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Abstrakt

Néadorova onemocnéni patfi mezi druhou nejéast&j§i pti¢inu Gmrti v CR. Nosi¢i mutaci v genech
predisponujicich k dédi¢né formé onemocnéni tvoii malou, ale klinicky velmi vyznamnou skupinu
vysoce rizikovych osob. V soucasné dobé jsou znamy desitky predispozi¢nich genti pro vznik
hereditarnich nadorovych syndromd, pro jejichz analyzu se cilené sekvenovani nové generace (NGS)
stalo metodou prvni volby. NGS umoziuje rapidni zrychleni uréeni pfi¢inné mutace v oblasti
diagnostiky hereditarnich nadorovych syndromt. K identifikaci mutaci v genech predisponujicich ke
vzniku dédi¢nych nadorovych onemocnéni jsme navrhli analyzu pomoci panelového NGS vcetné
bioinformatického zpracovani, které umoznuje spolehlivou identifikaci jednonukleotidovych zdmén,
kratkych inzerci/deleci i1 rozsahlych intragenovych ptestaveb. Bioinformatické postupy, popsané v této
dizertacni praci, jsme nasledné vyuzili k validaci panelového NGS, ale i pro identifikaci alteraci
v konkrétnich genech, ktera umoznila nalézt jejich doposud nepopsané asociace s dédiénymi
nadorovymi onemocnénimi. Bioinformatické analyzy se staly zakladem pro jednotné zpracovani
rozsahlych souborti dat z CZECANCA konsorcia a umoziuji konstrukei frekvenéni databaze variant,
ktera slouzi pro zlepseni klinické diagnostiky nadorové predispozice u pacientd v CR. Viestrannost
NGS umoznuje jeho vyuziti i na analyzu sestfihovych variant nadorovych predispozi¢nich gent, ktera

je nezbytnym piedpokladem pro identifikaci patogennich variant zpisobujicich aberantni sestiih.
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Abstract

Cancer the second most common causes of death in the Czech Republic. Carriers of mutations in genes
predisposing to hereditary cancers represent a small but clinically significant group of high risk
individuals. Today, dozens of predisposing genes for hereditary tumor syndromes are known and
targeted next generation sequencing (NGS) has become a standard approach for their analysis. NGS
allows rapid acceleration diagnostics of causal mutation in high-risk individuals. To identify mutations
in genes predisposing to hereditary cancers, we designed a panel NGS analysis including subsequent
bioinformatics analysis allowing a reliable identification of single nucleotide wvariants,
insertions/deletions, and large intragenic rearrangements. The bioinformatics procedures described in
this thesis were used for panel NGS validation, but also for identification of alterations associating with
so far undescribed hereditary tumor types. Bioinformatics analyzes have become the basis for the unified
processing of large datasets from the CZECANCA consortium and enable the construction of a
population-specific database of genotypes that serve to improve clinical diagnostics of cancer
predisposition in Czech patients. The versatility of NGS also allows its use for RNA (cDNA-based)
analyzes of splicing variants in the genes of interest, which prerequisite for aberrant splicing

identification.
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1 UVOD

Néadorova onemocnéni piedstavuji po onemocnénich kardiovaskularniho systému druhou nejcastéjsi
pfi¢inu umrti v nasi populaci (28% vsech Gimrti v roce 2016; data: www.uzis.cz). Ceska republika
zaujima predni misto v celoevropskych statistikach incidence nadorti (Arnold M. et al., 2015).

V nasi laboratofi se zabyvame piedev§im karcinomy prsu, ovaria, pankreatu a tlustého stieva, které
zahrnuji Casté nebo prognosticky neptiznivé nadorové diagnozy.

1.1 Hereditarni nadorové syndromy

U vSech onkologickych diagnéz prevladaji sporadicka onemocnéni vznikajici na zaklad¢ akumulace
somatickych mutaci genomové DNA. Tyto mutace nejcastéji postihuji protoonkogeny, kodujici
pozitivni regulatory ristu bun€k a tkani, nebo tumor supresorové geny, které reguluji bunéény rast
negativng, indukuji apoptézu nebo se podileji na opravach poruch genomové DNA (Hanahan D.,
Weinberg R., 2000).

Ptiblizn€ 3% vSech nadorovych onemocnéni v§ak vznikaji jako hereditarni nadory (Rahman N., 2014).
Hereditarni nadorové syndromy maji piivod v germinalnich mutacich. Dédi¢nost hereditarnich mutaci
nadorovych predispozi¢nich genti je pievazné autosomalné¢ dominantni. V nékterych ptipadech je
zastoupeni dédi¢nych nadort podstatn€ vyssi nez zminéna 3%; > 15% u ovaridlnich karcinomt, >20%
u medularniho karcinomu §titné zlazy a >30% ptipadi u feochromocytomu (Rahman N., 2014).

Identifikace pfi¢inné genetické zmény je nezbytnym piedpokladem prediktivniho testovani, které v
pripadé pritomnosti patogenni mutace u doposud asymptomatického nosice, umoziuje jeho zafazeni do
preventivnich programi, jejichz cilem je snizeni rizika a v idealnim ptipadé eliminace moznosti vzniku
onkologického onemocnéni. Pfestoze podil hereditarnich forem na celkovém poétu nadorovych
onemocnéni je maly, vysoké riziko vzniku onemocnéni ¢ini diagnostiku dédiénych forem klinicky
zavaznym ukolem, jehoZ feSeni vyznamné ptispiva ke zlepSeni kvality Zivota nosi¢i mutaci.

Nédorovych predispozi¢nich genli bylo doposud popsano nekolik set. Nejveétsi rozmach zaznamenala
charakterizace ,,hlavnich* predispozi¢nich gent v poslednim desetileti 20. stoleti, kdy byly popsany i
mutace v hlavnich predispozi¢nich genech pro vznik hereditarni formy karcinomu prsu a ovaria
BRCAI (Miky Y. et al., 1994) a BRCA2 (Wooster R. et al., 1995). Dédi¢né patogenni mutace zvysuji
riziko vzniku karcinomu prsu u nosicl témet desetinasobné a zvysuji také riziko vzniku karcinomu
ovarii a nadort dal$ich tkani. Mutace v genu BRCA I zvySuji riziko vzniku karcinomu kolorekta, BRCA2
pak prispiva také ke vzniku karcinomu prsu u muzt, naddord pankreatu a prostaty (Foulkes W., 2008).
Proteiny BRCA1 i BRCA2 jsou velké jaderné fosfoproteiny, jejichz dominantni funkcei je podil na
opravach dvoufetézcovych zlomii DNA cestou homologni rekombinace (Nielsen F.C. et al., 2016).
Kromé BRCAI a BRCA2 jsou s dédi¢nou predispozici ke karcinomu prsu a ovaria spojeny i mutace
v dalSich genech kodujicich DNA reparacni proteiny (PALB2 - Rahman N., 2007; RADS51C - Pelttari
L.M. et al., 2011; RAD51D - Loveday C. et al., 2011), nebo proteiny regulujici odpoveéd’ na poskozeni
DNA (CHEK2 a TP53; Kleibl Z., Kristensen V., 2016).

Asociace s dédi¢nymi poruchami genti kodujicich DNA reparacni proteiny, které se podileji na opravach
dvouretézcovych zlomid cestou homologni rekombinace, je typickou, i kdyz ne vylu¢nou,
charakteristikou dédicnych forem karcinomu prsu a ovaria. Velmi vzacné se vyskytujici homozygotni
mutace (Ci pfitomnost ¢rans patogenni mutaci u slozenych heterozygottt) zptisobuji vrozena onemocnéni
provazena zavaznymi symptomy a casnou letalitou spojenou obvykle se vznikem malignich
onemocnéni. Typickym ptikladem téchto syndromti je Fanconiho anémie, heterogenni onemocnéni,
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ktera se projevuje mnohocetnymi vrozenymi vadami, selhanim kostni diené a vysokou predispozici k
hematologickym i solidnim malignitam (Che R. et al., 2017; Nalepa G. a Clapp D.W., 2018). Fanconiho
anemii zptisobuji mutace v nékterém z 21 FA gent (FANCA az FANCW) kédujicich proteiny podilejici
se na opravé zkiizenych vazeb a reparaci dvoutetézcovych zlomi (Che R. et al., 2017).

Na rozdil od hereditarnich forem karcinomu prsu a ovaria s dédicnymi mutacemi v DNA reparacnich
genech pro proteiny homologni rekombinace, mutace v rodinach s dédi¢nym nepolypéznim
karcinomem kolorekta — Lynchovym syndromem — jsou zptisobeny dédicnymi mutacemi mismatch-
repair (MMR) genti — MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 (Lynch H.T. et al., 2015). Predilekci poruch MMR
gend ke karcinomu kolorekta dokumentuji i v nedavné dobé popsané hereditarni mutace v genech pro
DNA polymerazy (POLE, POLDI) ucCastnici se této reparaéni cesty, které zvySuji riziko
oligopolypdznich forem kolorektalniho karcinomu (Palles C. et al., 2013).

1.2 Pristupy ke studiu genetické podstaty hereditarnich nadorovych syndromii
Identifikace osob s dédicné podminénymi nadorovymi syndromy vyzaduje priikazné urceni patogenni
mutace. S ohledem na skuteénost, Ze nadorovych predispozi¢nich a kandidatnich gend bylo
identifikovano nékolik set, jejich mutace se liSi penetranci (mirou asociovaného rizika vzniku
onemocnéni), jednd se o pomérné narocny problém. Podstatnou komplikaci je rovnéz nedostatek
informaci, které mame o vztahu genotypu s fenotypem u postizenych osob a rodin, protoze, s vyjimkou
nékolika malo gentl (jako je BRCAI, BRCA2, ¢i mutatorové geny), jsou dédi¢né mutace v nadorovych
predispozi¢nich genech vzacné a Casto populacné ¢i geograficky specifické.

1.2.1 Vazebné a GWAS analyzy

Charakterizace nadorovych predispozi¢nich geni vyzadovala vyznamny technologicky pokrok
v metodach molekularni biologie a DNA diagnostiky, ke kterému piispél objev PCR a sekvenovani.
Zasadni posun v identifikaci nadorovych predispozi¢nich geni mély na pocatku vazebné analyzy,
kterymi bylo v letech 1980-1990 identifikovano nékolik predispozi¢nich genti (Foulkes W., 2008).
Modifikaci vazebnych analyz jsou celogenomové asociacni studie (Genome-Wide Associations
studies; GWAS), analyzujici frekvenci jednonukleotidovych polymorfisml napfic¢ celym genomem v
populaci u tisici zdravych a nemocnych jedinct. V soucasné dobé& dokazaly GWAS studie identifikovat
varianty, které jsou asociovany se zvySenym rizikem vyvoje nadorti (Sud A. et al., 2017; Michailidou
K. etal., 2017).

1.2.2 Instrumentalni pFistupy pro analyzu nadorové predispozice

V roce 1977 byl popsan princip tzv. Sangerova sekvenovani, které¢ vyrazné zrychlilo analyzu DNA
(Sanger F. et al., 1977). Sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing - NGS; masivni
paralelni sekvenovani) je dalS$im generacnim stupném sekvenovani, umoziiujicim paralelni analyzu
miliontt DNA templatt v jediné analyze. Tfebaze vykonnost NGS dokaze analyzovat sekvenci celého
lidského genomu, vétSina soucasnych postupii rutinni genetické diagnostiky je zalozena na pouziti rizné
rozsahlych skupin vySetfovanych genil - genovych panelta (Soukupova J., 2016). K jejich selektivnimu
obohaceni (sequence capture) l1ze vyuzit mnoha technologickych a koncep¢nich ptistupt (Ballester L.Y.
et al., 2016; Kozarewa I. et al., 2015). Omezeni velikosti cilové oblasti sekvenované DNA umoziiuje
paralelni zpracovani vzorkli od vice vySetfovanych osob (multiplexing), coz zrychluje analyzy
v realném provozu a snizuje jejich financni narocnost (Shearer A.E. et al., 2012).



Zakladem kazdého NGS je priprava sekvenaéni knihovny. V piipad¢ analyz predispozice ke vzniku
geneticky podminénych onemocnéni slouzi jako obvykly templat genomova DNA. Zasadni limitaci
soucasné rutinné pouzivanych technologii NGS je délka ¢teni omezena na iseky DNA stovek bazi. Proto
na pocatku ptipravy knihovny musi byt vysokomolekularni genomova DNA §tépena pomoci ultrazvuku
nebo enzymaticky. Po §tépeni jsou DNA fragmenty upraveny, aby byly pfipraveny na navazani adaptorti
pro namnozeni cilovych fragmentt a barkodi k rozliseni DNA fragment patficich ke konkrétni osobé.

V této praci se budu zabyvat dvéma panely, které jsme v nasi laboratoti postupné vyvinuli pro analyzu
nadorové predispozice a slouzily k sekvenovani na technologickych platformach SOLiD a Illumina.

SOLID sekvenovani (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) vyuziva k sekvena¢nimu
procesu hybridizaci fluorescenéné znaCenych kratkych oligonukleotidii (prob) hybridizujicich ke
¢tenému useku DNA, které jsou spojovany pomoci DNA ligazy v n€kolika cyklech (Shendure J. et al.,
2005). SOLID sekvenovani vynikalo v podob¢ nizkého poctu sekvenacnich chyb. Zasadni omezeni této
technologie vSak spocivaly v nemoznosti Cteni delSich fragmenti DNA, ¢asové naroc¢nosti ligacnich
cykld a dosazeni omezeného sekvena¢niho vystupu. Z téchto divodid nemohlo SOLiD sekvenovani ¢elit
nastupu konkuren¢nich platforem a z dneS$ni perspektivy se jedna o ukonfenou vyvojovou vétev
(Shendure J. et al., 2017).

Dominantni platformou NGS v sou¢asnosti je Illumina, vyuzivajici k amplifikaci tzv. mustkovou PCR,
kdy jsou jednofetézcové fragmenty templati opatfené adaptory hybridizovany na primery
imobilizované na dné sekvenacni komory (flowcell). Kazdy fragment béhem amplifikace kolem sebe
vytvoti tzv. cluster (Fedurco M. et al.,, 2006) - shluk identickych kopii daného fragmentu DNA
sekvenovanych pomoci DNA polymerazy a znaCenych nukleotidi. Vyhodou sekvenaénich platforem
Illumina je pfedevsim rychlost a efektivnost, nevyhodou chyby v substitucich, kviili nartstajicimu Sumu
pozadi (Ari S. a Arikan M., 2016).

Dalsim stupném technologického rozvoje je tzv. sekvenovani tfeti generace. Vyhodou sekvenovani
tfeti generace je vyrazné vétsi délka Cteni a vynechdni amplifika¢niho kroku.

2 BIOINFORMATICKA ANALYZA

Sekvenovani nové generace produkuje velké mnozstvi dat a vyzaduje rozsdhlou bioinformatickou
analyzu. Zpracovani sekvena¢nich dat probiha dominantné na vykonnych vypocetnich serverech
v opera¢nim systému Linux, ktery je vhodny pro praci s velkymi objemy dat (Gb — Tb informaci).
Analyza sekvenacnich dat se sklada z fady na sebe navazujicich krokd, které obvykle zahrnuji kontrolu
kvality, mapovani sekvenacnich ¢teni na referen¢ni sekvenci, nalezeni odchylek (variant) oproti
referencni genomové sekvenci a jejich anotaci.

Primarnim vystupem sekvenacnich dat jsou soubory v podobé FASTQ (FASTA format spolu s kvalitou
kazdé baze) formatu, coz jsou vSechny sekvence jednotlivych analyzovanych fragmentt (reads - Cteni),
ohodnocen¢ kvalitou, vyjadiujici pravdépodobnost pfitomnosti dané baze. FASTQ soubory piedstavuji
vstupni format pro uvodni kontrolu kvality (napt. v softwaru FastQC,, Andrews S. 2010). V ptipadé
pritomnosti nekvalitnich bazi nebo tzv. procteni se do adaptort 1ze sekvenci upravit tzv. trimmingem —
odstranéni nekvalitnich bazi na konci jednotlivych ¢teni nebo sekvenci adaptorti.

FASTQ soubory jsou mapovany na referencni genom. Vysledkem mapovani jsou data v SAM (sorted
alignment map) formatu obsahujici sekvenci cteni, jeji koordinatu (lokalizaci) v referenénim genomu a
odchylky oproti referencni sekvenci. Pro dal$i zpracovani jsou SAM soubory pfevedeny do binarni
podoby — BAM formatu, sefazeny a jsou z nich odstranény PCR duplikaty. Volitelnym krokem je
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rekalibrace bazi, ktera umoznuje detekci a odstranéni systémovych chyb sekvenacniho procesu. Takto
upravené BAM soubory jsou vstupem pro vlastni hodnoceni sekvena¢nich dat, genotypovani, CNV
analyzu (viz kapitola 2.3), analyza stiedn¢ velkych inzerci, deleci a pro vizualizaci hodnocené oblasti.

Finalnim krokem bioinformatického zpracovani je genotypovani — nalezeni odchylek od referencniho
genomu. Vystupem tohoto kroku je soubor ve formatu VCF (Variant Call Format), obsahujici v§echny
nalezené varianty, které jsou nasledn¢ funk¢né anotovany.

2.1 Mapovani

Zakladnim krokem vyhodnoceni sekvena¢niho vystupu z NGS je mapovani ziskanych sekvenci na
referen¢ni genom. S ohledem na soucasny stav NGS technologii je typickou situaci mapovani velkého
mnozstvi kratkych (stovky bp dlouhych) DNA fragmentti. Omezena délka cteni mize komplikovat
mapovani v oblastech repetitivnich sekvenci ¢i pseudogend.

Existuje velké mnozstvi mapovacich programu s rozdilnymi algoritmy. Nékteré z nich jsou prednostné
uréeny pro krat$i ¢teni, jiné zase pro ¢éteni o velikosti nad 100 bp. Ukolem mapovacich algoritmi je
lokalizovat pozici sekvenacniho Cteni v referencnim genomu. Vyhledavani této podobnosti neni
zalozeno na presné shodé sekvence Cteni a referencniho genomu, protoze v pritomnosti odchylky
(varianty) od referen¢niho genomu piesna shoda nikdy nenastane. Kazdy algoritmus ma proto
nastavenou jistou toleranci vii¢i neshod¢ se vzorem v genomu. Dva hlavni mapovaci ptistupy jsou tzv.
,.,seed and extend“ algoritmus a ,,q-gram filter (Ye H.. et al., 2015). Generovani zakladnich fragmenti
(seedli nebo g-gramil), Ize provést pomoci tzv. hashovaci tabulky nebo s vyuzitim FM indexu
(Ferragina P. a Manzini G., 2000). Oba procesy jsou zaloZeny na vyhledavani podobnosti v textu.

Vystupem mapovacich programut jsou obvykle soubory ve formatu SAM, které jsou poté pievedeny na
BAM soubory. Nasleduje odstranéni PCR duplikati. Takto upravené soubory jsou pak podrobeny
dvéma volitelnym analyzam — ,,realignmentu‘ - znovuzhodnoceni inzerci nebo deleci v oblasti, kde se
varianta vyskytuje a rekalibraci kvality bazi — detekovani sekvena¢nich chyb.

2.2  Genotypovani

Stanoveni genotypu jedincii je obecné sumarizace kvality bazi a hloubky ¢teni z BAM souborti. Dva
hlavni zplisoby genotypovani jsou pomoci bayesidnské pravdépodobnosti, nebo pomoci heuristickych
faktorti, diky nimz se vytvori sada pravidel, které davaji vznik genotypim. Nejrozsiten&jSimi nastroji
jsou SAMTOOLS (Li H., 2011) a GATK (Genome Analysis Toolkit, McKenna A. et al., 2010),
pracujici na zékladé bayesianské pravdépodobnosti. Oba dokazi zajistit i vice krokl dfive popsanych
uprav (odstranéni PCR duplikatt, realignment, rekalibrace kvality bazi).

2.3 Analyza poctu kopii a velkych prestaveb

Dulezitym krokem NGS analyzy dat je analyza velkych pfestaveb tzv. ,,CNV calling“. K identifikaci
CNV ze sekvenacnich dat je mozné vyuzit n€kolik ptistupl. Pair-endové mapovani je zalozeno na
sekvenovani pomoci pair-endového Ccteni. Identifikace variant pak spociva v detekci rozdilné
vzdalenosti mezi pary Cteni. Dalsi ptistup je zalozen na vyhledani oblasti, ve kterych se vyskytuji tzv.
rozdélena Cteni (split read-based). Rozpoznani CNV zdvisi na namapovani ¢asti jednoho ¢teni na jinou
oblast genomu. Nejcastéji pouzivany pfistup je analyza zaloZend na hloubce pokryti daného



segmentu. Dal$i moznosti je identifikace CNV variant zalozena na novém sestaveni genomové sekvence
nebo kombinace predchozich zptisobii (Zhao M. et al., 2012).

2.4 Anotace

Poslednim krokem bioinformatického zpracovani NGS dat je anotace variant — pojmenovani biologické
funkce a vyznamu variant. V soucasnosti existuje nékolik databazi poskytujici referenéni genomové
sekvence a definice genti véetné jejich transkripénich variant. Nejpouzivanéjsi databaze jsou UCSC
(Fujita P. et al., 2011), RefSeq (Pruitt K. et al., 2012) a ENSEMBL (Flicek P. et al., 2012).

Nalezené varianty jsou dale anotovany frekvencemi z populacnich databazi napi. ESP6500, 1000g
(Genomes Project C. et al., 2012), EXAC a gNOMAD (Das R. a Ghosh S.K.,2017). K zachycenym
variantam je s vyhodou pfifadit i informace o klinické zavaznosti, které jsou uvedeny napft. v databazi
ClinVar (Landrum M. J. et al., 2014).

Pro analyzu funkéniho dopadu doposud nepopsanych variant nebo variant nejasného vyznamu (VUS)
byla vytvofena rozsahla kolekce predikénich programt, zalozenych na riznych algoritmech jako je
SIFT (Kumar P. et al., 2009), PolyPhen-2 (Adzhubei A. et al., 2010), LRT (Chun S. a Fay J.C., 2009),
MutationTaster (Schwarz J.M. et al., 2010), PhyloP, (Pollard K.S. et al., 2010), CADD (Kircher M. et
al., 2014) nebo GERP (Cooper G.M. et al., 2005). Pro in silico predikci poruch sestiihovych signald lze
vyuzit specializované predik¢ni algoritmy (napt. spidex, dbNSFP; Liu X., 2011).

3 VYCHODISKA A CIiLE PRACE

V roce 2010 proto byly vnasi laboratofi zahajeny prvni pokusy se sekvenovanim pomoci NGS.
Vysledky komeréniho sekvenovani na panelu 80 geni u 60 nosi¢d znamych mutaci vSak predev§im
ukazaly, ze pro dalsi rozvoj NGS v laboratofi bude nezbytné zajistit laboratorni i bioinformatické
analyzy vlastnimi silami. Zatimco zména laboratornich postupti, jakkoliv zasadni, umoznovala vyuzit
stavajicich zkuSenosti molekularné biologickych technik, které byly v laboratoii dostupné, mnozstvi dat
generovanych NGS vyzadovalo koncepéni zménu interpretace vySetfeni a predevS§im hodnoceni
ziskanych naleza.

Cilem dizertacni prace bylo:

e vytvoreni robustniho bioinformatického postupu pro hodnoceni NGS dat,

e vytvoreni postupi pro kontrolu spolehlivosti analyz,

e zavedeni postupui pro prioritizaci variant, které umozni charakterizovat kandidatni
genetické prognostické a prediktivni faktory ovliviiujici vznik a vyvoj dédi¢nych
nadorovych onemocnéni analyzovanych v nasi laboratori,

e vytvofeni databaze genotypi s fenotypovymi  charakteristikami  pacienti
(histopatologicka a klinicka data o onemocnéni) umoziiujici jejich statistické zpracovani.



4 SEZNAM PRACI, SLOUZICICH JAKO PODKLAD
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Borecka M, Zemankova P, Vocka M, Soucek P, Soukupova J, Kleiblova P, Sevcik J, Kleibl Z, Janatova
M. Mutation analysis of the PALB2 gene in unselected pancreatic cancer patients in the Czech Republic.
Cancer Genet. 2016;209(5):199-204.

Janatova M, Boreckd M, Soukupova J, Kleiblova P, Stiibrné J, Vocka M, Zemankova P, Panczak A,
Vesela K, Soucek P, Foretova L, Kleibl Z. PALB2 jako dal$i kandidatni gen pro genetické testovani u
pacienti s hereditarnim karcinomem prsu v Ceské republice. Klin Onkol. 2016;29 Suppl 1:S31-4.
Janatova M, Soukupova J, Stribrna J, Kleiblova P, Vocka M, Boudova P, Kleibl Z, Pohlreich P. Mutation
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the Czech Republic. PLoS One. 2015 Jun 9;10(6):e0127711.

5 KOMENTAR K VYBRANYM PUBLIKOVANYM PRACIM

5.1

Clanek 1: Hereditary truncating mutations of DNA repair and other genes in

BRCA1/BRCA2/PALB2-negatively tested breast cancer patients.

Lhota F, Zemankova P, Kleiblova P, Soukupova J, Vocka M, Stranecky V, Janatova M,
Hartmannova H, Hodanova K, Kmoch S, Kleibl Z. Clin Genet. 2016;90(4):324-33, (IF2016=
3.326).

Uvedena prace shrnuje nase pocatecni tisili o analyzu nddorové predispozice pomoci NGS. V praci jsme
navrhli sekvenacni panel pro cilené obohaceni vzorkli zamérené na analyzu 581 genti, pomoci kterého

jsme analyzovali soubor 325 pacientl s karcinomem prsu negativné testovanych na hlavni predispozicni
geny BRCA1/BRCA2/PALB2 a 105 nenddorovych kontrol na platformé SOLiD.

Panel

581 genil jsme navrhli tak, Ze 141 gent se ucastni pfimo DNA reparacnich procest a 449 gent

bylo vybrano z databaze Phenopedia (Yu W. et al., 2010).

V ramci analyz jsme kodifikovali postup pro bioinformatické analyzy sekvenacnich dat. Tento postup

zahrnoval mapovani pomoci softwaru Novoalign (CS1.01.08), odstranéni duplikati pomoci softwaru
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Picard tools a SAMtools (0.1.8). Varianty byly anotovany pomoci ANNOVARu. Filtrace variant pak
probihala na zaklad¢ kvality >150 a pokryti >10x. Mezni hodnotu kvality jsme urcili na zaklade validace
ruznych SNP. Diky frekvenénim databazim ESP6500 a 1000g jsme byli schopni vyloucit varianty
s frekvenci >0.01. Dale byly odstranény popula¢né Casté varianty, u kterych neni pravdépodobné, ze by
se podilely na podstatném zvyseni rizika vzniku nadord. V poslednim kroku byla provedena klasifikace
variant a analyzovany varianty nejasného vyznamu (VUS). Za patogenni jsme povazovali varianty
vedouci ke zkraceni proteinového produktu z diivodu poruSeni cEteciho ramce (pokud nebyly
klasifikovany jinak v databazi ClinVar — napf. rekurentni benigni varianta p.K3326* v genu BRCA?2).
Dale byly jako patogenni varianty oznaceny zmény kanonickych sestfihovych mist (c.+/- 1 a 2) a
intronové varianty zpasobujici aberantni sestfih pfi analyze z RNA. Jako patogenni byly rovnéz
hodnoceny varianty klasifikované jako patogenni a potencialné patogenni v databazi ClinVar, které
nemély konfliktni hodnoceni. Nesynonymni nové varianty, které byly identifikovany predikénimi
programy jako skodlivé (SIFT, PolyPhen-2, LRT, MutationTaster a PhyloP) byly oznaceny jako
potencialné patogenni. Za nevyznamné jsme povazovali varianty, které byly jako benigni ¢i
pravdépodobné benigni uvedeny v databazich ClinVar a HGMD.

Za pouziti vySe popsané filtrace jsme z pocatecniho poctu 491,385 variant ziskali 4,540 vzacnych
variant (2,647 unikatnich variant). V souboru pacientd jsme identifikovali 127 trunkacnich variant, 34
variant in-frame deleci/inzerci, z 1,599 nesynonymnich unikatnich variant jich 356 bylo identifikovano
potencialné patogennich. Varianty zkracujici proteinovy produkt jsme nasli celkem u 32% pacientt, u
9% pacientl byly zaznamenany germinalni varianty v klinicky vyznamnych predispozic¢nich genech.

Nejvétsi pozornost jsme vénovali variantam vedoucim ke zkraceni proteinového produktu s posunem
¢teciho ramce. Celkem 36 téchto variant jsme nalezli u 25 genti kodujicich proteiny zacastnéné v DNA
reparacnich pochodech. Mezi nejCastéji postizené geny patiily geny kodujici proteiny komplexu
Fanconiho anemie. V analyzovaném souboru jsme u Sesti pacientek s karcinomem prsu a (Zadné
kontroly) zachytili variantu ¢.1096 1099dupATTA genu FANCL. Proteinovy produkt genu FANCL je
klicova ubikvitin ligaza FA core complexu. Varianta ¢.1096 1099dupATTA ptiléha k PHD/RING
finger doméné katalyzujici ubikvitinylaci a jiz diive byla identifikovana Alim A. M. et al., 2009 u
pacienta s mirnymi projevy Fanconiho anemie komplementacni skupiny L. Proto jsme provedli
dodatecnou genotypizaci této varianty na souboru 337 vysoce rizikovych pacientll s karcinomem prsu,
673 pacientt se sporadickym karcinomem prsu a u 686 nenadorovych kontrol pomoci High-Resolution
Melting Analysis (HRMA). Varianta c.1096_1099dupATTA po dodate¢né analyze identifikovana u
9/662 (1,3%) vysoce rizikovych pacienti, 3/673 (0,4%) pacientek se sporadickym karcinomem prsu a u
3/791 (0,4%) kontrol. Statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci vyskytu byl zachycen pouze mezi
vysoce rizikovymi pacienty a kontrolami (prishe= 0.04).

Funk¢ni vztahy mezi ostatnimi 48 geny postizenymi 53 germindlnimi trunkacnimi mutacemi v ostatnich
(,,nereparacnich®) genech u 74/325 (22,8%) pacientii a 10/105 (9,5%) kontrol jsme analyzovali pomoci
funk¢nich anotaci v nastrojich STRING a KEGG. Tyto geny jsme zafadili do deviti funk¢nich skupin a
naznaCili nékteré dal$i mozné funk¢ni skupiny genti ovliviiujici nddorovou predispozici ke vzniku
karcinomu prsu.

Vysledky této studie ndm umoznili vyhodnotit proveditelnost panelového NGS pro analyzu nadorové
predispozice od navrhu panelu, pfes optimalizace fragmentace DNA, obohaceni cilovych oblasti,
konstrukci sekvena¢nich knihoven, bioinformatickou analyzu a interpretaci nalezl. Studie zaroven
umoznila identifikovat nektera slaba mista analyz, jako zna¢nou velikost cilového panelu s obtiznou
interpretaci variant v genech s malo znamym funkénim vztahem ke karcinomu prsu a casove i
ekonomicky narocné sekvenovani na platform¢ SOLiD.
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5.2 Clanek 2: RE: Frameshift variant FANCL*c.1095 1099dupATTA is not

associated with high breast cancer risk.
Zemankova P, Lhota F, Kleiblova P, Soukupova J, Vocka M, Janatova M, Kleibl Z. Clin Genet.
2016;90(4):387-9, (IF2016=3.326).

V reakci na piedchozi ¢lanek Lhota et al., 2016 (Kapitola 5.1), ve kterém jsme identifikovali zvySeny
vyskyt varianty ¢.1096 _1099dupATTA v genu FANCL u pacientek s dédi¢nou formou karcinomu prsu,
provedli Pfeifer et al., 2016 genotypizaci této varianty u pacientil a kontrol z Némecka a Makedonie.
V analyzovanych souborech identifikovali variantu c.1096 1099ATTA u 3/887 pacienti a 5/976
kontrol z Némecka a u 1/278 pacientti a 1/229 kontrol z Makedonie. Autofi tak zpochybiuji klinicky
vyznam nasich zjisténi.

V nasi odpovédi jsme k diive publikovanym vysledkiim rozsifené analyzy Lhota et al., 2016 (Kapitola
5.1), ktera identifikovala 15 nosicti ¢.1096_1099dupATTA varianty doplInili klinické a histopatologické
charakteristiky nosi¢li mutaci a identifikovali jsme dalSich osm nosicl této varianty identifikovanych
v ramci sekvenovani panelem CZECANCA (viz Kapitola 5.5). Analyza klinicko-patologickych dat
ukazala, Ze na rozdil od Pfeifer et al., ktefi nalezli pozitivni rodinnou anamnézu s ptitomnosti karcinomu
prsu pouze u jednoho z 10 (10%) identifikovanych nosict ¢.1096_1099dupATTA, v nasem souboru
byla tato zachycena u 9/23 (39%) nosi¢l a pritomnost jakéhokoli nadoru jsme zaznamenali u 15/23
(65%) ¢.1096 1099dupATTA. Napadna asociace s familiarnim vyskytem nadorovych onemocnéni u
nosi¢l varianty tak naznacuje, Ze varianta muze modifikovat riziko vzniku nadorového onemocnéni u
nosi¢ll mutaci, avSak ke zhodnoceni tohoto G¢inku bude nezbytné provedeni analyzy velmi rozsahlych
soubort pacientd a kontrol.

5.3 Clanek 3: Identification and Functional Testing of ERCC2 Mutations in a

Multi-national Cohort of Patients with Familial Breast- and Ovarian Cancer
Rump A, Benet-Pages A, Schubert S, Kuhlmann JD, Janavi¢ius R, Machackova E, Foretova L,
Kleibl Z, Lhota F, Zemankova P, Betcheva-Krajcir E, Mackenroth L, Hackmann K, Lehmann J,
Nissen A, DiDonato N, Opitz R, Thiele H, Kast K, Wimberger P, Holinski-Feder E, Emmert S,
Schrock E, Klink B., PLoS Genet. 2016;12(8):€1006248, (1F2016=6.1).

Po publikovani naseho prvniho &lanku zpanelového sekvenovani (Clanek 1), ve kterém jsme
identifikovali dv€é posunové mutace postihujici gen ERCC2, jsme byli pfizvani ke spolupraci na
mezinarodni studii zaméfené na vyznam ERCC2 mutaci u pacientek s dédicnym karcinomem prsu a
ovarii. Gen ERCC?2 koduje DNA helikdzovou podjednotku (ERCC2/XPD) transkripcniho faktoru ITH,
ktera se podili na nukleotidové excizni reparaci (NER) DNA. Dédi¢né bi-alelické mutace FRCC2 genu
se manifestuji jako tfi zcela rozdilnd onemocnéni: cerebro-okulo-facio-skeletdlni syndrom 2,
fotosenzitivni trichothiodystrofie 1, nebo xeroderma pigmentosum D (XPD). Vznik XPD je spojen se
zvySenym vyskytem koznich tumort, avSak pfitomnost monoalelickych mutaci ERCC2 genu nebyla u
pacientek s familiarnim vyskytem karcinomu prsu a ovaria studovana.

Ve studii se podatilo analyzovat 1,345 pacientti (v€etn€ 325 z nasi laboratoie) a 2,400 kontrol (véetné
345 z nasi laboratofe) z Némecka, CR a Litvy analyzovanych pomoci panelového NGS. U pacientii bylo
identifikovano celkem 5 trunkacnich a raritnich 20 missense variant, které kolegové z Némecka
podrobili funkénim in vitro analyzam.

Pfesto, ze trunkacni a missense mutace klasifikované jako funk¢né-defektni varianty byly uvedeny
v databazi EXAC jako velmi raritni (s vyjimkou jediné vSechny se vyskytovaly s frekvenci <0,05%),
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analyzy popula¢né-porovnatelnych kontrolnich vzorkll odhalily pfitomnost i nékterych patogennich
variant se zna¢né prevalenci (napf. frekvence posunové mutace p.F568fs* v nasi populaci dosahovala
0,43% u pacientd, ale také 0,44% v kontrolach). Segregacni analyza v dostupnych rodinach nosict
mutaci neprokazala jasnou asociaci fenotypu s pritomnosti patogennich variant ERCC2 genu.

Vysledky studie tak nepotvrdily predpoklad, ze nosi¢stvi patogennich mutaci genu ERCC?2 je spojeno
se zvySenym rizikem vzniku karcinomu prsu a ovaria. Pfinesly vSak cenné pozorovani, které ukazuje,
ze analyza nadorové predispozice u gend s netiplnou penetranci a s raritnimi dédi¢nymi variantami bude
vyzadovat pro porovnani analyzu dostatecné velkého souboru etnicky a geograficky srovnatelné
kontrolni populace. Z diivodu mozného ,,founder” efektu se pro hodnoceni frekvenci vyskytu variant
v téchto genech nelze spoléhat pouze na vetejné multietnické databaze.

5.4 Clinek 4: The c.657del5 variant in NBN gene predisposes to pancreatic

cancer
Borecka M, Zemankova P, Lhota F, Soukupova J, Kleiblova P, Vocka M, Soucek P, Ticha I,
Kleibl Z, Janatova M., Gene. 2016;587(2):169-72, (IF2016=2.415).

Pii piipravé dat k publikaci ¢lanku Lhota F. et al., 2016 (Clanek 1) jsme provedli re-evaluaci klinickych
a histopatologickych udaju analyzovanych pacientd, ktera ukazala, Ze 13 sekvenovanych vzorki pochazi
od pacientdl s jinou diagnézou, nez je karcinom prsu. Tyto vzorky byly z prace vyrazeny. Jednim
z vyfazenych byl vzorek pacientky s karcinomem pankreatu s mnohocetnym nadorovym vyskytem v
rodiné. Pfi analyze vzorku probandky byla zachycena mutace v genu NBN c.657del5, kterou jsme
nasledné potvrdili 1 v histologickém blo¢ku z nadoru u jeji sestry s ca zaludku (Obr. 1).

Obr. 1. Rodokmen pacientky s karcinomem pankreatu (A) s mutaci c.657del5 v genu NBN, identifikované
pomoci NGS (B) a konfirmované Sangerovym sekvenovani (C)
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Gen NBN koduje nibrin, soucast MRN komplexu, katalyzujicitho zahajeni procesu homologni
rekombinace pfi reparaci dvoufetézcovych zlomid DNA v S a G2 fazi bunécného cyklu (Carney J. P. et
al., 1998). Bialelické patogenni mutace v tomto genu zptsobuji vznik Nijmegen-breakage syndromu a
heterozygotni mutace zvysSuji riziko lymfoidnich malignit a jinych nadorti (Varon R. et al., 1998), jako
napf. karcinomu prsu (Gorski B. et al., 2003), non-Hodgkinova lymfomu (Steffen J. et al., 2006) a
karcinomu prostaty (Cybulski C. et al., 2013). Mutace c.657del5 v genu NBN byla popsana jako Casta
varianta v nasi populaci (Varon R. et al., 1998).
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Protoze asociace pritomnosti této varianty s karcinomem pankreatu nebyla znama, provedli jsme
genotypizaci c¢.657del5 varianty pomoci HRMA na souboru 241 neselektovanych pacientli
s karcinomem pankreatu. Pfi této analyze jsme zachytili dalSich 5 nosi¢ti mutace c.657del5 v souboru
pacientil (2,07%). Vyskyt u pacientli s karcinomem pankreatu byl signifikantné vys$si, nez vyskyt této
varianty v kontrolnim souboru (2/915; 0,23%), coz naznacuje, ze mutace v genu NBN mohou zvySovat
riziko vzniku karcinomu pankreatu (OR 9.7; 95% CI: 1,9 — 50,2; p=0,006) a reprezentuji tak dalsi
predispozi¢ni gen pro hereditarni formu tohoto zavazného onemocnéni, které je Sestym nejcastéjsim
nadorem v Ceské republice a tumorem s velmi nepfiznivou prognédzou (pétileté preZiti je pouze 7%,
s medianem preziti 6 mésict; Siegel R. L., et al., 2015).

Soubézné s publikaci nasich vysledkd byla publikovana studie Polskych autord (Lener M.R. et al 2016),
kterd zaznamenala srovnatelnou frekvenci c.657del5 varianty u pacientd s karcinomem pankreatu

p=0,002).

5.5 Clanek 5: CZECANCA: CZEch CAncer paNel for Clinical. Application —
navrh a priprava cileného sekvenac¢niho panelu pro identifikaci nadorové

predispozice u rizikovych osob v Ceské Republice
Soukupova J, Zemankova P, Kleiblova P, Janatova M, Kleibl Z. Klin Onkol. 2016;29 Suppl
1:546-54., (¢asopis bez IF).

Zkusenosti z ptipravy sekvenacniho panelu, sekvenovani a bioinformatického zpracovani popisovaném
v Clanku 1 (Lhota F. et al., 2016) jsme vyuzili pfi navrhu panelu a testovani, uréenému ke klinickému
vyuziti v diagnostice nosi¢t patogennich mutaci pro vznik dédi¢nych nadorovych onemocnéni v CR.

Cilové geny jsme identifikovali na zakladé dukladné literarni reSerse, ze které vyplynul seznam cilovych
gend. Krom¢ gent s jiz stanovenou klinickou relevanci, jsme se rozhodli zahrnout i DNA repara¢ni
geny, u nichz je klinicky vyznam zatim nejasny. Panel byl navrzen v online NimbleDesign softwaru
(NimbleGen, Roche) za ptisnych podminek, znemozujicich navrzenym probdm nasednout vice jak na
tfi cilové sekvence v genomu. Cilova oblast o velikosti pfiblizn€ 600 kb zahrnovala vSechny popsané
exony, intron-exonové pfechody a pro vybrané geny i promotorové oblasti.

Od pocatku jsme planovali vyuziti panelu i v dal§ich laboratotich v CR, coZ by umoznilo analyzovat
velké mnozstvi indikovanych osob a ziskat tak tidaje o vyskytu i raritnich variant ve studovanych genech
vna$i populaci. Proto byl soucasti projektu CZECANCA nejen sekvenacni panel, ale zaroven
optimalizovany postup pro pfipravu sekvenacnich knihoven a jednotny postup pro bioinformatickou
analyzu umoznujici snazsi interpretaci nalezenych variant. Piiprava knihovny CZECANCA panelu byla
optimalizovéana na platformé [llumina MiSeq, jako nejrozsitenéj$i NGS platformy soucasnosti.

Analyzované geny byly roztfidény do skupiny A-C podle klesajici klinické vyznamnosti. Z analytického
hlediska jsme velkou pozornost pfi piipravé panelu vénovali rovhomeérnosti pokryti cilovych oblasti.
Pro jeho rutinni kontrolu jsme vyvinuli skript Boudalyzer (v prostfedi R) umoziiujici rychlou vizualni
kontrolu celkového pokryti hodnocenych gend (Obr. 2).

Koncept CZECANCA projektu umoznil vznik ndrodniho konsorcia, ke kterému se do soucasné doby
pripojilo devét laboratoii analyzujicich vzorky pacientd s podezfenim na nadorovou predispozici.
Utastnici projektu spole¢né sdileji hruba sekvenaéni data (prostiednictvim portalu BaseSpace), ktera
zpracovavame v nasi laboratofi jednotnym postupem pro konstrukci frekvencni databaze. Genotypové
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udaje jsou ucastniky doplnény o klinicko-patologické charakteristiky sekvenovanych pacient
s onkologickymi onemocnénimi.

Obr. 2. Zobrazeni kodujicich oblasti libovolnych genit umoZiiuje vlastni skript Boudalyzer. V panelu A
ukazuje, ze rovnomérnost pokryti pri analyze BRCAI neni zavisla na hloubce cteni a umoznuje dobré
rozpoznani CNV. V panelu B ukazuje, Ze rovnomeérné pokryti pii analyze cilené na pokryti 100x je dosahovano
s panelem CZECANCA i u jinych genu. V poslednim obrazku je porovnani s panelem TruSight.
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5.6 Clianek 6: Validation of CZECANCA (Czech CAncer paNel for Clinical

Application) for targeted NGS — base analysis of hereditary cancer syndromes
Soukupova J, Zemankova P, Lhotova K, Janatova M, Borecka M, Stolarova L, Lhota F, Foretova
L, Machackova E, Stranecky V, Tavandzis S, Kleiblova P, Vocka M, Hartmannova H, Hodanova
K, Kmoch S, Kleibl Z. PLoS One;13(4):€0195761, (IF2015=2.766).

Pfed zavedenim sekvenacniho panelu CZECANCA do rutinni klinické diagnostiky hereditarnich
nadorovych syndromt jsme provedli dikladné testovani parametrii panelu.

Testovani ukazalo, ze v rutinnich podminkach se sekvenovanim cilenym na pramérné pokryti 100x
dosahuje sekvenovani panelem CZECANCA 100x pokryti v 85,8% a pokryti 50x v 98,4% cilové
oblasti. Pouze 0,3% cilové oblasti je pokryto <20x, coz je hodnota spolehlivosti pii analyze
heterozygotnich germinalnich variant.

Uniformita pokryti v datech je velmi vyhovujici a umoziiuje snadnéj$i a spolehlivéjsi detekci CNV
variant. Uniformita panelu vzhledem k reprodukovatelnosti vysledkt, byla ovéfena n€kolika zptisoby.
Do jednoho runu jsme zahrnuli DNA z jednoho vzorku, kterd byla zpracovdna v odliSnych
koncentracich (33 ng — 100%, 24.75 ng — 75% a 16.5 ng — 50%). Vysledky ukazuji, Ze 289/293 (98,6%)
variant bylo nalezeno ve vSech tfech replikatech.

Dalsi analyza funk¢nosti panelu probéhla testovanim stejné DNA v rozdilnych sekvenac¢nich analyzach.
Z 356 unikatnich variant se jich v obou nezavislych sekvenacnich analyzach nachazelo 354 (99,4%).
Dodate¢néd analyza ukazuje na uniformitu zpracovani ve ctyfech laboratotfich, kde je CZECANCA
rutinné pouzivana. Bylo detekovano 332 unikatnich variant. Jeden vzorek v ramci Ctyfech pracovist
tedy vykazuje shodu 331/332 (99,7%), 327/332 (98.5%), 329/332 (99.1%) a 329/332 (99.1%).
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Mirné rozdily mezi jednotlivymi laboratofemi lze ¢astecn¢ prisoudit odlisnému zplisobu fragmentace
genomové DNA. Analyzou terminalnich nukleotidd a dinukleotidi sekvenovanych fragmenti DNA po
Stépeni pomoci fragmentazy a ultrazvukové fragmentaci jsme prokazali, Ze ultrazvukovym $tépeni lze
dosilit rovnomérnéjsi fragmentace DNA (Obr. 3).

A TC Obr. 3. Normalizovany pomér vyskytu termindlnich
nukleotidii a dinukleotidii sekvenovanych fragmentii

% J\ . N Stépenych  ultrazvukem (Cervend a modra) a
< os \. ™ enzymaticky (Zlutd a zelend) provedend ve ctyrech
T c / o 7| ™ nezavislych laboratorich. Pri zcela nahodném stépeni by
o 7 ‘ V4 a  pomér termindlnich nukleotidii a dinukleotidii mél byt
. identicky (blizky 1). Tomu se blizi fragmentace pomoci
T P . . ultrazvuku, zatimco enzymatické Stépeni preferencné
G T lépe fragmentuje CG-bohaté oblasti.

CNV analyzu jsme optimalizovali na panelu CZECANCA analyzou vice nez 300 vzorkll soubézné
analyzovanych pomoci MLPA. Po upravé protokolu k dosazeni uniformniho a dostate¢ného pokryti,
coz byl zaklad pro tuto analyzu, jsme dospéli k softwaru CNVKkit (Talevich E., 2016), fungujiciho na
bazi Linuxu. Diky pozitivnim kontrolam, jsme provedli dodate¢nou analyzu pomoci vlastniho skriptu
v prosttedi R. Teprve po slouceni obou postupti jsme dosahli 100% zachytu vSech sekvenovanych
pozitivnich kontrol s velkymi pfestavbami soubézné analyzovanymi pomoci MLPA (Obr. 4).

Obr. 4. Vysledek kalibrace CNV analyzy na naSem pracovisti. Hodnota <-0.6 znamenda piitomnost delece,
hodnota > 0.5 znamena pritomnost duplikace. Panel BRCAI obsahuje devét pozitivnich kontrol — osm delect a
Jjednu duplikaci, panel PALB2 obsahuje ctyri pozitivai kontroly — t7i delece a jednu duplikaci, panel CHEK?2
obsahuje dvé delece a panel TP33 jednu deleci.
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Kvalitativni parametry a vysledky internich kontrol kvality detekce SNV a CNV jsme doplnili o
nezavislé hodnoceni European Molecular Genetics Quality Network (www.emqgn.org), kdy jsme dosahli
dle externiho hodnoceni 100% senzitivity v detekci variant. Dalsi kontrola kvality zahrnovala
sekvenovani péti vzorki od Coriell Institute for Medical Research, pro které jsou dostupné vysoce
kvalitni a verifikované BAM a VCF soubory umoziiujici vycisleni faleSné pozitivity/negativity.

Vysledky validace sekvenacniho panelu CZECANCA prokazaly, Ze analyza pomoci tohoto systému je
funkéni a vyhovujici pro soucasnou oblast diagnostiky v detekci variant s vysokou specificitou,
senzitivitou a robustnosti z hlediska klinické praxe. Umoziiuje analyzovat a spolehlivé detekovat nejen
SNV a malé inzerce/delece, ale i CNV u v€tSiny z vySetfovanych genli. Analyzy rovnéz prokazaly, ze
bioinformatické zpracovani je pln¢€ srovnatelné se zavedenymi standardy a bioinformaticky postup
analyz vSech vzorktl ¢lent CZECANCA konsorcia povede ke konstrukci hodnotné frekvencni databaze
germinalnich variant u vysoce rizikovych osob.
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5.7 Clanek 7: Identification of deleterious germline CHEK2 mutations and their

association with breast and ovarian cancer.

Kleiblova P, Stolarova L, Krizova K, Lhota F, Hojny J, Zemankova P, Havranek O, Vocka M,
Cerna M, Lhotova K, Borecka M, Janatova M, Soukupova J, Sevcik J, Zimovjanova M, Kotlas J,
Panczak A, Vesela K, Cervenkova J, Schneiderova M, Burocziova M, Burdova K, Stranecky V,
Foretova L, Machackova E, Tavandzis S, Kmoch S, Macurek L, Kleibl Z. Int J Cancer. 2019
May 3, doi: 10.1002/ijc.32385. (IF2017=7.360).

Frekvenéni databaze CZECANCA obsahuje v soucasnosti genotypova data od vice nez 6000 pacientti.
Mezi nimi vyrazné prevazuji pacientky s diagnézou karcinomu prsu a ovarii. Mutace u téchto pacientek
dominantn¢ postihuji geny BRCAI a BRCA?2, tieti nejcast&jsi jsou mutace v genu CHEK?2.

Gen CHEK?2 koduje kinazu CHK2 aktivovanou proteinem ATM v odpovédi na pritomnost
dvouretézcovych zlomt v DNA, ktera nasledné fosforyluje fadu proteinti ovliviiujicich DNA reparaci
(napt. BRCA1, KAP1) a zastavu buné¢ného cyklu (napt. p53). Vrozené mutace v genu CHEK? byly
asociovany se vznikem riznych naddorovych onemocnéni, véetné karcinomu prsu, kolorekta, §titné
zlazy, prostaty, ledviny, nebo non-Hodgkinova lymfomu (Cybulski C. et al., 2004; Kleibl Z. et al., 2008;
Havranek O. et al., 2015). Vyznamné rozdily v prevalenci alteraci CHEK2 genu v jednotlivych
populacich vedou k diskrepantnim odhadiim rizika asociovaného s nosi¢stvim mutaci CHEK?2 genu.

Cilem prace byla identifikace dédi¢nych variant CHEK?2 genu v nasi populaci u 1,928 vysoce rizikovych
pacientt analyzovanych na nadorovou predispozici ke karcinomu prsu a ovaria a u 3,360 nenadorovych
kontrol, funkéni charakterizace vyznamu nalezenych missense variant, vycisleni rizika vzniku
karcinomu prsu a ovaria u nosi¢l trunkacnich a funk¢éné-defektnich missense variant a analyza
klinickych a histopatologickych charakteristik nadorti u nosict téchto alteraci.

Analyza zahrnovala vysledky testovani mutaci CHEK?2 genu, které byly provadény v obdobi vice nez
10 let. Polovina vzorkd vSak pochazela z dat zpracovanych panelovym NGS, které umozZnilo i
spolehlivou identifikaci dvou rozsahlych deleci CHEK?2 genu, které tvorily tfetinu v§ech nalezenych
trunkacnich mutaci. Protoze v ptivodnim navrhu panelu CZECANCA nebyly z divoda velkého vyskytu
pseudogenti zahrnuty exony 12-15, byly tyto oblasti analyzovany dodate¢né u vSech vzorkl
analyzovanych pomoci NGS.

V analyzovaném souboru jsme identifikovali 10 riznych trunkac¢nich mutaci a 26 missense variant.
Zatimco frekvence trunkacnich mutaci se vyznamné liSila mezi souborem pacientd (2,39% nosicl) a
kontrol (0.33% nosi¢t; p=1,1x10"), celkova frekvence missense alteraci byla srovnatelna (4,56% vs.
3,90%; p=0,42). Pod vedenim Dr. Mactirka z UMG AVCR, bylo vyvinuto funkéni vySetfeni variant
CHEK2 genu, které umoznilo kvantifikovat enzymovou aktivitu CHK2 kindzy v lidskych
netransformovanych bunikach. Tato analyza umoznila funkéné klasifikovat 11 VUS jako varianty
s podstatnou poruchou kinazové aktivity, 5 variant s ¢asteCnou poruchou kinazové aktivity, a 10 variant
se zachovanou kindzovou aktivitou.

Na zaklad¢ funk¢nich analyz jsme byli schopni vy¢islit rizika spojend s nosi¢stvim germinalnich mutaci
v CHEK?2 genu u pacientek s karcinomem prsu a ovaria, které ukazuji, Ze riziko je klinicky vyznamné
pro trunka¢ni mutace a vznik karcinomu prsu u zen, ale i u muzii, asociace s karcinomem ovaria je méné
vyznamna. Funkéné defektni missense varianty jsou spojeny pravdépodobné s niz§im rizikem nez
trunkacni mutace.

Prace dokumentuje zasadni vyznam v detekci CNV pomoci panelového NGS. Analyza funkéniho
vyznamu umozni klasifikovat v§echny nalezené VUS popsané CZECANCA konsorciem, coz zvysi
klinickou vypovedni hodnotu analyz u vysoce rizikovych pacientd.
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5.8 Clanek 8: Multiplex PCR and NGS-based identification of mRNA splicing

variants: Analysis of BRCAT1 splicing pattern as a model

Hojny J, Zemankova P, Lhota F, Sevcik J, Stranecky V, Hartmannova H, Hodanova K, Mestak
O, Pavlista D, Janatova M, Soukupova J, Vocka M, Kleibl Z, Kleiblova P. Gene. 2017,
30(637):41-49, (IF2017=2.498).

V nasi laboratoii se dlouhodobé zabyvame analyzou geni predisponujicich ke vzniku dédi¢nych
nadorovych syndromti. Dlouhodobym zajmem jsou i analyzy alternativnich a aberantnich sestfihovych
variant. Fyziologicky se v bunkach vyskytuji alternativné sestfizené formy proteinovych produktd.
V odlisnych tkanich je zastoupeno riiznorodé procento konkrétni transkripcni varianty. Varianty v DNA
mohou ovliviiovat alternativni sestfih a vytvaret sestfih aberantni, ktery miize mit znacny vliv na funkci
proteinu. Detekovat vliv variant na sestfih primarniho transkriptu je tudiz zasadni a vyZaduje znalost
fyziologicky se vyskytujicich variant alternativniho sestfihu.

Soucasné metody zahrnuji rizné strategie cilené amplifikace alternativnich produktd, které vsak
neumoznuji kvantitativni hodnoceni alternativnich sestfihovych forem. Vysledkem pokroku a rozvoje
NGS je sekvenovani RNA (RNAseq), avSak oblasti naSeho zajmu jsou geny s velmi nizkou genovou
expresi na urovni ~1 TPM, a proto analyza jejich, Casto minoritnich, alternativnich sestfihovych variant
pomoci RNAseq je ekonomicky nevyhodna.

V nasi praci jsme navrhli a na analyze sestfihovych variant BRCA1 mRNA validovali novy systém pro
identifikaci alternativnich sestfihovych variant (Obr. 5).

Obr. 5. Schéma analyzy alternativnich sestiihovych variant pomoci multiplexniho PCR amplifikujicich
v§echny exon-exonovd spojeni 7 cDNA a ndsledného NGS velikostné nabohacenych alternativné
sestiiZenych (krdtkych) izoforem. Nabohaceni probihd pomoci velikostni selekce, po které kratké fragmenty
slouzi pro pripravu sekvenacni knihovny.
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Navrzenim primerti na vSechna exon-exonova spojeni jsme docilili amplifikace pokryvajici v§echny
mozné varianty alternativniho sestfihu BRCA1, ktery jsme pouzili jako modelovy ptiklad. Vzorky RNA
(resp. cDNA) jsme analyzovali od 32 jednotlivcii — z toho 16 nenadorovych kontrol, osmi pacientli
s karcinomem prsu bez pfitomnosti mutace v genu BRCA 1 a osmi pacientl s karcinomem prsu s BRCA I
mutaci. RNA byla izolovana z leukocyti perifeni krve, perimamarni tukové a mamarni tkan€. Paralelné
jsme analyzovali RNA ze stabilnich buné¢nych linii (MCF7, EM-G3, HeLa a MDA-MB-231).

Pro analyzu dat bylo nezbytné vyvinout vlastni postup. Data ze sekvenatoru jsme mapovali pomoci
softwaru Novoalign dvojim procesem. V prvnim kroku slouzil jako referen¢ni genom fasta soubor, ktery
jsme zkonstruovali ze sekvenci v§ech kombinatorickych moznosti exon-exon spojeni. V druhém kroku
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byly data namapovany na DNA sekvenci daného genu, abychom zachytili exonizované introny. Pted
mapovanim vzhledem k nejednotné délce PCR produktd, bylo nutné provést trimming adaptorii a
nekvalitnich bazi na konci vSech ¢teni pomoci softwaru Trimmomatic. Konverze soubori ze SAM
formatu do BAM byla provedena softwarem Picard tools. Statistiky o pokryti jednotlivych oblasti byly
spocitany diky softwaru SAMTOOLS a soft-clipové baze ru¢né zhodnoceny ve vizualizacnim softwaru
IGV.

Takto navrzenym systémem se nam podafilo detekovat celkem 94 variant, tedy vice alternativnich
sestiihovych variant nez v diive popsané studii (Colombo M. et al., 2014). Nejvétsi mnozstvi (72
variant) bylo detekovano v mamarni tkani, dale v leukocytech (67) a perimamarni tukové tkani (57). Ze
76 variant detekovanych v bunéénych liniich jich 11 nebylo zachyceno v zadném jiném vzorku.

Postup analyzy je mozné aplikovat na vySetfeni libovolnych transkriptt, vcetné velmi malo
exprimovanych gend, jako je BRCAI. Na rozdil od RNAseq umoznuje nase analyza ptiblizné 1000x
vys$i detekci kanonickych exon-exonovych spojeni a tim i znacné spolehlivgjsi kvantifikaci i
minoritnich sestfihovych variant (tvoticich <1% z celkového sesttihu) za nesrovnatelné niz$ich nakladu,
protoze analyza BRCAI transkriptti v§ech analyzovanych vzorki spotfebovavala v nasem ptipadé méné

nez 10% sekvenacni kapacity pii sekvenovani na MiSeq.

6 SHRNUTI A ZAVER

Nastup sekvenovani nové generace v posledni dekadé znamenal revolu¢ni posun v diagnostice
genetickych onemocnéni. NGS se v soucasnosti stalo rutinni metodou pouzivanou v diagnostickych
laboratorich. Nejvétsi vyzva v této oblasti je sestaveni bioinformatického pracovniho postupu pro
analyzu, ale zejména interpretaci nalezenych variant.

Panelové sekvenovani je v soucasnosti nejefektivnéj$i formou diagnostiky dle potieby konkrétniho
pracovisté. S jeho nastupem se rapidné méni oblast diagnostiky pfi¢iny hereditarnich karcinomd. Jedna
se o efektivni analyzu, ktera umozniuje diagnostiku pacientti s riznymi diagnézami, pro které je dostupna
tfada cilenych paneld.

Panely umoziluji vybér gent analyzujicich predispozici ke konkrétnim nddorovym diagn6zdm, avsak u
pacientll s nejasnym fenotypem (napf. mnohocetnym vyskytem rozdilnych nadorovych diagnéz
v roding probanda) je vybér konkrétniho panelu je obtizny. Z téchto diivodii jsme se pii navrhu panelu
CZECANCA zaméfili na Sirokou oblast predispozi¢nich genil vSech castych nddorovych onemocnéni.

Sekvenace exoml nebo genomt by nejasnych pfipadech byla idedlnim postupem, avSak neni
ekonomicky redlna v sou¢asném rutinnim provozu.

V nasi laboratoii jsme provadéli vySetieni klasickym zptisobem do zavedeni metody NGS. S mym
nastupem a optimalizaci zpracovani dat jsme byli schopni zpracovat panel 581 gent a vytvofit novy
panel CZECANCA, ktery je soudasti diagnostiky jiz v nékolika centrech v Ceské republice. Diky
panelovému sekvenovani jsme byli schopni zpétné detekovat mutace u pacientek, které byli vysetfeny
klasickymi postupy.
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