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGAGTAATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT*C

i7_ D702 R CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCTCCGGAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT*C

i7_ D703 R CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAATGAGCGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT*C

i7_ D704 R CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGAATCTCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT*C
i7_D705 R CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCTGAATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT*C
i7_D706 R CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACGAATTCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT*C
i7_D707 R CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGCTTCAGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT*C
i7_D708 R CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCGCATTAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT*C

Zvyraznéné casti predstavuji unikatni sekvenci jednotlivych indexii. Symbol * zndzornuje fosfothiolatovou vazbu.
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Priloha 3: sekvence oligonukleotidti pro zablokovani indexti

Oligonukleotid

Sekvence (5'—3")

block P5 D501
block P5 D502
block P5 D503
block P5 D504
block P5 D505
block P5 D506
block P5 D507
block P5 D508
block P5 D701 R
block P5 D702 R
block P5 D703 R
block P5 D704 R
block PS5 D705 R
block P5 D706 R
block PS5 D707 R
block P5 D708 R

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATAGCCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATAGAGGCACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCCTATCCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGCTCTGAACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGGCGAAGACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAATCTTAACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCAGGACGTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTACTGACACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGAGTAATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCTCCGGAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAATGAGCGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGAATCTCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCTGAATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACGAATTCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGCTTCAGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCGCATTAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC

Priloha 4: sekvence primert pro obohaceni NGS knihovny

Primer Sekvence (5'—3")

PCR2 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC
PCR2 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT

II



Priloha 5: Sekvence primert pro kontrolu obohaceni NGS knihovny pomoci qPCR

Primer

Sekvence F (5'—3")

Sekvence R (5'—3")

qPCR_NSC-0237F
qPCR_NSC-0247F
qPCR_NSC-0268F
qPCR_NSC-0272F

CCCACCGCCTTCGACAT

CGCATTCCTCATCCCAGTATG

CTCGCTTAACCAGACTCATCTACTGT
CAGCCCCAGCTCAGGTACAG

AAAGGACTTGGTGCAGAGTTCAG
CCTGCTTACTGTGGGCTCTTG
ACTTGGCTCAGCTGTATGAAGGT
ATGATGCGAGTGCTGATGATG

Priloha 6: sckvence primert vyuzitych pro konfirmaci pfitomnosti patogennich variant

Primer Sekvence F (5'—3") Sekvence R (5'—3") pro (;?1 il:;a (bp) Pozice v genomu (hg19) ((t,"g)
APC ex6 TACAAGATATTGATACTTTTTTA TGTAATTCATTTTATTCCTAATAGCTC 215 chr5: 112116448-112116662 55
APC ex10 AGTCGTAATTTTGTTTCTAAACTC GCTTTGAAACATGCACTACGAT 458 chr5:112154626-112155083 60
APC exI5LR TTTTGAGGAATTTGTCTTGGCGAGC GAGATTCCACAAAGTTCCACATGCATTA 8787 chr5:112164466-112173325 60
APC ex15 TAGATGACCCATATTCTGTTTC CTTTAAAAGTAATATAAAACTC 276 chr5:112170619-112170893 54
APC ex16.2 GAACTTTGTGGAATCTCTCA TTGCTGGATGGTAGTTGCCT 604 chr5:112173336-112173890 55
APC ex16LR CTGCCCATACACATTCAAACAC CTGACCACTTCTACTCTGTGC 946 chr5:112174071-112175017 57
APC ex16.8 AAAGACATACCAGACAGAGGG CTTTTTTGGCATTGCGGAGCT 339 chr5:112177103-112177441 60
APC ex16.10 AGTAAATGCTGCAGTTCAGAGG TTTGATTCTTTAGGCTGCTCT 225 chr5:112175704—-112175928 55
APC ex16.16 AAAGACATACCAGACAGAGGG CTTTTTTGGCATTGCGGAGCT 339 chr5:112177103-112177441 55
BMPRIA ex5 AGGGTTGTCACTGGCCTTTT CCTGGGGGAAATCGATGCTT 388 chr10:88651669-88652056 65
BMPRIA ex]Il TGGCCCTCAACTTGGACCTT ATACAACGACGAGCCATCTCC 206 chr10:88681239-88681444 65
MSH2 ex3 TTAGGCTTCTCCTGGCAATC GGCCTGGAATCTCCTCTATCAC 323 chr2: 47637229-47637551 60
PTEN ex2 CCAGAAGTGAGTGGGCAGAG TCACAAAGTATCTTTTTCTGTGGCT 1492 chr10:89652476-89653968 60
SMAD4 ex5 CTTTGAGGGACAGCCATCGT GTTTACTTACTTGGAGTTTCCCCC 270 chr18:48581191-48581460 60
SMAD4 ex9 GGTTCCTTCAAGCTGCCCTA CACCGACAATTAAGATGGAGTGCT 291 chr18:48591857-48592148 60
STK11 ex] TCCACCGAGGTCATCTACCA TTGCCTGAGTGAAAGTCCGT 394 chr19:1207003-1207398 60
STK11 ex3 TGAGCTGTGTGTCCTTAGCG TATCAGGACAAGCAGTGTGGC 209 chr19:1219297-1219505 65

III



