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Abstrakt:

Cysticka fibroza (CF) je geneticky podminéné, autozomalné recesivni onemocnéni,
které se vyskytuje s prevalenci v evropské populaci piiblizné 1:2500 — 1:1800. U tohoto
onemocnéni dochéazi k mutaci v CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
genu s naslednou poruchou chloridovych kanalii. U takto postizenych jedincii pozorujeme
zejména chronické dychaci obtize, pankreatickou insuficienci, vysokou koncentraci
chloridovych iontd v potu a obstruktivni azospermii. Genetické vySetteni CFTR genu je
indikovano u jedinct, kteii spliuji klinicky obraz CF a maji pozitivni potni test (zvySena
koncentrace chloridli v potu). Genetické vySetteni CFTR genu se vétSinou provadi pomoci
komerénich kit detekujicich nej¢astéjsi mutace CFTR genu na uzemi Ceské republiky. Pfi
negativnim nalezu je déale provadéna metoda MLPA (multiplex ligation-dependent probe
amplification), ktera zachycuje rozsahlejsi delece a duplikace v genu. V ptipad¢ negativniho
nalezu se provadi sekvenace vSech exonli CFTR genu. I pfes velmi dobie zavedeny
algoritmus vySetieni zGstavaji nekteii pacienti trpici projevy CF bez objasnéni pficiny jejich
onemocnéni na genetické urovni. Diky rozvoji sekvenovani nové generace je mozné

diagnostiku CF zefektivnit a odhalit varianty, které nebyly zachyceny pfedeslymi metodami.

Kli¢ova slova:

Cystickd fibroza, CFTR, molekularné genetickd diagnostika, sekvenovani nové generace —

[llumina



Abstract:

Cystic fibrosis (CF) is genetically conditioned, autosomal recessive disease that occurs
in the European population with a prevalence of about 1:2500 — 1:1800. In this disease we
observe a mutation of the CTFR gene with subsequent fault in chloride channels. Such
afflicted individuals usually suffer from chronic respiratory problems, pancreatic
insufficiency, high concentration of chloride ions in sweat and obstructive azoospermia.
Genetic testing of CFTR gene is indicated in individuals who meet the CF clinical picture and
a positive sweat test (increased concentration of chlorides in the sweat). Genetic testing of the
CFTR gene is usually done by using commercial kits detecting the most common mutations of
the CFTR gene in the Czech Republic. If the testing results are negative, it is further
performed an MLPA method that captures the larger deletions and duplications of gene,
eventually a sequencing of all exons is. Despite the well-established algorithm of the testing,
some patients suffering from symptoms of CF are left without genetic findings. Thanks to
development of next generation sequencing, it is possible to make the diagnosis of CF more

effective and uncover the variants that were not captured by previous methods.

Key words:

Cystic fibrosis, CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), molecular

genetic diagnostics, next generation sequencing — Illumina
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1 Uvod

Cystickd fibroza je zdvazné autozomalné recesivni onemocnéni, které je vyvoldno
mutacemi v genu CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), ktery je
zodpovédny za transport chloridovych ionti na bunééné membrane. Takto postizeni jedinci
trpi pfevazné dychacimi obtizemi, pankreatickou insuficienci, vysokou koncentraci
elektrolytli v potu, neprospivanim a obstruktivni azospermii u muzi. Statistické¢ studie
uvadéji, ze v evropské populaci je incidence tohoto onemocnéni piiblizné 1:2500 — 1:1800.
Konkrétng v Ceské republice byla prevalence odhadovana na 1:3000, zavedenim
novorozeneckého screeningu roku 2009 byla prevalence onemocnéni snizena na 1:6330.

V dnesni dobé je znamo okolo 2017 mutaci CFTR genu, z nichZ 82 % je spojovano
s klasickym pribéhem onemocnéni. Populaéné¢ vyznamnych je vSak pouze asi 20 mutaci,
které se vyskytuji s vice nez 0,1% frekvenci, ostatni mutace se nevyskytuji ptili§ cCasto.
Celosvétove nejrozsifendjsi je mutace F508del, jejiz prevalence ve svéte je 66 %. Genetické
vySetfeni je indikovdno u pacientl, ktefi vykazuji fenotyp cystické fibrozy a maji pozitivni
potni test, coz znamena, Ze maji zvysenou koncentraci chloridl v potu (vyssi nez 60 mmol/l).
BéZny postup molekuldrné — genetické diagnostiky CF zac¢ind vylou€enim 50 nejcastéjSich
mutaci CFTR genu v CR, vétSinou komerénim diagnostickym kitem, nap#. Elucigene CF —
EU2v1. V pfipad¢, ze touto metodou neni mutace detekovéana, vyuziva se metody MLPA
(multiplex ligation-dependent probe amplification), ktera detekuje rozsahlejsi delece c¢i
duplikace a déle pak sekvenovani vSech exonti v CFTR genu metodou sekvenovani dle
Sangera. I presto, Ze algoritmus vySetfeni je velmi dobie zpracovany, stale se vyskytuji
jedinci, trpici projevy CF bez diagnostického genetického nélezu. Velkym piinosem pro
soucasnou diagnostiku nejen CF je sekvenovani nové generace (next generation sequencing).
Pomoci NGS (next generation sequencing), konkrétné kitu CFTR MASTR Dx (Multiplicom),
je mozné identifikovat vSechny exony, nckteré prilehlé intronové oblasti a nékteré
promotorové oblasti CFTR genu, coz mize vést k zefektivnéni diagnostiky pro cystickou
fibrozu.

Ptredpokladam, ze tato metoda sekvenovani nové generace platformou Illumina, kitu
CFTR MASTR Dx (Multiplicom), ptfispé&je k zefektivnéni molekularné genetické diagnostiky
pacientt s cystickou fibrézou a bude t¢innym néstrojem pro diagnostiku kauzéalnich mutaci u

vybraného souboru pacientt.



2 Prehled literatury

2. 1 Cysticka fibroza

Cysticka fibroza je pomérné casté autozomalné recesivni onemocnéni. V piipadé, ze
jsou oba rodiCe heterozygoti nesouci mutovanou alelu je 25% pravdépodobnost, Ze jejich
potomci budou trpét cystickou fibrézou, 50% pravdépodobnost, Ze potomci budou zdravymi
pfenaSe¢i mutace, a 25% pravdépodobnost, zZe potomci budou zdravi a nebudou pienaSeci
dané mutace v CFTR genu. (Vavrova et al. 20006).

Toto monogenni, nevyléCitelné onemocnéni je zpusobeno mutaci CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) genu objevené¢ho v roce 1989 (Riordan et al.
1989). Nejcastéji se projevuje onemocnénim dychacich cest, pankreatickou insuficienci,
zvySenou koncentraci chloridl v potu a muzskou neplodnosti (Welsh & Smith 1993).

Cysticka fibroza je jedno znejcastéjSich AR onemocnéni v kavkazské populaci
(evropska, severoamerickd a australskd populace). Prevalence v evropské populaci je
ptiblizn¢ 1:2500 — 1:1800 (Farrell 2008). V Ceské populaci se incidence vyskytu cystické
fibrozy odhadovala na 1:3000 na narozené dité (Vavrova et al. 2006). Soucasna prevalence je
stanovena na 1:6330 a vychazi z novorozeneckého screeningu za obdobi 2009 — 2012
(KruliSova et al. 2012, Votava et al. 2014). Zhruba kazdy 27. jedinec v ¢eské populaci je tedy
nosi¢em CFTR mutace (Skalicka 2014). V pfipadé, Ze se zohledni prenatalni a preimplantacni
diagnostika, je prevalence CF na tizemi CR 1:4500 (Votava et al. 2014). Dle ¢eského registru
cystické fibrozy je na uzemi Ceské republiky ke dni 1. 5. 2017 diagnostikovano 801 pacienti

trpicich cystickou fibrozou (www.cfregistr.cz).

2.2 CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)

Gen CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), jehoZ mutace jsou
zodpovédné za cystickou fibrozu, byl identifikovan roku 1989 pomoci reverzniho klonovani
(Riordan et al. 1989, Bobadilla et al 2002). Je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu
7, sklada se z 27 exont (dle nové nomenklatury), rozprostird se piiblizn¢ v oblasti dlouhé 250
kb a mRNA je dlouhd 6,5 kb (Bush et al. 2006).

CFTR protein, kédovany stejnojmennym genem, se sklada z 1480 aminokyselin a tadi
se do skupiny tzv. ATP — binding cassette transmembranovych transportnich proteint
(Vavrova et al. 2006). Hlavni funkci CFTR proteinu je regulace chloridovych kanala v

apikalni membrané epitelidlnich bunék (Zielenski et al. 2000). Podili se vSak i na regulaci



dalsich chloridovych kanali - ORCC (outwardly rectified chloride channels) nebo epitelového
sodikového kanalu (ENaC) (Vavrova et al. 2006).

CFTR protein je tvofen péti zdkladnimi doménami. Dvéma transmembranovymi
doménami MSD1 a MSD2 (membrane spanning domain), které¢ slouzi k uchyceni CFTR
proteinu v apikdlni membrang, dale dvéma doménami NBD1 a NBD2 (nucleotide binding
domains), které tvoii vazebna mista pro aktivovany ATP, a R doménou (regulatory domain)
majici regulacni schopnost (Sheppard & Welsch 1999, Zielenski et al. 2000). Schéma
struktury genu CFTR, proteinu a topologie v cytoplazmatické membrané je uvedena

na Obr. 1.
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topologie v cytoplazmatické membrang.
Upraveno podle Zielenski (2000), www.genet.sickkids.on.ca.

2.3 Mutace CFTR genu

V soucasné dobé je dle ,,Cystic Fibrosis Mutation Database* ke dni 1. 5. 2017 znédmo
2017 mutaci v CFTR genu (www.genet.sickkids.on.ca). Asi 82 % z téchto dosud nalezenych
mutaci zpusobuje zdvazné ptiznaky asociované s cystickou fibrozou, dalsich 14 % mutaci
CFTR genu je ziejmé bez klinickych projevll a u zbyvajicich 4 % je klinicky dopad nejasny
(Ferec & Cutting 2012).

Mutace CFTR jsou germindlniho ptivodu (tj. vyskytuji se ve vSech buiikach jedince) a
pfenasi se z generace na generaci. Germindlni mutace de novo jsou v tomto piipadé velmi

vzacné (Kienkova et al. 2013). Nejcastéji se vyskytujici typ mutaci jsou ,,missense®. U téchto
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mutaci dochdzi k zaméné¢ aminokyseliny za jinou, a tim se méni smysl ¢teciho ramce. DalSim
typem mutaci Casto se vyskytujicich v CFTR genu jsou ,frameshift (posunové mutace), u
kterych dochéazi k posunu c¢teciho ramce v disledku deleci ¢i inzerci. V CFTR genu byly
nalezeny 1 sestiithové mutace a ,,nonsense* (nesmysiné mutace), kdy dojde k pired¢asnému
vytvofeni STOP  kodonu snaslednym  ukonfenim  syntézy CFTR  proteinu

(www.genet.sickkids.on.ca). Pfehled typti mutaci v CFTR genu uvadim v tab. 1.

Tab. 1: Piehled typti mutaci, jejich poctu a frekvenéniho vyskytu ve svétové populaci. Upraveno podle
www.genet.sickkids.on.ca.

Typ mutace Pocet Frekvence (%)
Missense 796 39,46
Frameshift 315 15,62
Splicing 228 11,30
Nonsense 169 8,38
In frame in/del 42 2,08
Large in/del 52 2,58
Promoter 15 0,74

Mutace jsou vétsSinou rozlozeny po celé kodujici sekvenci a postihuji tak vSechny
funkéni jednotky CFTR proteinu. V exonech 3 — 8 se nalézaji mutace naruSujici funkci
domény MSD1. Mutace v exonech 10 — 13 postihuji funkéni doménu NBDI1, v exonu 14
dochazi k poruse funkce R domény, v exonu 15 — 21 ovliviiuji mutace funkéni doménu MSD2
a vexonech 22 — 25 dochéazi k naruseni funkce domény NBD2. Exony uvadim dle nové
nomenklatury (www.genet.sickkids.on.ca).

Za jednu z nejcastéjSich a nejstarSich mutaci je pokladana F508del. Existovala jiz
v paleolitu, pted vice nez 52 tisici lety (Morral et al. 1994). Tato mutace je zpusobena deleci
tii nukleotidii kodujicich aminokyselinu fenylalanin v pozici 508 vexonu 10, dle nové
nomenklatury v exonu 11 (Bobadilla et al. 2002). Celosvétové se vyskytuje ptiblizné u 66 %
pacientl trpicich CF. V ¢eské populaci se F508del vyskytuje asi u 67,42 % pacientii s CF
(Ktenkova et al. 2013). Ze vSech zndmych mutaci se pouze 20 vyskytuje s vétsi frekvenci nez
0,1 % (Castellani et al. 2008).

Mutace CFTR genu se déli do péti tfid podle toho, jaky vliv maji na funkci, tvorbu ¢i

intracelularni transport proteinu.
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2. 3.1 Trida I. — Porucha syntézy proteinu

Mutace tfazené do této tfidy vedou k naruseni syntézy proteinu CFTR. VétSinou jde o
,nonsense‘ a , frameshift mutace, které¢ vedou k vytvoreni pied¢asného STOP kodonu.
Ptikladem takovych mutaci jsou , nonsense G542X, R533X a ,, frameshift* 2143delT,
2184insA. Predcasné vytvoteni STOP kodonu vede k rychlé¢ degradaci proteinu, coz se
projevi nepfitomnosti na apikalni membrané epitelidlnich bunék (Vavrova et al. 2006). Tyto

mutace jsou asociovany se zavaznymi projevy klasické formy CF (Bush et al. 20006).

2. 3.2 Trida II. — Porucha transportu a vyzravani proteinu

Do této tiidy jsou fazeny mutace, které zpiisobuji abnormalni posttranslacni
glykosilaci, coz ma za dusledek omezeni ¢i blokaci vyzravani proteinu s naslednou poruchou
transportu na apikdlni membranu (Welsh & Smith 1993, Bush et al. 2006). Zastupcem této
tfidy je celosvétové nejrozsifenéjsi mutace F508del (Ferec a Cutting 2012). Stejné tak jako

mutace fazené do prvni tfidy vyvolavaji t¢Zké formy CF (Vavrova et al. 2000).

2. 3. 3 Trida III. — Porucha regulace

Tato tfida zahrnuje mutace, které blokuji vazbu ATP na NBD doménu. Tyto domény
jsou nezbytné pro aktivaci a otevieni (zavieni) iontového kanalu proteinu CFTR (Welsh &
Smith 1993). Piikladem je mutace G551D. Projevy téchto mutaci jsou stejné tak jako u
predeslych tfid zavazné a jsou spojovany s relativné nizkou variabilitou klinického pribchu

CF mezi jednotlivymi pacienty s CF (Vavrova et al. 2006).

2. 3.4 Trida IV. — SniZeni vodivosti

Do ttidy IV. jsou fazeny mutace, které umoziuji normalni syntézu a transport na
apikalni membranu, ale sniZzuji vodivost chloridového kandlu. VétSinou jde o ,, missense
mutace, naptiklad R117H, R347P, R334W (Welsh & Smith 1993). Tyto mutace jsou
spojovany s mirn¢jSimi klinickymi projevy a s variabilnéjSim pribéhem onemocnéni

(Vavrova et al. 20006).

2.3.5 Trida V. — SniZena funkce syntézy

Mutace této tfidy vedou k produkci normalniho proteinu, ale dochédzi ke sniZeni
funkce syntézy. VéEtSinou jde o sestfihové mutace, které ovliviiuji sestiih pre — mRNA CFTR
genu. Prikladem je mutace 3849 + 10kb C—T (Bush et al. 2006). Jsou asociovany s mirnymi
projevy CF, hrani¢nimi hodnotami chloridii v potu a variabilnim priabéhem (Vavrova et al.

2006). Normalni funkce proteinu CFTR a jeho poruch ¢i snizeni funkce znazornuje obrazek 2.
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NORMALNI PORUCHA PORUCHA PORUCHA SNIZENI SNIZENI
SYNTEZY TRANSPORTU REGULACE VODIVOSTI FUNKCE
(G542X) (F50BDEL) (G551D) (R117H) (3845 10kb C>T)

Obr. 2: Zakladni tfidy mutaci v CFTR genu se zastupci nejéastéj$ich mutaci téchto tfid. Upraveno podle Boyle
(2013). Dostupné z http://www.medscape.org.

2. 4 Diagnostika cystické fibrozy

Diagnostika cystické fibrozy by méla byt provedena co nejdiive a co nejspolehlivéji,
aby mohla byt indikovana 1écba klinickych pfiznakl tohoto onemocnéni. Déle se v€asnou
diagnostikou miize predejit vzniku komplikaci asociovanych s cystickou fibrézou, napt.
bronchiektazie, hemoptyza, pneumotorax, az respiracni selhani (Wallis 1997, Véavrova et al.
2006). Vcasnou diagnostikou se muze piedejit fadé navstév nemocnic, coz mize mit neblahy
vliv na psychicky stav pacienta.

Diagnostika CF je zalozena na pfitomnosti jednoho ¢i vice klinickych ptiznaka
(Rosenstein & Cutting 1998). Ptiznaky, které mohou vyvolat podezieni na cystickou fibrézu,
jsou casté infekéni onemocnéni dychacich cest, chronicky kasSel, pankreatickd insuficience,
mekoniovy ileus u novorozencl, porucha stavu vyzivy, akutni ztraty soli a obstruktivni
azoospermie u muzi (Vavrova et al. 2006).

Zlatym standardem diagnostiky cystické fibrozy je potni test, pomoci kterého se
stanovuje koncentrace chloridii v potu (Koch & Hoiby 2000). V ptipadé pozitivniho potniho
testu je indikovdno molekuldrné genetické vySetfeni CFTR genu, jehoZz mutace vyvolavaji
cystickou fibrozu (Vavrova et al. 2009).

Za poslednich nékolik let se véasny zachyt mutaci v CFTR genu v Ceské republice
zvysil. Divodem je zavedeni novorozeneckého screeningu CF (Balascakova et al. 2009).
Novorozenci je odebrana krev z paty na tzv. Guthrieho kartu. Test spoCivd ve vySetieni
koncentrace IRT (imunoreaktiniho trypsinogenu), kdy u novorozenct s podezienim na CF

jsou nalézany zvysené hodnoty (Southern et al. 2007). IRT test vSak neni pro cystickou

Mevr
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potni test ¢ molekularng genetické vysetieni CFTR genu (Southern et al. 2007). V Ceské
republice je algoritmus vySetfeni u novorozenct nasledovny: Pokud je IRT rovno ¢i vyssi nez
65ng/ml, pak se provadi molekularné¢ genetické vySetieni genu CFTR z DNA izolované
z Guthrieho karty a v piipad¢ pozitivity nasleduje provedeni potniho testu u novorozence. Pti
pozitivnim vysledku potniho testu se konfirmace diagn6zy doplituje molekulédrné genetickym
vySetienim mutaci CFTR genu z DNA izolované z periferni krve pacienta a jeho rodict

(Krulisova et al. 2012).

2.4. 1 Potni test

Prvni, kdo upozornil na zvySenou koncentraci chloridii v potu u pacient s CF, byl
Sant Agnese vroce 1952 (Littlewood 1986, Pohunek & Lebl, 2008). Praktické uplatnéni
tohoto objevu nastalo po publikaci Gibsona a Cooka, ktefi vypracovali metodu stimulace
potnich zlaz pilokarpinovou iontoforézou (Littlewood 1986, Vavrova et al. 2006).

Metoda spocivd ve sbéru potu, ktery je vyvoldn jiz zminénou pilokarpinovou
iontoforézou. Jde o velmi jednoduchou, bezbolestnou a bezpe¢nou metodu. Je vSak zapotiebi,
aby byla provadéna zkuSenym personalem a v laboratofi, kde se provadi minimalné¢ pét
potnich testt tydné (Vavrova et al. 2009).

Normalni hodnoty chloridl v potu jsou 10 — 30 mmol/l. Pacienti s CF maji hodnoty
chloridii v potu vétSinou vétsi nez 60 mmol/l. V piipad€, ze jsou hodnoty mezi 30 — 59
mmol/l, hovofime o tzv. hrani¢nich hodnotach. V tomto ptipadé se diagndza cystické fibrozy
nemuze ani potvrdit, ale ani vyvratit. U takového hrani¢niho vysledku, stejné tak jako u
pozitivnich vysledkli, se pfistupuje k molekuldrné¢ genetickému vySetiteni CFTR genu

(Vavrova et al. 2009).

2. 4. 2 Molekularné genetické vySetieni CFTR genu

Jak jiZ bylo zminéno, molekularné genetické vysSetfeni je indikovano pii klinickych
projevech CF a pii opakovanych hrani¢nich hodnotach ¢i pii zvySené koncentraci chloridii
v potu (Fila 2014). VySetfeni mlze byt provadéno postnatalné z periferni krve, ze které se
izoluje DNA. Dale miiZe byt vySetfeni provadéno prenatalné, kdy se odebiraji choriové klky
v 10-13 tydnu téhotenstvi, plodova voda v 16 tydnu téhotenstvi, v krajnich piipadech
pupecnikova krev od 18 tydne téhotenstvi. Mutace CFTR genu se mohou vySetfovat i
z preimplantacniho vzorku, coz muizZe byt polové télisko, trofoektoderm nebo blastomera
(Balascakova et al. 2008).

V soucasné¢ dobé se k vysetreni CFTR genu vyuzivaji komer¢ni kity s populacné

specifickym spektrem mutaci, zaloZené na PCR. Ptikladem takového kitu je ELUCIGENE CF
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— EU2v1, jehoz panel obsahuje 50 nejcastéjSich mutaci CFTR genu (v evropské populaci) a
Tn polymorfisml (elucigene.com). Jiné kity jsou zalozené na principu multiplexni PCR
s naslednou hybridizaci. Ptikladem takového kitu je ViennalLab CF StripAssay obsahujici
panel 34 nejcastéji se vyskytujicich mutaci CFTR genu a Tn polymorfismt (viennalab.com).
Dalsi metodou vysetfeni mutaci v celé kodujici oblasti CFTR genu je sekvenovani DNA dle
Sangera, kdy je sekvenovano 27 exonti CFTR genu. Pro detekci rozsahlejSich deleci ¢i
duplikaci CFTR genu se vyuzivd metoda MLPA (mrc-.holland.com). I pies velmi dobie
zavedenou metodiku neni u nékterych pacienti s klinickym obrazem cystické fibrozy
nalezena mutace v CFTR genu. Diky rozvoji molekuldrné genetickych metod dochazi k
zefektivnéni nejen detekce mutaci CFTR genu, ale i k efektivnéjsi sekvenaci rozséhlejsich

oblasti genomu.

2. 4. 3 Transepithelialni rozdil potenciali

Diagnostika CF se vsoucasné dobé stanovuje hlavné pomoci potniho testu a
molekularné genetického vySetfeni. V nékterych ptipadech nemusi byt vysledky testi zcela
jednoznacné. V takovém piipadé miZeme vyuzit metodu meéfeni transepithelialnich
potencialti (Ahrens et al. 2002).

Tuto metodu popsal vroce 1981 Knowles et al. (Alton et al. 1990). M¢éfi se
transepithelidlni rozdil potenciali in vitro mezi povrchem nosni sliznice a podkozim.
V Evropé je zatim jen nékolik malo pracovist, ktera toto vy3etieni provadi. V Ceské republice

neni toto vySetieni zatim dostupné (Vavrova et al. 2009).

2. 5 Algoritmus vySetieni

Pacienti, u kterych je podezieni na cystickou fibrézu (vykazuji fenotyp CF a zvySené
chloridy v potu), podstupuji kaskddu molekularn€ genetickych vySetfeni. Algoritmus
vysetieni se mize v kazdé laboratofi liSit. V této kapitole popisuji algoritmus vysetieni, ktery
se provadi v molekularng genetické laboratoti Ustavu biologie a lékai'ské genetiky (UBLG) ve
Fakultni Nemocnici Motol.

Zakladni molekularné genetické vySetfeni je detekce 50 nejcastéjSich mutaci v CFTR
genu, vyskytujicich se v Ceské republice, pomoci kitu ELUCIGENE CF-EU 2v1, zaloZzeném
na principu alelové specifické hybridizace. Pokud neni identifikace mutaci Gsp&S$na, pfistupuje
se k pouziti metody MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification), ktera slouzi
k detekci rozsdhlych deleci a duplikaci v CFTR genu. Pokud ani vtomto piipadé neni
identifikace mutace na obou alelach uspéSna, pfistupuje se k sekvenovani celé kodujici

sekvence genu CFTR. Sekvenovani celého genu je cenové 1 Casoveé nakladné, proto jednim
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z cild diplomové préace je zavést do algoritmu vySetfeni metodu sekvenovani nové generace
pomoci kitu CFTR MASTR Dx (Multiplicom). Tato metoda by mohla zefektivnit vySetieni

z hlediska ceny, ¢asové narocnosti provedeni a rychlejsi analyzy vysledki.

2. 6 Historie sekvenovani

Za pocatek vyzkumu sekvenovani DNA muzeme povazovat padesata 1éta 20. stoleti,
konkrétn¢ rok 1953, kdy James D. Watson a Francis H. C. Crick objevili molekularni
strukturu DNA (Watson & Crick 1953).

Prvni Gspésné sekvenovani provedli mezi lety 1968 — 1971 panové Wu a Kaiser.
Vyuzili modifikovanou metodu prodluzovani primerii, diky které ptecetli 12 nukleotidi
z okrajovych regioni DNA faga lambda (Hutchison 2007). V roce 1977 byly nezavisle na
sobé objeveny dvé metody sekvenovani. Jedna je zndma jako chemické sekvenovani a
publikovana Maxamem a Gilbertem, druhd metoda byla objevena Sangerem a je zndma jako
dideoxynukleotidové sekvenovani (Guzvic 2013). V roce 1980 ziskali prikopnici obou metod
Nobelovu cenu. V dalSich letech dochazelo k rozvoji a zlepSovani piedevSim Sangerovy
metody sekvenovani. Radioaktivni znaceni nukleotidli bylo nahrazeno fluorescen¢nim
znaenim, které detekoval laser a dany signal zaznamenaval pocita¢ (Karger & Guttman
2009). Pozdé&ji byla tato metoda dale vylepSena nahrazenim gelové elektroforézy za kapilarni
(Heather & Chain 2015).

Od roku 2005 se objevuji nové metody umoziujici masivni paralelni sekvenovani
DNA (Reinert & Huson 2008). Prvni metoda sekvenovani byla navrzena 454 Life Sciences.
Metoda funguje na principu pyrosekvenovani (Hutchinson 2007). O této a dalSich tzv.

metodach nové generace se zminuji v nasledujici kapitole: Sekvenovani nové generace.

2.7 Sekvenovani nové generace

Vroce 1977 byla publikovdna Frederikem Sangerem et al. enzymatickd metoda
sekvenovani (Sangerovo sekvenovani). O par let pozdéji doslo k automatizaci této metody,
kdy byl na trh uveden prvni sekvenator vyuzivajici kapilarni elektroforézu k separaci
jednotlivych usekit DNA. Dochézelo ke stalému zdokonalovani téchto metod a vyvoji novych
technologii s vySsi vykonnosti, mensi pracovni nadro¢nosti a nizSimi naklady (Koubkova et al.
2014). Tyto technologie jsou oznacovany jako sekvenovani nové generace, nazyvany také
masivné paralelni sekvenovani.

V soucasné¢ dobé na trhu dominuji tfi platformy: Roche 454 Genome Sequence,
[llumina Genome Analyzer a Life Technologies SOLiD systém (Zhou et al. 2010). I piesto, Ze
jsou tyto platformy zaloZeny na rozdilnych principech, sdileji nésledujici kroky: ptiprava

16



knihovny vytvofena ndhodnou fragmentaci DNA, sekvenovani a detekce inkorporovanych
nukleotidll a analyza dat (Shendure & Hanlee 2008, Koubkova et al. 2014).

Jako prvni technologie nové generace byla na trh uvedena platforma Roche 454, ktera
je zalozena na principu emulzni PCR s naslednou pyrosekvenaci (Rothberg & Leamon 2008).
Na rozdil od této technologie je technologie SOLiID (Sequencing by oligonucleotide ligation
and detection) zalozena na sekvenovani ligaci (Koubkova et al. 2014). Technologii Illumina

se dukladnéji vénuji v podkapitole 2. 7. 1.

2.7.1 Illumina
Tato metoda je zaloZzena na principu sekvenovani syntézou ve spojeni s tzv.
mustkovou (z angl. bridge) amplifikaci (Shokralla et al. 2012). Pivodné bylo mozné ptecist
jen velmi kratké sekvence DNA (typicky useky dlouhé 36 nukleotidll) a primarné byla urcena
pro resekvenovani. V dneSni dob& je tato metoda vyuZivdna pro sekvenovani DNA
(celogenomové sekvenovani, exomové sekvenovani, mitochondridlni sekvenovani), ale 1 pro
analyzu RNA (sekvenovani total RNA, mRNA i malych RNA molekul) (www.illumina.com).
Ptiprava knihovny, coz je prvni krok pii sekvenovani, zahrnuje fragmentaci DNA
pomoci nebulizéru, kde vlivem stlaceného vzduchu dochazi ke st€peni molekuly (Croucher et
al. 2009). Konce fragmentll jsou zarovnavany, fosforylovany a 3’konce adenylovény.
Nasledné dochazi k ligaci adaptori k obéma konciim fragmentu DNA (Koubkova et al. 2014).

Schéma piipravy knihovny zndzoriuje obrazek 3.
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Obr. 3: Priprava knihovny DNA — fragmentace DNA, zarovnani konctit DNA fragmentt a pfipojeni adeninu,
nasledna ligace adaptorti k obéma konctiim fragmentu. Upraveno podle Tucker et al. (2009).

DalSim krokem je amplifikace fragmentované DNA pomoci tzv. mistkové PCR, kdy
jednotlivé adaptory pfipojené k fragmentu DNA  hybridizuji s komplementarnimi
oligonukleotidy, které jsou kovalentné vazany na pevném povrchu. VIldkno DNA se ohne,

druhym adaptorem se pfipoji k pevnému povrchu a vytvofi pfemosténi. Oligonukleotid
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ukotveny na desce slouzi jako primer pro syntézu druhého vldkna DNA. Poté prob&hne
denaturace a ohnuti k dal§imu oligonukleotidu. Dochdazi k tvorbé shlukti (tzv. klastrtt), z nichz
kazdy obsahuje ptiblizné¢ 1000 kopii o praméru asi 1um (Petterson et al. 2009). Klastry jsou
jednovldknové sekvence, na které naseda sekvencni primer (Shendure & Hanlee 2008).

Postup mitistkové PCR je zndzornén na obrazku 4.

Bl |
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Obr. 4: Mistkova PCR amplifikace, vytvoreni klastrii a nasledné navazani sekvenéniho primeru. Upraveno podle
Tucker et al. (2009).
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Vlastni sekvenovani, jehoZ postu je znazornén na obrazku 5, se provadi pomoci
cyklické reverzibilni terminace. Vyuzivd fluorescenéné znafené nukleotidy, kdy kazdy
nukleotid je znaen jinym fluorochromem (Petterson et al. 2009). Nukleotidy jsou na 3" konci
modifikovany, coz zarucuje, ze v jednom cyklu se zabuduje pouze jeden nukleotid (Koubkova
et al. 2014). Po inkorporaci fluorescenéné znacen¢ho nukleotidu do fetézce DNA nasleduje
laserova detekce fluorescencniho barviva z kazdého klastru. Na zékladé detekce urcitého
fluorescencniho signalu se poznd, o kterou bdzi se jednd. Piebyvajici nukleotidy 1
fluorescen¢ni barvivo jsou odstranény, terminalni baze jsou aktivovany a je tak umoznén
vstup do dal§iho cyklu (Shokralla et al. 2012). Tento cyklus se opakuje do té¢ doby, dokud

neni prectena celd sekvence.
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Obr 5: Laserova detekce fluorescencné znaceného nukleotidu. Po odstranéni fluorochromu z 3 konce se cely
cyklus opakuje az do sekvenace celého useku. Upraveno podle Tucker et al. (2009).
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Cile prace
. Analytickd validace kitu CFTR MASTR Dx (Multiplicom) a zafazeni metody
sekvenovani nové generace do algoritmu vysetieni CFTR genu v laboratoii UBLG FN
Motol.
Molekularné geneticka analyza vybranych pacienti s fenotypem cystické fibrozy bez
dosud zjisténé molekularné genetické pti¢iny onemocnéni

a) kitem Elucigene CF-EU2 (Elucigene)

b) MLPA
. Vyuziti metody sekvenovani nové generace kitem CFTR MASTR Dx (Multiplicom)
pro analyzu pacientli, u nichz nebyla zjiSténa molekularn¢ genetickd pficina
onemocnéni predchozimi metodami.
. Klasifikace a popis variant detekovanych sekvenovanim nové generace platformou
[Mlumina s pouzitim kitu CFTR MASTR Dx (Multiplicom).
Ovéfeni potencionalné patologickych nélezl klasickym Sangerovym sekvenovanim a
porovnani platformy sekvenovani nové generace s klasickym Sangerovym
sekvenovanim z hlediska ceny, ¢asové naro¢nosti, a efektivnosti.
. Navrzeni algoritmu dalS§iho vySetfeni pacientli bez objasnéné molekularni podstaty

onemocnéni cystickou fibrozou.
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4 Material a metody

4.1 Vzorky DNA

Material, ktery byl vyuzit k analyze, je DNA izolovéna z periferni krve lidského druhu
(Homo sapiens sapiens Linné). Vzorky pochazeji z DNA banky z Ustavu biologie a 1ékaiské
genetiky (UBLG) ve Fakultni nemocnici Motol. Soubor 30 vzorki pro NGS kit Multiplicom
byl sestaven ve spolupraci s klinickymi genetiky z Ustavu biologie a genetiky a s pediatry
z Pediatrické kliniky FN Motol. Pacienti, jejichz vzorky byly vybrany, vykazuji klinické
ptiznaky odpovidajici cystické fibréze (pankreaticka insuficience, neprospivani, bronchitidy),
maji pozitivni potni test (zvySend hladina chloridi v potu) a byla u nich dosud nalezena pouze

jedna nebo z4dnd mutace CFTR genu. Kazdy pacient podal informovany souhlas o vysetieni.

4. 2 Molekularné genetické vySetieni CFTR genu pomoci kitu ELUCIGENE
CF- EU2v1

Metoda je zalozena na principu fluorescencni alelicky specifické amplifika¢ni
technologii ARMS (Amplification Refractory Mutation System, amplifikaéni refrakéni
mutacni systém), kterd detekuje delece, inzerce nebo jiné genové mutace v DNA. Analyza
vysledku se provadi kapilarni elektroforézou a nasledné vyhodnoceni prostiednictvim
softwaru GeneMapper, ktery identifikuje PCR produkty dle velikosti a fluorescenéni barvy.

Tato multiplexni analyza zahrnuje dvé PCR reakce (A a B). Ve smési A jsou
detekované mutantni sekvence, které¢ jsou zndzorilovany jako modré piky. Smés A dale
obsahuje opakované sekvence polythymidinového (Poly — T) traktu, které jsou znazornény
¢ernymi piky. Ve smési A detekujeme také normalni alelu pro nejrozsifenéj$i mutaci
v evropské populaci - deltaF508. Smés B obsahuje normalni ,, wild type “ sekvence, které jsou
znazornovany jako zelené piky. V obou smésich (A 1 B) jsou pfidany vnitini kontrolni
markery amplifikace, které zobrazuji kontrolu amplifikace a jsou znazornovany jako ¢evené

piky.
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4. 2. 1 Reagencie

smés primerd CF-EU2vl A, obsahujici primery pro amplifikaci nasledujicich
mutantnich alel: R347H, R347P, 2789+5G>A, 3120+1G>A, 711+1G>T, R334W,
1507del, F508del, 3849+10kbC>T, 1677delTA, 1078delT, V520F, L206W, W1282X,
R560T, 2347delG, Q890X, R553X, G551D, S549N, M1101K, G542X, 3905insT,
Y1092X(C>A), S1251N, 444delA, 1811+1.6kbA>G, 1717-1G>A, R117H, R117C,
N1303K, Y122X, 394delTT, G85E, R1066C, 1898+1G>A, W846X, 2184delA,
DI1152H, CFTRdele2,3, P67L, 2143delT, E60X, 3659delC, 3272-26A>G, 621+1G>T,
A455E, R1162X a R1158X.

Tato smés obsahuje také primery wild type pro detekci zdravé alely F508del, primery
pro detekci polythymidinovych variant, IVS8-5T, IVS8-7T, IVS8-9T a primery pro
identifikaci 2 hypervariabilnich markerd typu STR (short tandem repeat) —
(Elucigene® CF-EU2vI)

smés primert CF-EU2vl B obsahujici primery , wild type” pro amplifikaci
normalnich alel mutantii amplifikovanych smési primert A, s vyjimkou normalni alely
F508del, ktera je amplifikovana primery zahrnutymi ve smési primeri— (Elucigene®
CF-EU2vI)

smés pro PCR s obsahem HotStart Taq DNA polymerazy a deoxynukleotid trifosfatt
velikostni standard GeneScan™ 600 LIZ® (Applied Biosystems)

Hi-Di™ Formamid (Applied Biosystems)

4. 2.2 Postup

Amplifikace produktu

Pro kazdy vzorek se pfipravi zkumavka fadné oznacena identifikacnim Cislem vzorku

a pismenem A nebo B, a to z diivodu, Ze se pfiddva Primer mix A nebo Primer mix B. Do

jednotlivych zkumavek se napipetuje Master mix, Primer mix A nebo B a vySetifovand DNA.

Pfesné mnozstvi reagencii je uvedeno v tabulce 2. K sérii vySetfovanych vzorkd se vzdy

pfipravuje 1 negativni kontrola, ktera obsahuje vSechny sloZzky reakéni smési kromé

vysetifované DNA, ktera je nahrazena deionizovanou vodou.
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Tab. 2: Reagencie a jejich mnozstvi, které je potieba pro jednu PCR reakci.

Reagencie pro jednu reakci (pl)

Smés primeru A nebo B 4,5 ul
MasterMix 7,5 wl
VysSetfovana DNA 2,5 ul
Celkovy objem 14,5 pl

Ptipravené vzorky se vkladaji do termocykleru (Veriti, Applied Biosystem, USA), kde

probéhne multiplexni alelicky specifickd PCR za reakénich podminek uvedenych v tabulce 3.

Tab. 3: Teplotni rezim, pii kterém probiha PRC reakce.

Teplotni rezim

Pocatecni denaturace 94 °C — 20 min

Cyklovani: 30 cykla 94°C-60s
58°C-120s
72°C—-60s

Konecna elongace 72 °C — 20 min

Kapilarni elektroforéza

Amplifikované produkty jsou analyzovany na pfistroji ABI Prism 3130x] Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, USA), fungujici na principu kapilarni elektroforézy. Pro
analyzu je nutno smichat 6,8 pl velikostniho standardu GeneScan™ 600 LIZ® (Applied
Biosystems) a 250 pl Hi-Di™ Formamid (Applied Biosystems). Do kazdé jamky 96 jamkové
PCR desticky se napipetuje 15 pl vySe popsané smesi. Dalé pridame 3 pl PCR produktu smési
A nebo B. Desticku vlozime do genetického analyzatoru, nastavi se pozadované parametry a
spusti se fragmentacni analyza.

Interpretace vysledku

Vzniklé fragmenty jsou po rozdé€leni kapilarni elektroforézou vizualizovany pomoci
fluorescencnich barviv. Vyhodnoceni jednotlivych piku probihd v programu GeneMapper
Software version 4.0 (Applied Biosystems, USA). Smés A obsahuje mutantni sekvence, ,, wild

“«

type“ alelu F508, diky které muizeme rozlisit, zda se jednd o , wild type” alelu F508
(pfitomnost zeleneho piku), heterozygota (pfitomnost modrého 1 zeleného piku) nebo
homozygota (nepiitomnost zeleného piku). Ve smési A jsou detekovany jesté polymorfismy

Tn intronu 8, které jsou znazornény jako ¢erné piky. Ve smési B jsou detekovany ,, wild type
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sekvence, znazornéné jako zelené piky. V pfipadé heterozygotniho jedince je pik pfitomen,
ale dochazi ke snizeni ptivodni vysky piku. U jedincti v homozygotnim stavu je pik ve smési
B nepfitomen. Pfiklad negativniho nalezu je uveden na obrazku 6, detekce mutace je

znazornéna na obrazku 7 a homozygotni zachyt mutace je uveden na obrazku 8.
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e 100 230 are B £y ome asa are =0
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6D [meaws
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Obr. 6: Negativni zachyt mutaci CFTR genu pomoci kitu ELUCIGENE CF-EU2. Ve smési A muzeme vidét
wild type alelu F508 v podobé zeleného piku a polymorfismus intronu 8 (oznaCovan jako Poly T —
polythimidinovy trakt) v podobé ¢erného piku. V tomto ptipadé se jedna o 7T/7T, coz znamena, ze ob¢ alely
obsahuji 7 repetic Thymind. Ve smési B vidime nepfitomnost 8 piku, coz je wt F508 pfitomen v mixu A a
nepfitomnost 20 piku - S549R(T>Q), ktery se vyskytuje pouze ve smési A v pfipadé heterozygotniho stavu.
Tento vysledek miizeme oznadit, za negativni, bez nalezu mutace v genu CFTR.
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Obr. 7: Heterozygotni zachyt mutace F508del pomoci kitu ELUCIGENE CF-EU2.

Ve smési A vidime wild type alelu F508 v podobé zeleného piku a mutantni alelu F508 v podobé modrého piku.
V takovém pfipad¢ se jedna o heterozygota pro mutaci F508del. Dale vidime polymorfismus intronu 8 — Poly
7T/9T, coz znamen4, Ze na jedné alele se opakuje 7 Thymint a na druhé alele se opakuje 9 Thymind. Ve smési B

je snizena vyska piku ¢. 7 pro I507del WT, jelikoz v heterozygotnim stavu mutace F508del zabranuje spravné
hybridizaci [507del WT.
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Obr. 8: Homozygotni zachyt mutace F508del pomoci kitu ELUCIGENE CF-EU2.
Ve smési A vidime pouze ptitomnost modrého piku pro F508, coz znazorfiuje homozygotni stav pro mutaci
F508del. Dale vidime Poly T 9T/9T. Ve smési B chybi pik ¢islo 7 pro 1507del, jelikoz pfitomnost mutace
F508del zabrani hybridizaci primeru [507del WT.
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4. 3 Molekularné genetické vySetfeni mutaci CFTR genu metodou MLPA

MLPA (multiplex ligation — dependent probe amplification) je metoda, ktera slouzi
k detekci rozséahlejSich deleci a duplikaci. Jde o multiplexni metodu, ktera je zaloZena na
principu hybridizace sondy s vySetfovanou DNA. Kazd4d sonda je sloZzena ze dvou
oligonukleotidi, které hybridizuji k pfilehlym cilovym sekvencim. Po prob¢hnuti hybridizace
jsou oligonukleotidy spojeny pomoci DNA ligdzy. Pouze sondy, které jsou propojeny, jsou
nasledné amplifikovany pomoci PCR reakce. Amplifikovand DNA je poté analyzovana
pomoci kapilarni elektroforézy a nésledné zobrazeni analyzy se provadi pomoci softwaru
GeneMapper Software version 4.0 (Applied Biosystems, USA), ktery identifikuje PCR
produkty dle velikosti a fluorescencni barvy. Hodnoceni se provadi softwarem Coffalyser

(MRC - Holland) a webovou aplikaci eMLPa (http://emlpa.lf2.cuni.cz).
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4. 3. 1 Reagencie
e SALSA MLPA KIT P091 (MRC — Holland) slozeni: SALSA MLPA buffer,
SALSA Probe, ligase buffer A a B, SALSA Ligase-65, SALSA PCR primer
mix, SALSA polymerase
e Hi-Di™ Formamid (Applied Biosystems)
e GeneScan™— 500 ROX™Size Standard (Applied Biosystems)

4. 3. 2 Postup

Denaturace DNA vzorku

DNA vzorek o reakénim objemu 5 pl a koncentraci 50 — 250 ng inkubujeme
v termocykleru (Veriti, Applied Biosystem, USA) 5 minut pii teplot¢ 98 °C. Nésledné
nechame vzorek ochladit na 25 °C.

Hvbridizace MLPA prob

Reagencie nechame roztat pii pokojové teploté, promichiame je a stoCime. Dale

pfipravime hybridiza¢ni smés dle tabulky 4.

Tab. 4: Ptehled reagencii a objemt pro ptipravu hybridizacni smési.

Reagencie pro jednu reakci (pl)

SALSA Probe — Mix (¢erna cepicka) 1,5 pl
SALSA MLPA Buffer (Zluta ¢epicka) 1,5 ul
Celkovy objem 3l

Do kazdé zkumavky, které jsou stale v PCR cykleru (Veriti, Applied Biosystem, USA) pfi

25 °C se pridaji 3 pl hybridizacni smési. Jemné smés promichdme a nechdme inkubovat

I minutu pfi 95 °C, poté inkubujeme 16 hodin pii teplot¢ 60 °C v PCR cykleru (Veriti,
Applied Biosystem, USA).

Ligace MLPA prob

Druhy den pfed dobéhnutim programu hybridizace si pfipravime liga¢ni smés dle
tabulky 5. Enzym ligazu vyjmeme z mraziciho boxu jen na nezbytn¢ nutnou dobu. Teplotu

v PCR cykleru (Veriti, Applied Biosystem, USA) nechame klesnout na 54 °C.
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Tab. 5: Pfehled reagencii a objemi pro pfipravu ligaéni smési.
Reagencie pro jednu reakci (pl)
Sterilni injek¢ni voda 25 ul

Ligase buffer A (prasvitna Cepicka) 3 pl

Ligase buffer B (bila cepicka) 3ul
Ligase-65 (zelena cepicka) 1 ul
Celkovy objem 32 ul

Ligacni smés s enzymem jemné promichame pipetou. Ke kazdému vzorku, ktery je v PCR
cykleru (Veriti, Applied Biosystem, USA) pfi teploté 54 °C, ptidame 32ul liga¢ni smési a
jemné promichdme pipetou. Nechame inkubovat v PCR cykleru (Veriti, Applied Biosystem,
USA) 15 minut pii teploté 54 °C, dale 5 minut pfi teploté 98 °C a poté pii 20 °C.
PCR reakce

Dle tabulky 6 si pripravime Master mix pro PCR reakeci.

Tab. 6: Pfehled reagencii a jejich mnozstvi pro jednu PCR reakeci.

Reagencie pro jednu reakci (pl)

Sterilni injek¢ni voda 7,5 ul
SALSA PCR primers (hnéda ¢epicka) 2 ul
SALSA Polymerase (oranzova cepicka) 0,5 ul
Celkovy objem 10 pl

Master mix promichame pipetou. Pfi laboratorni teploté ptidame do kazdé zkumavky v PCR
cykleru (Veriti, Applied Biosystem, USA) 10 pul PCR Master mixu a jemné promichame
pipetou. Thned poté spustime piislusSny PCR program, popsany v tabulce 7.

Tab. 7: Teplotni rezim PCR reakce.

Teplotni reZim
Cyklovani: 31 cykli 95°C-30s

60°C—-30s
72°C—-60s
Konecna elongace 72 °C — 20 min
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Kapilarni elektroforéza

Po probéhnuti PCR reakce si piipravime smés Hi-Di™ Formamidu (Applied
Biosystems) (9 ul) a interniho standardu pro kapilarni elektroforézu GeneScan™ — 500 ROX™
Size Standard (Applied Biosystems) (0,5 upl) pro kazdy vzorek. Pfipravenou smés
rozpipetujeme do jednotivych jamek 96 jamkové desticky, do kazdé jamky pfiddme 1 pul PCR
produktu a jemné¢ promichame pipetou. Amplifikované produkty jsou analyzovany na pfistroji

ABI Prism 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA).

4. 4 Molekularni genetické vySetieni mutaci CFTR genu metodou sekvenovani dle

Sangera

4. 4. 1 Reagencie
e sekvencné specifické primery F a R
e PCRBIO HS Taq Master Mix
o FastAP Thermosensitivni Alkalicka Fosfatadsa (1U/ul, Thermo Scientific)
e Exonukledsa I E. coli (20U/ul, Fermentas)
e BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
e Acetatovy pufr, 3 mol/l, pH 5,2
o 70% etanol

e Hi-Di™ Formamid (Applied Biosystems)

4. 4.2 Postup

Metoda sekvenovani dle Sangera byla vyuzita k ovéfeni patologickych nalezl
zachycenych pomoci NGS. VySettovand DNA je amplifikovana pomoci PCR reakce
s vyuzitim sekvenéné specifickych primert. Precistény produkt je vyuzit jako templat pro
sekvenacni reakci vyuzivajici dideoxynukleotidy. Pomoci kapildrni elektroforézy je
stanoveno pofadi nukleotidli ve vySetfovaném useku DNA. Porovnanim s referencni sekvenci
DNA je zjiSténa ptipadnd ptitomnost mutace DNA.
Amplifikace DNA metodou PCR

Reagencie uvedené v tabulce 8 napipetujeme do zkumavky, vlozime do termocykleru
(Veriti, Applied Biosystem) a spustime prc program nastaveny na teplotni reZim uvedeny

v tabulce 9.
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Tab. 8: Pfehled reagencii a mnozstvi potiebné k jedné PCR reakci.

Reagencie pro jednu reakci (pl)

2x PCRBIO HS Taq Mix Sl
Injekeéni voda 3,2 ul
Primer R+F 10 pmol/pl 0,8 ul
DNA o koncentraci 10 ng/pl 1 ul
Celkovy objem 10 pl

Tab. 9: Teplotni rezim PCR reakce.

Teplotni rezim

Pocatecni denaturace 95 °C — 1 min
Cyklovani: 35 cykli 95°C—-15s
60°C—-5s
72°C—-15s
Chlazeni 15 °C — do ukonceni programu

Predisténi per produktiu: EXOSAP

K 10 pl PCR produktu se pfida 3 pl EXOSAPu. Pfiprava smési je uvedena v tabulce
10. Vzorky vlozime do termocykleru (Veriti, Applied Biosystem, USA) a pustime prc

program, jehoZ teplotni reZim je uveden v tabulce 11.

Tab. 10: Reagencie a jejich potiebné mnozstvi pro ptipravu EXOSAPu.

Reagencie pro jednu reakci (ul)
FastAP Thermosensitve Alkaline Phosphatase 2 ul
Exonuclease | 1ul

Celkovy objem 3nul

Tab. 11: Teplotni rezim, pfi kterém bézi enzymatické precisténi PCR produktu.

Teplotni reZzim

37 °C— 15 min
80 °C — 15 min
Chlazeni 15 °C — do ukonceni programu
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Sekvenac¢ni PCR

Sekvenacni PCR reakce, jejichz slozeni je uvedeno v tabulce 12 se pfipravuje zvIast

pro R (reverse) primer a F (forward) primer.

Tab. 12: Reagencie a jejich mnozstvi pro sekvenacni PCR reakci.

Reagencie pro jednu reakci (pl)

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 2 ul

Primer F/R 2,5 pmol/pl Tl
Ptecistény PCR produkt 4 ul
Celkovy objem 7l

Smés ptipravenou pro sekvenaéni PCR promichame a vlozime do termocykleru (Veriti,
Applied Biosystem, USA) a pustime pcr program, jehoz teplotni rezim je uveden v tabulce

13.

Tab. 13: Teplotni rezim, pfi kterém probiha sekvenacni PCR rekce.

Teplotni rezim

Pocatecni denaturace 95 °C -1 min
Cyklovani: 25 cykla 96°C—-10s
50°C-5s
60 °C — 4 min
Chlazeni 15 °C — do ukonceni programu

Precisténi PCR produkti: Ethanolova precipitace

Po probéhnuti sekvenacni PCR reakce k 7 pul produktu napipetujeme 40 ul roztoku
acetatu, promichame a preneseme do 1,5 ml zkumavek. Vzorky se centrifuguji v centrifuze
(Minispin plus, Eppendorf) 20min pfi odstfedéni 11300xg. Dulezité je myslet na stejnou
orientaci zkumavek v centrifuze. Supernatant ihned odsajeme a pfiddme do kazdé zkumavky
300 pl 70% etanolu, promichame a opét nechdme centrifugovat 10 min pii odstfedéni
11300xg. V dalsim kroku supernatant odsajeme a pfiddme 25 ul Hi-Di™ Formamidu

(Applied Biosystems), promichame a napipetujeme do platicka.

31



Kapilarni elektroforéza

Vzorky jsou analyzovany genetickym analyzatorem ABI Prism 3130xl (Applied
Biosystems, USA), ktery pracuje na principu kapilarni elektroforézy. Parametry analyzy jsou
specifikovany v softwaru 3130xI Genetic Analyzer Data Collection Software v3.0 (Applied
Biosystems, USA). Nasbirand data jsou nasledné¢ vyhodnocovana v automatizovaném

softwaru Sequencing Analysis Software v5.3 (Applied Biosystems, USA).

4. 5 Molekularné genetické vySetifeni CFTR genu pomoci NGS kitu CFTR
MASTR Dx (Multiplicom)

CFTR MASTR Dx (Multiplicom) je kit, zalozeny na principu amplikonového
sekvenovani, ktery umoziuje identifikaci vSech exond, nckterych pfilehlych intronovych
oblasti a nékterych promotorovych oblasti genu. Metoda je zalozena na dvou multiplexnich
reakcich, kdy v prvni reakci dochéazi k amplifikaci DNA vzorku a v druhé, univerzalni PCR
reakci, dochazi k pfipojeni specifickych indexd, které jsou unikatni pro kazdého pacienta.
Kazda knihovna se skladd ze 48 odlisnych amplikond. Vzniklé knihovny jsou ¢istény od
malych rezidualnich fragmentdl DNA, poolovany (vzorky jsou ekvimoldrné miseny) a

denaturovany. Spoolované, denaturované knihovny jsou analyzovdny pomoci sekvenatoru

MiSeq.

4. 5.1 Reagencie
e PCR Mix Plex 1 (obsahuje specifické oligonukleotidové primery, dNTPs
v Tricinovém pufru o pH 8, KCL a MgCl)
e PCR Mix Plex 2 (obsahuje BSA s KCl a Mg Cl)
e Taq DNA polymerasa
e Universal PCR Mix
e Amplification Reagent 1 (AR1)
e vybrané indexy MID p7 a MID p5
e magnetické kulicky Agencourt AMPure XP beat
e 70% etanol
e Read I Primer Mix (R1) a Read 2 Primer Mix (R2)
e Index Primer Mix (I)
e hybridizaéni pufr (HT1)
e hydroxid sodny (NaOH)
e pufr TRIS-Cl
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4. 5. 2 Postup
Amplifikace DNA metodou PCR

Ptipravime si vzorky DNA o koncentraci 10 — 20 ng/ul. Z mrazni¢ky si vyndame
MasterMixy (1,2) a nechame roztat na ledu. Déale smichame 25 pul DNA o koncentraci 10 — 20
ng/ul a 25 pl sterilni destilované vody. Vzorky proméfime na Qubitu (Qubit 2.0 Fluorometer,
Life Technologies). Pozadovana vysledné koncentrace DNA je v rozmezi 4 — 10 ng/ul.

V dalsim kroku si pfipravime reak¢ni mixy pro 2 multiplexy (pro kazdy vzorek se
piipravi 2 riizné mastermixy). MasterMixy promichame na vortexu a kratce stoCime, Taq
polymerazu promichame, kratce sto¢ime a pred pouzitim uchovavame na ledu. Mastermix

ptipravujeme dle rozpisu uvedeného v tabulce 14.

Tab. 14: Ptiprava Master Mixu pro PCR reakci.

Reagencie pro jednu reakci (ul)

PCR Mix Plex 10 ul
Taq DNA Polymerase 0,075 pul
Celkovy objem 10,075 pl

Mastex mix kratce promichame na vortexu a centrifugujeme 10 s pii 12 000xg.
Ptipravené mixy pipetujeme do platicka po 10 pl. Ke kazdému mixu pfidavame 5 pl vzorku
DNA o koncentraci 4 -10 ng/pl. KNTC (negativni kontrola) pfiddvame misto DNA 5 pl
sterilni destilované H>O. Plati¢ko se vzorky piekryjeme folii, ut€ésnime, kratce promichame na
vortexu a centrifugujeme 10 s pfi 12 000xg. Vlozime do termocykleru (Veriti, Applied

Biosystem, USA) a spustime pcr program, jehoZ teplotni reZim je uveden v tabulce 15.

Tab. 15: Teplotni rezim, pfi kterém béZzi prvni PCR reakce.

Teplotni reZim
98 °C — 10 min
95°C—-45s
20 cyklu 60°C—-45s
68 °C — 2 min
72 °C — 10 min
Chlazeni 4 °C —max lh
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Amplifikaéni program trva 2 hodiny 24 minut, po dob¢hnuti programu je nutné vzorky
do hodiny vyndat a pokracovat v dalsSim kroku nebo platicko zamrazit pti -20 °C. 30 minut
pifed dobéhnutim programu z chladnicky vyndame reagencie Agilent DNA 1000 kitu do
pokojové teploty.

Ovéreni uspésné amplifikace po 1. PCR pomoci Agilent chipu

Uspésnost amplifikace se ovéfuje pomoci Agilent chipu DNA 1000 kit (Agilent

Technologies).

Obr. 9: Obrazek ukazuje chip, pomoci kterého ovéfujeme uspé$nost amplifikace a pristroj 2100 Bioanalyzer
pomoci kterého je chip analyzovan.
Prevzato z gmi-inc.com.

Pro ovéfeni amplifikace DNA na cipu vybereme 12 ndhodnych vzorkt. Déle
postupujeme dle navodu k Agillent chipu nésledovné: Novy DNA ¢&ip vlozime do ,,chip
priming station* (obrazek 10). Do chipu (obrdzek 9) nepipetujeme 9ul gel-dye mix do
jamicky znacené 0. Zkontrolujeme, zda je pist nastaven na 1ml a piiklopime viko ,,chip

priming station*. Stiskneme pist smérem dolil, nez uslySime cvakuti. Po 1 min uvolnime pist.
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Obr. 10: ,,Chip priming station* Pfevzato z agilent.com

Po otevieni ,,chip priming station* se napipetuje 9 pul gel-dye mix do dvou jamicek

znacenych ' € . Déle napipetujeme 5 ul markeru do 12 jami¢ek pro vzorky a piiddme 1 ul

nahodn¢ vybranych DNA amplifikovanych vzorkd. 5 pl markeru pfiddme i do jamicky pro

Jladder spolu s 1 pl DNA ,ladder*. Cip vortexujeme po dobu 1 min a poté vzorek

analyzujeme pomoci pfistroje 2100 Bioanalyzer (zndzornény na obrazku 9) v programu 2100

Expert. U vzorkd, u kterych probéhla Gspésna amplifikace, detekujeme produkty o velikosti

250 — 500bp. Na obrazku 11 je zndzornén spravny vystup amplifikovaného vzorku.

[FU] |

100
80 R
60 b H
40 i P
20 LW |
] .
-20 V]
-401 |
-60

T 1 T T T T T T T
15 50 100 150 200 300 400 500 700

Obr. 11: Na obrazku je vidét vysledny elektrogoreogram z Agilent chipu DNA 1000.
Signaly 15 — 1500 bp ohranicuji signaly vnitfniho standardu Agilent chip.
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Univerzalni PCR 2 a pripojeni indexu

Univerzalni PRC provadime z divodu piipojeni specifickych indexii k fragmentim
DNA, které svou unikatni kombinaci pfifazuji vzorky k jednotlivym pacientim.
Ptipravime si Universal PCR Mix, Amplification Reagent 1 (oboji jsou soucasti kitu CFTR
MASTR™ Dx) a vybrané indexy s ovéfenou kompatibilitou. Nechdme roztat na ledu, kratce
promichdme na vortexu a sto¢ime 10 s pii 12 000x g. Taqg DNA polymerazu vyndame tésné

pied pfidanim do master mixu z mraznicky. Master mix ptipravujeme dle tabulky 16.

Tab. 16: Reagencie a jejich mnozstvi pro pfipravu Master mixu.

Reagencie pro jednu reakci (pl)

Universal PCR Mix 10 pl
Amplification Reagentl (AR) 10 pl
Taq DNA Polymerase 0,125 ul
Celkovy objem 20,125 pl

Master mix lehce promichdme (2 — 3s) a centrifugujeme 10 s pii 12 000x g.
Ptipraveny mix rozpipetujeme do nového platicka po 20 pl. Do rozplnéného platicka pak
pfidavame prislusné kompatibilni indexy.

Jako templat k univerzalnimu PCR slouzi produkt z prvni PCR reakce zfedény 1/1000.
Po rozmrznuti a kratkém stoCeni PCR produktu z prvni reakce provedeme dvoukrokové
fedéni. V prvnim kroku fedime v poméru 1:100 (tzn. 99 pl destilované vody a 1 ul PCR
produktu) a promichame na vortexu. V druhém kroku fedime v poméru 1: 10 (tzn. 90 pl
destilované vody a 10 pl PCR produktu z prvniho fedéni), nasledné promichame na vortexu.

K 24 pl master mixu s indexy pfidame 1 ul natedéného PCR produktu z prvni reakce a
doplnime tak objem na 25 pl. Platicko se vzorky piekryjeme folii, kratce promichdme na
vortexu (2 -3s) a sto¢ime 10 s pii 12 000x g. Piipravené platicko vlozime do termocykleru a

spustime pcr program s teplotnim rezimem uvedenym v tabulce 17.
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Tab. 17: Teplotni rezim, pfi kterém probiha univerzalni PCR 2.

Teplotni rezim

Pocatecni denaturace 98 °C — 10 min
Cyklovani: 20 cykla 95°C—-45s
64°C—-5s
68 °C — 2 min
Konecna elongace 72 °C — 10 min
Chlazeni 4°C—-o0

Po dobéhnuti programu, ktery trva zhruba 1,5 hodiny je nutné vzorky nejpozdéji do 12 hodin
vyndat a pokracovat v dalSich krocich nebo mizeme plati¢ko zamrazit pti — 15 C° az — 25 C°.

V nasledujicim kroku, stejné tak jak jako po probéhnuti prvni PCR reakce, se ovétuje
uspésna amplifikace univerzalniho PCR pomoci Agilent chipu. Postup je stejny jako pfi
ovéfeni uspesné amplifikace po 1. PCR pomoci Agilent chipu. U uspésné amplifikovanych
vzorkd detekujeme produkty o velikosti 350 — 550 bp. Ukézka sprdvného vystupu

z amplifikovaného vzorku je vidét na obrazku 12.

[FU]

100 —

ml
L | | | | | | 1l |
15 100 200 300 400 700 [bp]

Obr. 12: Na obrazku je vidét vysledny elektroforeogram z Agilent chipu DNA 1000. Signaly 15 — 1000 bp
ohranicuji signaly vnitiniho standardu Agilent chip.

Miseni obou multiplexnich reakci pro jednoho pacienta

V tomto kroku se smisi obé multiplexni reakce do jednoho vzorku pro kazdého
pacienta. Multiplexy michame do oznafenych Lo-Bind DNA zkumavek (materidl zamezuje

ulpivani DNA na povrchu zkumavky) dle rozpisu uvedeného v tabulce 18.
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Tab. 18: Rozpis mnozstvi miseni obou multiplexa.

Multiplex objem
Multiplex 1 20 pl
Multiplex 2 16,5 pl

Celkovy objem 36,5 nl

Kratce promichame na vortexu (2 — 3s) a sto¢ime 10 s pfi 12 000x g. Po smichani
obou multiplexti ihned pfistoupime k CiSténi od malych zbytkovych fragmentd pomoci
magnetickych kulicek nebo amplifikovanou knihovnu zmrazime pii — 15 C° az — 25 C°.

Cisténi amplifikovanych knihoven

Nejdiive si zchladni¢ky vynddme magnetické kulicky a nechame vytemperovat
minimaln¢ 30 min. na pokojovou teplotu. Déle si pfipravime cerstvy 70% etanol a
postupujeme nasledovné: Do 1,5ml Lo-Bind DNA zkumavek napipetujeme 30 pl
amplifikované knihovny a 34 pl magnetickych kuli¢ek, opatrné¢ promichdme pouze pomoci
pipety. Nechame 5 minut inkubovat a poté vzorky vlozime na 2 minuty do magnetického
stojanku. Ciré tekutina se odebere pipetou a vyhodi. Ke kazdému vzorku piidame 200 pl 70%
etanolu a inkubujeme 30 s pii pokojové teploté. Poté etanol odsajeme pipetou a vyhodime.
Cisténi etanolem se provadi celkem dvakrat. P¥i druhém gisténi etanolem diikladn& odsajeme
a nechame pelet vysusit, dokud neza¢ne povrch pelety praskat (cca 5 min). Pozor na ptesuSeni
pelety, takovéto pelety se pak Spatn€ rozpousti. Z magnetického stojanku pfendame vzorky do
plastového a ke kazdému ptidame 20 pl destilované vody, ve které pelet opakovanym
promichanim pitetou jemné rozpustime. Znovu vloZime zkumavky do magnetického stojanku
(na 1 minutu). Po uplynuti ¢asu pfeneseme 17 pl vzorku do novych 1,5ml Lo-Bind DNA
zkumavek.

Zméreni koncentrace precisténvch knihoven vySetrovanvch vzorku

Koncentrace knihoven vySetfovanych vzorkid proméfime na Qubitu (Qubit 2.0
Fluorometer, Life Tecgnologies) pomoci BR reagencii. Zmétena koncentrace se prepocita na
molalitu dle vzorce:

koncentrace vzorku (nM) = koncentrace vzorku (ng/ul) x 10°

656,6 x 460

460 je primérna délka fragmentli po univerzalni PCR a 656,6 je primérnd molarni hmotnost
baze v DNA.
Koncentrace jednotlivych knihoven upravime na 4nM a koncentraci oveéfime na Qubitu

(Qubit 2.0 Fluorometer, Life Tecgnologies).

38



Poolovani knihoven

Do 1,5ml Lo-Bind DNA zkumavky napipetujeme 10 pl od kazdé pacientské knihovny
o koncentraci 4 nM. Vysledkem je tedy jedna 4nM knihovna.

Priprava sekvenc¢nich primeru a indexovaciho primeru

Z mraznicky vynddme sekvenacni primery (Readl Primer Mix - R1 a Read2 Primer
Mix - R2) a indexovaci primery (Index Primer Mix - I, doddvané¢ v MID Dx for Illumina
MiSeq Amplification box a hybridizacni primer (HT1), ktery je dodavany spolu se sekvenacni
cartridge) a nechame roztat na ledu. Kazdy primer je dodavany jako 100 uM. Pro kazdy

primer pfipravime 600 pl roztoku o vysledné koncentraci 0,5 uM dle rozpisu:

HT 1 597 ul
Primer Mix (R1, R2, I) 3ul
Celkovy objem 600 pl

Smés vortexujeme 2-3 s. Pripravené vzorky uchovame na ledu az do naneseni do sekvenacni
cartidge.

Priprava Cerstvého roztoku NaOH

Dle rozpisu piipravime Cerstvy 0,2M roztok NaOH.

dH,O 980 pl
10M NaOH 20 pl
Celkovy objem 1000 pl

Zkumavku s roztokem promichame nékolikerym obracenim zkumavky. Roztok NaOH je
dilezity pro spravnou denaturaci knihovny a k tvorbé klastrli. Po pfipravé roztoku je
pouzitelny 12 hodin.

Denaturace a Fedéni knihovny

4nM knihovnu denaturujeme 0,2M roztokem NaOH dle rozpisu:

4nM knihovna Sul
0,2M NaOH Sul
Celkovy objem 10 pl
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Smés kratce promichame na vortexu a lehce stocime pii 280x g. Vzniklou smés inkubujeme 5
minut pii pokojové teploté, kdy dochazi k denaturaci DNA na jednovlaknové fetézce.

K denaturované knihovné ptidame HT1 pufr dle rozpisu:

Denaturovana knihovna 10 ul
Vychlazena HT'1 990 pl
Celkovy objem 1000 pl

Ziskame 1ml 20pM denaturované¢ knihovny v ImM NaOH. Zkumavku promichame
opakovanym pieklapénim. 20pM knihovna se nafedi do nové LoBind zkumavky na 10pM

knihovnu dle nasledujiciho rozpisu:

20pM denaturovana knihovna 300 pl
Vychlazena HT1 300 pul
Celkovy objem 600 pl

Zkumavku promichame opakovanym pieklopenim. Ziskdme denaturovanou 10pM knihovnu,
kterou ulozime na led a pfipravime si kontrolni knihovnu PhiX. Denaturovana knihovna
(10pM) je vhodna pro naneseni do sekvenacni cartridge.

Denaturace a redéni kontroly PhiX

Na ledu nechdme roztat DNA knihovnu PhiX, kter4 neni soucasti kitu, ale je dodavana
samostatné. Do nové 1,5 ml LoBind zkumavky nafedime danou knihovnu 10mM Tris — Cl

(pH 8,5 5 0,1% Tweenem 20) dle rozpisu:

10nM knihovna PhiX 2 ul
10nM Tric — Cl 3ul
Celkovy objem S5ul

Opatrné promichame pipetou. Ziskdme 4nM knihovnu PhiX. Tuto knihovnu denaturujeme

0,2M NaOH dle rozpisu:

4nM knihovna PhiX Sul
0,2M NaOH Sul
Celkovy objem 10 pl
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Po kratkém promichani na vortexu a stoceni, ziskavame 2nM knihovnu PhiX, kterou
inkubujeme 5 minut pti pokojové teploté, kdy dochézi k denaturaci DNA.
Pro zisk 20pM knihovny PhiX pfiddvame k denaturované 2nM knihovné PhiX HT1 dle

rozpisu:

2nMD knihovna PhiX 10 ul
Vychlazend HT1 990 pl
Celkovy objem 1000 pl

20pM knihovna PhiX muze byt skladovéana az tfi tydny bez sniZeni u€innosti tvorit klastry.
Knihovnu skladujeme pti -20°C.
Pti pouziti k sekvenci knihovnu PhiX dale fedime na 12,5pM dle rozpisu:

20pM knihovna PhiX 375 ul
Vychlazena HT1 225 ul
Celkovy objem 600 ul

Ziskanou 12,5pM knihovnu Phi X uloZime na led do dal§iho pouZiti.

Kombinace knihoven vzorki DNA a kontrolni PhiX

V tomto kroku smichdme denaturované knihovny DNA vzorkil a kontrolni PhiX dle

nasledujiciho rozpisu:

12,5 pM denaturovana knihovna PhiX 30 ul
10 pM denaturovana knihovna CFTR vzorki 570 ul
Celkovy objem 600 pnl

Sekvenace na MiSeq

V Illumina Experiment Manageru si pfipravime Sample Sheet — workflow parametry,
ktery nahrajeme na MiSeq. Vzorky se nandsi do sekvenacni catridge dle pokynti na MiSeq
nasledovné:
pozice 17 — knihovna CFTR s kontrolni PhiX knihovna
pozice 18 — Read 1 custom primer
pozice 19 — Index custom primer

pozice 20 — Read 2 custom primer
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Pro ilustraci uvadim sekvenacni catridge na obrazku 13. Vlozime cartridge do MiSequ a
spustime. Po dvou hodinach se zkontroluje pocet klastrd. Vysledné data se nahraji do

softwaru Sophia Genetics, kde jsou data analyzovéana.

Obr. 13: Cartridge, do které se nanasi CFTR knihovna a kontrolni knihovna PhiX — pozice 17, Read 1 custom
primer — pozice 18, Index custom primer — pozice 19 a Read 2 custom primer — pozice 20.
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5 Vysledky

Soubor 30 pacientli byl vybran s pomoci klinickych genetikli a pediatri z FN Motol.
Byli vybrani takovy jedinci, ktefi vykazovali klinické pfiznaky cystické fibrézy. Soubor
téchto pacientil jsem nejdiive analyzovala pomoci komer¢niho kitu ELUCIGENE CF-EU2v1,
ktery je schopen zachytit 50 nejcastéji se vyskytujicich mutaci CFTR genu v Ceské populaci.
U nékterych pacientli byla touto metodou odhalena jedna mutace, coz by naznacovalo, Ze
pacienti mohou byt heterozygoti pro danou mutaci a jsou tedy pienaSeCi pro dané
onemocnéni. Jelikoz pacienti vykazovali klasické ptfiznaky cystické fibrozy, bylo potieba
vyuzit dal§ich molekularn€ genetickych metod pro odhaleni pfi¢iny jejich onemocnéni. U
nékterych pacientli vykazujicich fenotyp CF nebyla objevena mutace Zadna. V dalSim kroku
jsme provedli vySetfeni metodou MLPA, kterd zkouma rozsahlé delece a duplikace v genu
CFTR. Touto metodou vSak nebyla zadna rozséahlejsi delece ¢i duplikace odhalena, proto jsme
pristoupili k analyze celého genu CFTR pomoci sekvenovani nové generace kitem CFTR

MASTR Dx s naslednym ovéfenim pomoci Sangerova sekvenovani.

5. 2 Vysledky molekularné genetického vySetfeni CFTR genu u vybraného
souboru pacientii pomoci kitu ELUCIGENE CF-EU2

Pomoci metody zaloZené na principu ARMS, za pouziti komeréniho kitu
ELUCIGENE CF-EU2v1, ktery je referen¢ni metodou v molekularné genetické laboratoti FN
Motol, byly u pacientli vykazujicich fenotyp cystické fibrozy zjiStény mutace, které jsou

popsany v tabulce 19.

Tab. 19: Piehled nalezenych mutaci u souboru pacientti pomoci kitu ELUCIGENE CF-EU2

Pacient ¢islo Nalezené mutace
1 Poly T: 5T/7T
Bez nalezu
Bez nalezu
c.1521 1523delCTT (F508del)
Bez nalezu
Bez nalezu
Bez nalezu

Bez nalezu

o 0 N S U A W

Bez nalezu

[
(=]

Bez nalezu
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11 Poly T: 5T/7T

12 c.1521_1523delCTT (F508del)
13 Bez nalezu

14 c.1521 1523delCTT (F508del)
15 c.350G>A (R117H)

16 Bez nalezu

17 c.1521 1523delCTT (F508del)
18 Poly T: 5T/7T

19 Bez nalezu

20 Bez nalezu

21 Bez nalezu

22 c.1521 1523delCTT (F508del)
23 Poly T: 5T/7T

24 Bez nalezu

25 Poly T: 5T/7T

26 c.1521 1523delCTT (F508del)
27 c.54-5940 2731+10250del21kb (CFTRdele2,3)
28 Bez nalezu

29 c.2215G>A

30 Bez nalezu

5. 3 Sekvenovani celého genu CFTR pomoci NGS s naslednym ovérenim

U souboru pacientii bylo provedeno sekvenovani genu CFTR s vyuzitim platformy
[llumina na pfistroji MiSeq Illumina. Hodnoceni namétenych dat bylo analyzovdno pomoci
softwaru Sophia Genetics. Vysledny report CFTR genu uvadi vysledky pro kazdého pacienta
zvIast. V reportu je uvedeno, v jakém exonu CFTR genu se nachazi varianta, o jaky typ
mutace se jednd, rozsah pokryti uvddény v procentech z R a F strany a stupen patogenity
nalezené varianty, kdy A — pravdépodobné patogenni, B — potencionalné patogenni,
C — varianty nezndmého piivodu a D — pravdépodobné nepatogenni.

V tabulkach uvedenych niZe jsou pak znazornény vysledky pacientl, u kterych byly
metodou NGS Illumina MiSeq detekovany mutace, které nebyly bé&znymi metodami
zachyceny, ptipadné se liSily od ptivodniho nélezu. U ostatnich pacientd, jejichz vysledky tu

neuvadim, byly potvrzeny vysledky pfedchozich analyz.
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Pacient ¢. 1

EXON | POKRYTI TYP NALEZENE POTVRZENI | KLINICKA
(E/R) ZMENY VARIANTY SANGEREM | ZAVAZNOST

3 49,67 % T>G ¢.169T>G (W57G) | ANO Kauzélni
(387/382)

23 49,92 % G>A c.4137-139G>A
(308/307)

14a 4397 % CAT>C c.2619+86_2619+87
(343/270) delTA

10 48,83 % G>A c.1408G>A Polymorfni
(131/125)

24 50 % G>A c.4389G>A Ticha
(392/392)

10 % (/) ¢.1210-12T[5];[=]

14a 43,79 % >G ¢.2562T>G Ticha
(574/448)

6 48,76 % A>G c.743+40A>G
(536/510)

16 53,83 % G>A ¢.2909-92G>A
(265/309)

12 49,39 % T>A c.1680-870T>A
(292/285)

Tab. 20: U pacienta Cislo 1 byla nalezena kauzalni mutace c.169T>G (W57G). Také byla
detekovdna zména v intronu 9 (c.1210-12T[5]). Dale byla detekovana varianta na pozici

c.4389G>A, kdy dochazi k vyméné guaninu za adenin. Tato zdména nezplisobuje zménu
aminokyseliny. JelikoZ potfadi aminokyselin se neméni a ve fenotypu se neprojevuje,
oznacujeme tuto mutaci jako tichou. DalSi nalezenou tichou mutaci u tohoto pacienta je
varianta ¢.2562T>G, kterd by nem¢la mit vliv na fenotyp. Dale byla nalezena polymorfni
mutace ¢.1408G>A. V homopolymerni oblasti intronu 9 nebyl stanoven pocet ¢teni. Dalsi
varianty se vyskytuji vétSinou v oblasti intronu a dosud nebyly popsany.
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Pacient ¢. 6

EXON | POKRYTI TYP NALEZENE POTVRZENI | KLINICKA
(F/R) ZMENY VARIANTY SANGEREM | ZAVAZNOST

23 100 % G>A c.4137-139G>A
(0/461)

16 99,56 % G>A ¢.2909-92G>A
(5/1144)

4 48,46 % T>C c.443T>C (1148T) | ANO Kauzalni
(335/315)

14a 99,78 % CAT>C c.2619+86 2619+87
(0/452) delTA

10 100 % G>A c.1408G>A Polymorfni
(0/387)

24 99,79 % G>A c.4389G>A Ticha
(1/486)

14a 100 % >G ¢.2562T>G Ticha
(0/1166)

12 99,79 % T>A c.1680-870T>A
(1/943)

Tab. 21: U pacienta Cislo 6 byla potvrzena kauzéalni mutace ¢.443T>C (1148T), ktera nebyla
detekovdna béZznymi metodami. Dle databdze ClinVar a CFTR2 neni tato varianta oznacena
za patogenni. Stejn¢ tak, jako u predeslého pacienta, byly detekovany dvé tiché a jedna
polymorfni mutace (c.2562T>G, c.4389G>A a c.1408G>A). Zadna dalsi kauzalni mutace
nebyla odhalena. Ostatni varianty nebyly dosud popsany.
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Pacient ¢. 8

EXON | POKRYTI TYP NALEZENE POTVRZENI | KLINICKA
(F/R) ZMENY VARIANTY SANGEREM | ZAVAZNOST

23 49,3 % G>A c.4137-139G>A
(328/319)

10 49,45 % G>A c.1408G>A Polymorfni
(139/136)

16 50,08 % G>A ¢.2909-92G>A
(309/310)

12 50,81 % G>C c.1727G>C ANO Kauzalni
(332/343) (G576A)

16 45,48 % CAT>C c.2619+86 2619+87
(386/322) delTA

12 50,98 % T>A ¢.1680-870T>A
(274/286)

14a 43,97 % T>G ¢.2562T>G Ticha
(678/536)

24 49.43 % G>A c.4389G>A Ticha
(311/304)

13 49,76 % C>T ¢.20002C>T ANO Kauzalni
(742/735) (R668C)

Tab. 22: U Pacienta ¢islo 8 byly pomoci kitu CFTR MASTR Dx odhaleny 2 kauzalni mutace
v heterozygotnim stavu c.1727G>C (G576A) a ¢.20002C>T (R668C). Dle databaze CFTR2
nejsou tyto varianty povazovany za patogenni. Stejné tak, jako u pfedeSlého pacienta, byly
detekovany dvé tiché a jedna polymortni mutace (¢.2562T>G, c.4389G>A a c.1408G>A).
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Pacient ¢. 11

EXON | POKRYTI (F/R) TYP NALEZENE POTVRZENI | KLINICKA
ZMENY | VARIANTY SANGEREM | ZAVAZNOST
3 49,39 % (332/324) | G>A c.224G>A ANO kauzalni
(R75Q)
10 % (/) c.1210-11T>G kauzalni

(TG13)

Tab. 23: U pacienta cislo 11 byly detekovany pomoci NGS 2 kauzalni mutace. Jedna kauzalni
mutace se vyskytuje v polymorfni oblasti intronu 9 ¢.1210-11T>G (Poly T 5/7) a druha
vexonu 3 ¢.224G>A (R75Q). Tato varianta neni dle databize CFTR2 povazovéana za
patogenni. Dale byla u pacienta detekovana chybovost v homopolymerni oblasti.

Pacient &. 16

EXON | POKRYTI TYP NALEZENE POTVRZENI | KLINICKA
(F/R) ZMENY VARIANTY SANGEREM | ZAVAZNOST
3 47,5 % G>A c.224G>A ANO kauzalni
(378/342) (R75Q).

Tab. 24: U pacienta Cislo 16 byla detekovana pouze jedna kauzalni mutace c¢.224G>A
(R75Q). Tato varianta neni dle databdze CFTR2 povazovana za patogenni.
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Pacient ¢. 26

EXON | POKRYTI TYP NALEZENE POTVRZENI | KLINICKA
(E/R) ZMENY VARIANTY SANGEREM | ZAVAZNOST

6 49,16 % CT c.869+ 11C>T Polymorfni
(608/588)

10 54,94 % ATCT>A | c.1521 1523del ANO Kauzalni
(144/178) CTT (F508del)

16 50,14 % G>A ¢.2909-92G>A
(347/350)

10 99,69 % G>A c.1408G>A Polymorfni
(1/323)

13 51,13 % C>T ¢.2002C>T ANO Kauzalni
(180/816) (R668C)

6 47,61 % AGATT>A | c.744-9 744-
(615/587) 6delGATT

24 51,0 % G>A c.4389G>A Ticha
(294/306)

14a 51,91 % CAT>C c.2619+86 _2619+87
(340/367) delTA

14a 51,72 % >G ¢.2562T>G Ticha
(534/572)

12 99,8 % T>A ¢.1680-870T>A
(0/498)

12 53,91 % G>C c.1727G>C ANO Kauzalni
(294/345) (G576A)

23 50,79 % G>A c.4137-139G>A
(341/352)

Tab. 25: U pacienta ¢islo 26 byla potvrzena kauzalni mutace c.1521 1523del CTT (F508del),
klasifikovana dle databdze CFTR2 a ClinVar jako patogenni varianta. Pomoci kitu CFTR
MASTR Dx byly detekovany dalsi dvé kauzalni mutace ¢.1727G>C (G576A) a ¢.2002C>T
(R668C), vyskytujici se v pozici cis jako komplexni alela. Ty jsou dle CFTR2 databaze
klasifikovany jako nepatogenni varianty. Také byly detekovany Casto se vyskytujici tiché
mutace ¢.4389G>A a ¢.2562T>G a polymorfni mutace ¢.1408G>A a c.869+11C>T.
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Pacient ¢. 27

EXON | POKRYTI TYP NALEZENE POTVRZENI | KLINICKA
(F/R) ZMENY VARIANTY SANGEREM | ZAVAZNOST

10 49,32 % G>A c.1408G>A Polymorfni
(111/108)

14a 50,75 % CAT>C c.2619+86 2619+87
(561/578) delTA

12 4831 % T>A c.1680-870T>A
(229/215)

7 50,26 % G>T c.874G>T ANO Kauzalni
(575/584) (E292X)

23 50,75 % G>A c.4137-139G>A
(528/544)

14a 49,35 % T>G ¢.2562T>G Ticha
(755/755)

24 50,63% G>A c.4389G>A Ticha
(509/522)

13 49,06 % G>A c.2126G>A ANO Kauzalni
(838/813) (R709Q)

16 48,88 % G>A ¢.2909-92G>A
(273/261)

Tab. 26: U pacienta ¢islo 27 byla pomoci kitu Elucigen CF-EU2 detekovana mutace

¢.54-5940 273+10250del21kb (CFTRdele 2,3). Tato mutace vSak pomoci NGS metody
nebyla zaznamenana. Byly detekovany dvé kauzalni mutace ¢.874G>T (E292X) a ¢.2126G>A
(R709Q) v pozici cis jako komplexni alela. Tyto mutace jsou dle databdze HGMD hodnoceny
jako patogenni. Také byly, jako u vétSiny pacientii, zaznamenany tich¢ mutace ¢.4389G>A a
¢.2562T>G a polymorfni mutace c.1408G>A.
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Pacient ¢. 28

EXON | POKRYTI TYP NALEZENE POTVRZENI | KLINICKA
(E/R) ZMENY VARIANTY SANGEREM | ZAVAZNOST

6 50,55 % AGATT>A | c.744-9 744-
(431/462) 6delGATT

23 49,11 % G>A c.4137-139G>A
(258/249)

4 52,44 % T>C c.443T>C ANO Kauzalni
(185/204) (1148T)

10 50,69 % G>A c.1408G>A Polymorfni
(142/146)

12 47,85 % T>A c.1680-870T>A
(326/300)

14a 49,38 % CAT>C c.2619+86 2619+87
(324/316) delTA

24 49.4 % G>A c.4389G>A Ticha
(254/248)

14a 47,5 % T>G ¢.2562T>G Ticha
(681/618)

6 52,72 % CT c.869+11C>T Polymorfni
(417/465)

16 51.37 % G>A ¢.2909-92G>A
(390/412)

Tab. 27: U pacienta ¢islo 28 byla detekovéana kauzalni mutace c.443T>C (1148T), ktera je dle
databaze ClinVar hodnocena jako nepatogenni varianta. Déle byly detekovany tiché mutace
c.4389G>A a ¢.2562T>G a polymorfni mutace ¢.1408G>A a ¢.869+ 11C>T.
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Pacient ¢. 29

EXON | POKRYTI TYP NALEZENE POTVRZENI | KLINICKA
(E/R) ZMENY VARIANTY SANGEREM | ZAVAZNOST

6 95,23 % AGATT>A | c.744-9 744-
(18/978) 6delGATT

1 52,19 % G>C c.-8G>C
(393/429)

12 99,86 % T>A c.1680-870T>A
(1/735)

10 100 % G>A c.1408G>A Polymorfni
(0/393)

13 46,49 % G>A c.2215G>A ANO Kauzalni
(587/510) (V739I)

14a 50,76 % CAT>C c.2619+86 2619
(260/268) +87 delTA

14a 51,04 % T>A c.2619+106T>A
(258/269)

14a 48,74 % T>G ¢.2562T>G Ticha
(589/561)

6 51,09 % CT c.869+11C>T Polymorfni
(492/514)

Tab. 28: U pacienta ¢islo 29 byla pomoci kitu Elucigen CF-EU2 detekovéana kauzalni mutace
c.2215delG (2347delG), software Sophia Genetics vSak vyhodnotil tuto variantu jako
c.2215G>A (V739]). Tato varianta nebyla dosud popsana v Zadné databazi. Predikénimi
programy PolyPhen je tato varianta povazovdna za nepatogenni. Dale byly detekovany
polymorfni mutace ¢.1408G>A a ¢.869+11C>T a tichd mutace ¢.2562T>G.
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5. 3 Kompletace vysledku

V tabulce 29 je uveden kompletni vysledek po multiplexni analyze a sekvenovani
CFTR genu s naslednym cilenym ovéfenim nalezené mutace. Pomoci sekvenovani nové
generace jsem zachytila druhou mutaci, a tim jsem u nckterych pacienti mohla potvrdit
molekularni piivod onemocnéni, ktery byl dosud nezndmy. U vétSiny vySetfenych pacientii
vSak podstata onemocnéni potvrzena nebyla, z divodu nezachyceni zddné mutace, nélezu
pouze jedné mutace v heterozygotnim stavu nebo néalezu dvou mutaci, které jsou podle
odbornych publikaci spiSe benigni a nezplisobuji onemocnéni cystickou fibrozu.

Tab. 29: Zapis genotypd u jednotlivych pacientti detekovanych pomoci kitu ELUCUGENE CF-EU2 a kitu
CFTR MASTR Dx.

Pacient ¢islo Nalezené mutace

1 c.169T>G

2 Bez nélezu

3 Bez nélezu

4 c.1521 1523delCTT
5 Bez néalezu

6 c.443T>C

7 Bez néalezu

8 c.1727G>C, ¢.2002C>T
9 Bez nalezu

10 Bez néalezu

11 c.224G>A

12 c.1521 1523delCTT
13 Bez nalezu

14 c.1521 1523delCTT
15 c.350G>A

16 c.224G>A

17 c.1521 1523delCTT
18 Bez nalezu

19 Bez nalezu
20 Bez nalezu

21 Bez nélezu
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22 c.1521 1523delCTT

23 Bez nélezu
24 Bez nalezu
25 Bez nalezu
26 c.1521 1523delCTT, c.1727G>C/c.2002C>T
27 c.54-5940 273+10250del21kb, c.874G>T/c.2126G>A
28 c.443T>C
29 c.2215G>A
30 Bez nalezu
5. 4 Validace metody

K validaci soupravy CFTR MASTR Dx byl vyuZit sekvenator MiSeq. Verifikace byla
provedena pomoci validacniho programu spolecnosti Sophia Genetics. Vyhodnocené vzorky
s genetickymi variantami byly vySetfeny a ovéfeny Sangerovym sekvenovanim ve FN Motol
v laboratofi UBLG. Analyzovali jsme 26 vzorkt organizovanych do dvou béhti po 13.

Vsechny identifikované varianty byly ovéfeny a nebyly nalezeny Z4dné patogenni
varianty, které nebyly detekovany v laboratoti UBLG.

Vvkonnostni charakteristiky postupu vySetfeni

Specifi¢nost

Definice: specifiénost méfeni je pravdépodobnost negativniho vysledku testu v pfipadé
nepiitomnosti hledané varianty testovaného znaku. Je vyjadiena jako pomér mezi spravnou
negativitou (True Negativity TN) a souctem spravné negativity a faleSné pozitivity (False
Positivity FP) dle vzorce: TN/(TN+FP). Vyslednd hodnota je vyjadiena jako relativni ¢islo,
jehoZz hodnota se pohybuje v rozmezi 0-1. V idedlnim piipad¢ se blizi jedné.

U vsech vzorki byl genotyp spravné€ urcen a specifi¢nost se rovna 1.

Citlivost

Definice: citlivost je pravdépodobnost pozitivniho vysledku testu v pfipadé pfitomnosti
hledané varianty testovaného znaku. Je vyjadiovana jako pomér mezi spravnou positivitou
(True Positivity TP) a souctem spravné positivity a faleSné negativity (False Negativity
FN)dle vzorce: TP/(TP+FN). Vyslednd hodnota je vyjadiena jako relativni cCislo, jehoz
hodnota se pohybuje v rozmezi 0-1. V idealnim ptipadé se blizi jedné.

U vsech vzorki byl genotyp spravné urcen a citlivost se rovna 1.
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Preciznost

Definice: vzajemné porovnavani vysledk mezi sériemi — napt. v riiznych dnech.

U opakovanych méfeni vzorki byl detekovan stejny genotyp.

Robustnost

Definice: robustnosti ovéfujeme vnimavost metody na pfipadné odchylky od optimalnich
podminek jejiho provadéni nebo za riznych podminek (napft. rizni pracovnici, matrice vzorku
apod.)

Zavér validace: Data poskytnuté UBLG laboratoii jsou vysoce kvalitni, dosahuji 100%
specifi¢nosti, 100% citlivosti a 100% preciznosti. Na zaklad¢ téchto vysledkii bylo potvrzeno,

ze pozadavky na vykonnost kitu CFTR MASTR Dx pro zamyslené pouziti byly splnény.
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6 Diskuse

Cysticka fibréza je onemocnéni zpusobené mutacemi v CFTR genu. Dodnes je dle
CFTR databaze znamo 2017 mutaci. Nékteré z nich maji kauzalni vliv na fenotyp pacienta,
jiné jsou asociovany pouze s mirnymi projevy onemocnéni, a nékteré jsou oznacovany pouze
jako polymorfni varianty bez vlivu na funkci CFTR genu. Zastoupeni jednotlivych mutaci
vykazuje velkou variabilitu. Mizeme nalézt mutaci v homozygotnim stavu nebo dvé mutace
v heterozygotnim stavu. Mizeme vsak nalézt i tzv. slozeného heterozygota, kdy se na jednom
chromozomu vyskytuje komplexni alela (dvé heterozygotni mutace ve fazi cis) a na druhém
chromozomu se vyskytuje heterozygot pro jinou variantu. V ptipad¢ takového nalezu je nutné

ovéieni faze mutaci vySetfenim rodici.

6. 1 Kauzalni mutace

Mutace W57G (c.169T>Q), u které dochazi k zdmén¢ trypsinu za glycin, se nachazi
v exonu 3 a byla detekovéana u pacienta ze severni Italie (Brancolini et al. 1995). Cetnost této
mutace v populaci neni pfili§ vysokd a v literatufe neni doposud podrobné popsana.
Predpoklada se vSak, Ze by mohla pftispivat k patologickému fenotypu cystické fibrozy
(Brancolini et al. 1995). U jednoho pacienta ze souboru byla tato mutace nalezena spolus 5T
variantou. Tato kombinace by mohla mit vliv na onemocnéni CF.

Bozon et al. (1994) detekovali variantu [148T (c.443T>C), u které dochéazi k zaméné
izoleucinu na treonin. Predpoklada se, Ze vyskyt této varianty nema vliv na spravnou funkci
genu. Neni vSak zcela vylouCené, ze nemlze ovliviiovat jeho dalSi funkce, jako spravné
fungovani sodnych kandlii. V ptipadé, Ze se mutace [148T vyskytuje v heterozygotnim stavu
spolu s dals$i mutaci, miize pak dojit k ovlivnéni fenotypu pacienta (Rohlfs et al. 2002). Tato
mutace byla detekovana u 2 pacientii z vybraného souboru. Ani u jednoho pacienta vSak
nebyla nalezena dal$i mutace. Z toho diivodu nemtizeme potvrdit ani vyloucit vliv této mutace
na pacienttiv fenotyp.

Mutace G576A (c.1727G>C) byla piivodné popsana jako neutralni varianta (Pagani et
al. 2003) Pozdé¢jsi vyzkumy vSak spojovaly tuto mutaci s mirnou formou spojovanou CBAVD
(congenital bilateral absence of vas deferens) (Grangeia et al. 2007). Tuto mutaci nalézdme
asto v kombinaci s dal§i mirnou mutaci R668C (c.2002C>T). Casto se tyto dvé mutace
vyskytuji v pozici cis jako komplexni alela. Dle soucasnych znalosti jsou vSak tyto mutace
hodnoceny jako nezpisobujici CF onemocnéni. Tuto kombinaci mutaci jsem v praci
zaznamenala u dvou pacientd. V jednom pfipad¢ jako 2 heterozygotni mutace v pozici trans.

U druhého pacienta byly mutace detekovany ve fazi cis kombinaci s kauzalni mutaci F508del

56



(c.1521 1523delCTT). I pfes tuto kombinaci bude vSak vétSina lidi bez fenotypového
projevu, a jen u malého poctu se mohou projevit velmi mirné symptomy CF.

R75Q (c.274G>A) je mutace, kterd vede k zdméné bazi guaninu za adenin, coz
pusobi zaménu aminokyselin argininu na glutamin v exonu 3. Dle databaze CFTR2 neni
povazovana za kauzalni mutaci. Spolu s kauzalni mutaci mize vyvolavat mirné formy CF
nebo CFTR piibuzné onemocnéni, jako napiiklad chronické pankreatitidy (LaRush et al.
2014). U pacientt s nalezem této mutace bych doporucila vySetfeni pokrevnich ptibuznych
pro zajisténi primarni prevence onemocnéni. Pfipadné vySetieni gent, jejichz mutace
vyvolavaji podobné onemocnéni cystické fibroze.

U jednoho z pacientl byly detekovany dvé mutace v pozici cis (komplexni alela), a to
E292X (c.874G>T), kterd vede k tvorbé STOP kodonu (nonsense mutace) a je povazovana za
patogenni. Druhd mutace R709Q (c.2126G>A) je predikénimi programy (MutationTaster,
PolyPhen) a v databdzi HGMD hodnocena jako pravdépodobné patogenni. Dalsi mutace,
ktera byla detekovana u tohoto pacienta je mutace CFTR dele2,3 (c.54-5940
273+10250del21kb). Jde o rozsahlou deleci, kterd vede ke ztraté exonu 2 a 3 v CFTR mRNA
a jedna se o pomérné rozsifenou mutaci slovanského typu (Dork et al. 2000). Tento pacient je
tedy slozeny heterozygot pro mutaci CFTR dele 2,3(21kb) a komplexni alely E292X/R709Q
genu CFTR. Tento fenotyp je patologicky a pacient trpi cystickou fibrozou. Na zakladé tohoto
nalezu byli vySetfeni oba rodie, kdy u matky byla detekovana komplexni alela
E292X/R709Q a u otce mutace CFTR dele 2,3(21kb). Oba rodice jsou tedy zdravymi
prenaseci téchto mutaci CFTR genu. Riziko pienosu v ptfipadé dalsi gravidity je 25 %. Na
zéklad¢ vysledku molekularné genetického vySetfeni bych doporudila partnerim v ptipadé
dalsi gravidity prenatalni diagnostiku cystické fibrozy. Z diivodu zajiSténi primarni prevence
cystické fibrozy bych dale doporucila molekularne genetické vysetieni mutace CFTR dele
2,3(21kb) a komplexni alely E292X/R709Q u pokrevnich ptibuznych obou rodict probanda.

Pomoci komer¢niho kitu Elucigen CF-EU2 byla detekovana u jednoho z pacient
mutace 2347delG (c.2215delG) v heterozygotnim stavu. Sekvenaci pomoci kitu CFTR
MASTR Dx na platformé Illumina a naslednym ovéfenim Sangerovym sekvenovanim se
tento nalez vSak nepotvrdil, ale byla nalezena varianta V7391 (c.2215G>A) v heterozygotnim
stavu, pii které dochazi k zdméné€ valinu za izoleucin. Tato mutace neni prozatim popséna
v Zadné databazi a predikcni programy (PolyPhen a SIFT) ji hodnoti jako benigni variantu (s
ohledem na podobnost fyzikalng-chemickych vlastnosti valinu a izoleucinu). Tento piipad
poukazuje na diilezitost cileného ovétfeni nelezené mutace. I presto, Ze jsou metody detekce

mutaci CFTR genu velmi spolehlivé, miize dojit k chybné analyze. Ovéfenim mutace druhou
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nezavislou metodou pak mizeme predchdzet chybné interpretaci daného nalezu. Vzhledem
k tomu, ze se jednozna¢né¢ neda urcit patogenita dané¢ mutace, doporucila bych molekularné
genetické vySetfeni také partnerky probanda, z diivodu prevence onemocnéni u piipadnych

potomki.

6. 2 Tiché a polymorfni mutace

Mezi pomérné rozsifené tiché mutace patii ¢.2562T>G a c.4389G>A. Jednd se o
zaménu nukleotidi, ktera nevede ke zméné aminokyselin. Obég tyto varianty byly detekovany
témef u vSech vysSetfenych pacientli a nemaji zaddny vliv na projev onemocnéni CF.

V CFTR genu na hranici intronu 8 a exonu 9 leZi usek oznaCovany jako
polythimidinovy trakt (Poly — T). Muze byt tvofen 5, 7 nebo 9T zbytky, po nichz nasleduje 10
- 13 TG opakovani (Millson et al. 2005). U¢innost m-RNA sestiihu exonu 9 uréuje podet
tymidint. Krat$i usek Poly — T traktu tak sniZzuje UCinnost sestiihu (Chu et al. 1993).
V kombinaci s jinou mutaci na druh¢ alele se mize fenotypové projevit jako mirna forma CF.
Kombinace poly — T traktu a rizny pocet TG opakovani se také mulze projevit na sestiihu
exonu 9. Groman et al. (2004) provadéli experimenty, které dokazovaly, ze kombinaci
krat§iho traktu Poly — T (5T) a vétSiho poctu TG opakovani (12 — 13 TG) miize vést
k abnormalnimu fenotypu CF. V mé studii byl u jednoho pacienta detekovan polymorfismus
5T s TG13 opakovéanim spolu s variantou ¢.224G>A (R75Q). Tato varianta neni dle databaze
CFTR2 povazovana za patogenni. Spolu s detekovanym polymorfismem by vSak mohli
zpusobovat mirné projevy CF.

U vétSiny pacientli v souboru byla detekovana polymorfni mutace c.1408G>A. Tato

varianta by vSak, dle sou€asnych poznatki, neméla mit vliv na fenotyp CF.

6. 3 Chybovost NGS technologie

Jednim z nejvétSich probléma, se kterym se v praxi miizeme setkat, je chybovost
masivné paralelniho sekvenovani. U vétSiny dostupnych platforem NGS se vykazuje vyssi
chybovost v porovnani se Sangerovym sekvenovanim. MiZeme rozliSit dva typy chyb,
pfi¢emz prvni vychazi z chybovosti DNA polymerazy a druhy typ je specificky pro konkrétni
technologii. V ptipad¢ technologie Illumina jsou hlavnim zdrojem chyb substituce a celkova
chybovost platformy je pfiblizne 0,1 %. (Lee et al. 2013).

Nejvice problémt pii sekvenaci zpiisobuje sekvenatorim pravdépodobné Cteni
v homopolymernich oblastech (De Leener et al. 2011). Tato chybovost byva kompenzovéana

mnohonasobnym pokrytim ¢tenych usekii (coverage). Optimalné by se hodnota pokryti méla
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pohybovat mezi 50 — 100 krat, dle internich nastaveni laboratofi. Za spravné povazujeme i
hodnotu coverage do 30 krat. U vSech detekovanych pacienti v mé préci bylo pokryti ¢ten¢ho
useku vzdy vyssi nez 40 krat. Vyjimkou vSak bylo ¢teni polymorfnich usekti Poly — T, kde
coverage viubec nebyla stanovena. Je mozné, ze nékteré zmeény v homopolymernich oblastech
mohly byt chybné stanoveny a pfi interpretaci vysledki je tieba brat na tento fakt ohled.

U pacienta c¢islo 29 byla dle klasickych metod detekovana kauzalni mutace 2347delG,
sekvenaci na platformé miseq Illumina byla tato mutace vyhodnocena jako substitucni
zameéna G za A. Dalsi odliSnost byla nalezena u pacienta ¢islo 27, kdy klasickymi metodami
byla zachycena kauzalni mutace CFTRdele 2,3 + 21kb, kterd vSak sekvenatorem MiSeq
nebyla detekovana. Diivodem miize byt chybné nasednuti primerti na dany usek DNA, a tim

muze dojit k vynechani mutace leZici v této oblasti a nésledné k chybné interpretaci vysledki.

6. 4 Porovnani klasického sekvenovani s platformou NGS

Technologie sekvenovani nové generace se v dneSni dobé rychle vyviji. Novéjsi
metody nam casto pifinaseji zvyseni efektivity analyzy z hlediska rychlosti, pfesnosti a
v neposledni fad€ i nizsi cenu za vySetfeni. Zame¢fila jsem se na porovnani dvou sekvenacnich
metod, a to Sangerovo sekvenovani na pfistroji ABI 3130 Genetic Analyzer od firmy Applied
Biosystems a sekvenovani nové generace na pifistroji MiSeq od firmy Illumina, kit CFTR
MASTR Dx.

V prvnim bod¢ jsem porovnala finan¢ni hledisko obou sekven¢nich metod. Potizovaci
cena sekvenatoru MiSeq od firmy Illumina &ini 3 125 000 KC. Cena jednoho runu vychazi
pfiblizn€ na 50 000 K¢. Za predpokladu, Ze 1 run zahrnuje 16 pacientii, analyza CFTR genu
pro jednoho pacienta vychazi na 3125 K¢&. Pofizovaci cena pfistroje 3130 Genetic Analyzer
od spole¢nosti Applied Biosystems, ktery je uren pro klasické Sangerovo sekvenovani je
pfiblizné 3 640 000 K¢&. Cena za analyzu vSech 27 exonit CFTR genu pro 16 pacientli vychazi
na 274 000 K¢. Cena analyzy pro jednoho pacienta tedy ¢ini 17 125 K¢&. Srovnanim obou
metod mizeme fict, Ze sekvenovani pomoci Sangera je 5,5 ndsobn¢ vyssi nez sekvenovani
pomoci platformy Illumina.

Porovnani sekvencnich metod z hlediska casové narocnosti vychdzi nasledovné.
Celkovou dobu trvani analyzy jsem pocitala za idedlnich podminek, kdy je vSech 27 exonli
sekvenovano najednou a zadnou sekvenaci nemusime opakovat. Ptiprava PCR reakce
s naslednou amplifikaci trva pfiblizné 3 hodiny. PCR produkt se ovéfuje na gelu, coz zabere
0,5 hodiny. Prvni purifikace DNA trva zhruba 1,5 hodiny. Pfiprava sekvenaéni reakce

s naslednou vlastni sekvenaci zabere 3,5 hodiny. Nasledné druh4 purifikace a vysuSeni vzorkl
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trvéa asi 3 hodiny. Analyza sekvenci na pfistroji 3130 Genetic Analyzer pro vSech 27 exonl
CFTR genu trva cca 2 hodiny. Celkem nam tedy sekvenace dle Sangera pro jednoho pacienta
zabere piiblizné 14 hodin. V pfipad¢, ze bychom sekvenovali 16 pacienttli, piicemz by byl
kazdy pacient sekvenovan zvlast, trvala by analyza klasickou metodou sekvenovani zhruba
224 hodin. Pomoci platformy Illumina, na pfistroji MiSeq, se celkova doba sekvenace
vyrazné snizi diky tomu, Ze vramci jednoho runu sekvenujeme cely gen pro vSech 16
pacienti najednou. Ptiprava PCR reakce s naslednou amplifikaci zabere asi 4,5 hodin.
Obohaceni kulicek trva piiblizn¢ 4 hodiny, sekvence dat trva asi 4 a nasledna sekvencni
analyza trva zhruba 10 hodin. Celkovy ¢as pro 16 pacientl zabere asi 22,5 hodin. V praxi pak
analyza trva pfiblizné¢ 1 tyden. Dobu analyzy vSak nejde vypocitat pouze na zéklad¢ secteni
¢ast jednotlivych ukont. Je tieba zohlednit vytiZeni laboratofe, pocet vzorki, které je mozné
analyzovat soucasné a nesmime opomenout ani lidsky faktor, ktery neumoziiuje nepietrzitou
praci bez zastaveni. Miizeme vsak jednoznac¢né fici, ze pouzitim NGS se doba analyzy pro 16
pacientl vyrazn¢ zkrati.

Co se tyce presnosti platformy Illumina, je pfesnost vyssi nez 99%. Béhem jednoho
runu je mozné vygenerovat az 35 miliont bazi o délce 250 bp. Za nevyhody této platformy
povazuji chybovost, a to hlavné v homopolymernich oblastech. Chybovost této platformy se
Ptesnost metody je 99,99%.

Z uveden¢ho porovnani mizeme vyvodit, Ze pofizovaci cena Mi Seq je 0,8 krat
levnéjsi nez analyzator 3130 Genetic Analyzer. Provozni ndklady klasického sekvenovani je
5,5 krat vyssi. Casova naro¢nost je u platformy nové generace pomérné nizi. Z tohoto
porovnani je ziejmé, Ze NGS je pro laboratofe pomérné¢ vyhodnou metodou. Chybovost
homopolymernich oblasti u NGS metod je feSena ovéfenim piipadnych nalezii varianty

klasickym Sangerovym sekvenovanim.

6. 5 Navrh dalSiho algoritmu vySetieni

I pfes vyuziti nejnov€jSich a pomérné spolehlivych NGS metod, kterymi jsme
osekvenovali vSech 27 exonit CFTR genu, se u n€kterych pacientli z vybrané¢ho souboru, kteti
vykazuji fenotyp cystické fibrozy, nepodafilo odhalit Zddnou mutaci v CFTR genu. Diivodem
muze byt vyskyt mutaci v intronové oblasti genu CFTR. V roce 2016 Venonica Feliio et al
publikovali kratky report, ve kterém popisuji pomérné rychlou a levnou metodu pro
identifikaci CFTR mutaci v cel¢ kodujici oblasti a intronovych regionech. Metoda je zaloZena

na 9 RT-PCR reakci, jejichZ primery pokryvaji cely gen CFTR. Amplifikované produkty jsou
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pak analyzované na agarozovém gelu. Jde o pomérné levnou metodu, kterd by mohla slouzit
jako rutinni diagnostika CFTR genu.

U pacientt, s fenotypem CF bez ndlezu kauzalni mutace v CFTR genu je Sance na
objasnéni jejich onemocnéni na molekuldrni Grovni analyzou tzv. CFTR - like genii. V tomto
ptipad¢ bych pfistoupila k sestaveni panelu genu spojenych s onemocnénim CF. Souvislosti
daného fenotypu by se u pfipadnych nalezi v jiném genu konzultovaly s klinickym genetikem

a hodnotily pomoci databaze OMIM, NCBI ptipadn¢ dalSich uzite¢nych databazi a softwart.

ZAVER

V ramci této prace jsem analyzovala 30 pacientii pomoci NGS, platformou Illumina na
pfistroji MiSeq. Pfedpokladala jsem, ze touto analyzou budou detekovany mutace v CFTR
genu a bude potvrzena molekularné geneticka podstata onemocnéni CF. Dv¢ kauzélni mutace
v genu byly vSak detekovany pouze u jednoho pacienta. U tohoto jediného pacienta jsme
mohli na zékladé molekularné genetické analyzy potvrdit onemocnéni CF. U dalSich dvou
pacientll jsme detekovali 2 mutace v CFTR genu v heterozygotnim stavu. Ty jsou vSak dle
odborné literatury popisovany jako nezpusobujici onemocnéni CF. U Sesti pacientli jsme
detekovali pouze jednu mutaci v heterozygotnim stavu a u dalSich pacient jsme detekovali
pouze nékolik frekventovanych polymorfizml nebo tichych mutaci, které by dle sou€asnych
poznatkl nemély mit vliv na fenotyp onemocnéni. V disledku toho, Ze u vétSiny pacientl
nebyla odhalena pfi¢ina onemocnéni, bych se v budoucnu rada dale vénovala studiim tzv.
CFTR like - gent, které by mohly odhalit molekularné genetickou podstatu onemocnéni u
pacientli, ktefi vykazuji fenotyp podobny cystické fibroze, ale nemaji prokdzané kauzalni

mutace v CFTR genu.
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7 Souhrn

Pozadavky na vykonnost kitu CFTR MASTR Dx (Multiplicom) pro zamyslené ucely
byly splnény a kit byl uspésné validovan.

V soucasné dobé se nam nepodatilo metodu NGS zaradit do algoritmu diagnostickych
vysetieni CFTR genu. Dlivodem je nutné splnéni doby odezvy vzorkl v akreditované
diagnostické laboratoii FN Motol. Neni tedy mozné vyckat s vySetfenim pacientti do
té doby, nez bude naplnéna kapacita poc¢tu vzorkl pro sekvenovani na ptistroji MiSeq.
U vybraného souboru pacientii, bez molekularné genetického nélezu, jsem provedla
analyzu CFTR genu s pouzitim kitu Eluigene CF-EU2, coz ptedstavuje detekci 92,8 %
vSech mutaci v CFTR genu. Nasledné jsem za pomoci metody MLPA vyloucila
rozsahlé delece ¢i duplikace CFTR genu.

Vyuzitim sekvenovani nové generace, na platformé Illumina, kitem CFTR MASTR
Dx (Multiplicom), jsem detekovala varianty, které nebyly zachyceny ptedeSlymi
metodami. U vétSiny pacientti byla vSak mutace detekovana pouze v heterozygotnim
stavu nebo nebyla odhalena zadna.

Patogenitu nalezenych variant jsem zhodnotila dle soucasnych poznatkii, databazi a
predikénich programi. Byla vSak nalezena varianta, ktera doposud neni popsana
v zadné CFTR databazi. Tato varianta je proto klasifikovana jako varianta nejasného
klinického vyznamu.

Veskeré nalezené varianty byly potvrzeny Sangerovym sekvenovanim.

Metody nové generace v porovnani se Sangerovym sekvenovanim se zdaji byt

z hlediska ceny a ¢asové naroc¢nosti vyhodn&jsi. Existuji vSak limity, které vedou
k faleSné¢ pozitivnim ¢i faleSné negativnim vysledkim. Ackoli technologie NGS
postupuje stale vpied a je snaha o prekonani téchto limitd, zistava Sangerovo
sekvenovani nadale velmi spolehlivou a dilezitou metodou v molekuldrné genetické
diagnostice.

U pacientti vykazujicich fenotyp CF a bez néalezu mutaci v CFTR genu bych
navrhovala provést dalsi studie zamétené na analyzu celé kodujici oblasti CFTR genu
pomoci RT — PCR. Déle navrzeni panelu gent, jejichZ mutace mohou vyvolat fenotyp

podobny onemocnéni cystickou fibrozou.
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