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Abstrakt

Néadorova onemocnéni patfi mezi druhou nejéastéjsi pfi¢inu umrti 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 nddorovych syndromd, pro jejichz analyzu se cilené sekvenovani nové generace (NGS)
stalo metodou prvni volby. NGS umoziiuje rapidni zrychleni urceni pfi¢inné mutace v oblasti
diagnostiky hereditarnich nadorovych syndromil. K identifikaci mutaci v genech predisponujicich ke
vzniku dédiénych nadorovych onemocnéni jsme navrhli analyzu pomoci panelového NGS vcetné
bioinformatického zpracovani, které umoznuje spolehlivou identifikaci jednonukleotidovych zdmén,
kréatkych inzerci/deleci i 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, kterd& umoznila nalézt jejich doposud nepopsané asociace s dédicnymi
nadorovymi onemocnénimi. Bioinformatické analyzy se staly zdkladem pro jednotné zpracovani
rozsahlych souborii dat z CZECANCA konsorcia a umoziuji konstrukci frekvenéni databaze variant,
ktera slouzi pro zlep$eni klinické diagnostiky nadorové predispozice u pacientis v CR. V§estrannost
NGS umoznuje jeho vyuziti i na analyzu sestiihovych variant nadorovych predispozi¢nich gend, ktera

je nezbytnym predpokladem pro identifikaci patogennich variant zptsobujicich 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 variants,
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

1dentification.
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1 UVOD

Nédorova onemocnéni predstavuji po onemocnénich kardiovaskularniho systému druhou nejcastejsi
pri¢inu umrti v nasi populaci (28% vsSech umrti v roce 2016; data: www.uzis.cz). Ceska republika

zaujima piedni misto v celoevropskych statistikach incidence nadorti (Arnold M. et al., 2015).

V nasi laboratofi se zabyvame piedevsim karcinomy prsu, ovaria, pankreatu a tlustého stieva, které

zahrnuji ¢asté nebo prognosticky neptiznivé nadorové diagnozy (Obr. 1).

Obr. 1: Trendy incidence a mortality vybranych nadorovych onemocnéni. Prevzato z www.svod.cz
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Celozivotni riziko karcinomu prsu dosahuje 10-12% v nasi populaci (Kleibl Z., Kristensen V., 2016).
Zatimco incidence onemocnéni dlouhodobé roste (pres 7869 novych piipadd v roce 2016), mortalita
postupné mirné klesa. Ptes tento pozitivni vyvoj zemielo v roce 2016 na karcinom prsu 1921 Zen, coz

z n&j ¢ini druhou nejcast&jsi pricinu umrti na onkologicka onemocnéni v nasi Zenské populaci.

Oproti karcinomu prsu, se karcinom ovaria vyznacuje vyznamné nizsi incidenci (998 piipadii v roce
2016), avsak mortalita je znacné vysoka (628 ptipadt v roce 2016). Kromé biologickych charakteristik
onemocnéni je jednim z divodl nepfiznivé progndzy Spatna diagnostikovatelnost onemocnéni, které

na sebe upozorni obvykle az v pokro€ilych stadiich (Jessmon P. et al., 2017).

Velmi castym (a druhym nejcastéjSim nadorovym onemocnénim u obou pohlavi) je karcinom
tlustého stieva, v jehoz incidenci patii CR celosvétové Sesta pricka. V poslednich letech mizeme
zaznamenat mirny pokles incidence i mortality, na kterém se pravdépodobné podileji ¢asnéjsi zachyt

onemocnéni, zlepSeni prevence a také Gspésnosti 1&Cby (Zavoral M. et al., 2014).


http://www.uzis.cz/
http://www.szu.cz/tema/prevence/nadorova-onemocneni
http://www.svod.cz/
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incidence je ve vyspélych zemich trvale rostouci, a protoZze onemocnéni provazi vysoka fatalita,
dostava se karcinom pankreatu postupné na piedni mista v pricinach umrti na onkologicka
onemocnéni. Lécba karcinomu pankreatu, obzvlasté v jeho pokrocilych stadiich, ve kterych je
diagnostikovana vétsina piipadd, je po desetileti zcela neuspokojiva a znacné rezistentni i na nové

trendy vcetné cilené terapie (Choi M. et al., 2017).

1.1 Hereditarni nadorové syndromy

U vsech onkologickych diagnéz prevladaji sporadicka onemocnéni vznikajici na zakladé akumulace
somatickych mutaci genomové DNA. Tyto mutace nejCastéji postihuji protoonkogeny, kodujici
pozitivni regulatory ristu bunc€k a tkani, nebo tumor supresorové geny, které¢ reguluji bunécny rast
negativné, indukuji apoptézu nebo se podileji na opravidch poruch genomové DNA (Hanahan D.,

Weinberg R., 2000).

Ptiblizné 3% vSech nadorovych onemocnéni vSak vznikaji jako hereditarni nadory (Rahman N.,
2014A). Hereditarni nadorové syndromy maji plivod v germindlnich mutacich zdédénych od
biologickych rodici nebo vzacngji vznikajicich v germinalnich bunikdch de novo. Dédicnost
hereditarnich mutaci nadorovych predispozi¢nich genli je pfevazné autosomaln¢ dominantni.
V nékterych ptipadech je zastoupeni dédi¢nych nadori podstatné vyssi nez zminéna 3%; hereditarni
pivod muzeme vysledovat u vice nez 15% ovarialnich karcinomt, 20% ptipadd medularniho

karcinomu §titné zlazy a vice nez 30% ptipadii feochromocytomu (Rahman N., 2014A).

Dédicné mutace zptisobujici hereditarni nadorova onemocnéni postihuji v naprosté vétSin€ tumor
supresorové geny. Vrozena inaktivace jedné z alel zvySuje pravdépodobnost inaktivace druhé alely,
ktera nasledné podmiiiuje vznik samotného onemocnéni (Knudson A., 2001). Pivod onemocnéni
v dédi¢nosti hraje kli¢ovou roli jak pro samotného probanda (ovliviluje progndézu onemocnéni a jeho
1écbu), tak pro jeho pfibuzné vroding. Identifikace pfi¢inné genetické zmény je nezbytnym
predpokladem prediktivniho testovani, které v piipadé pfitomnosti patogenni mutace u doposud
asymptomatického nosice, umoznuje jeho zatfazeni do preventivnich programi, jejichz cilem je snizeni
rizika a v idealnim pfipad¢ eliminace moznosti vzniku onkologického onemocnéni. Klinicky vyznam
diagnostiky nadorovych predispozi¢nich genli ma smysl v pfipadé mutaci se stiedni az vysokou
penetranci, ktera odpovida alesponi dvojnadsobné zvySenému relativnimu riziku pro nosice mutace ve

srovnani s normalni populaci (Obr. 2, Foulkes W. D., 2008).
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Rare to very rare, Obr. 2. Graf wvddéjici vztah
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Ptestoze podil hereditarnich forem na celkovém poctu nadorovych onemocnéni je maly, vysoké riziko
vzniku onemocnéni C¢ini diagnostiku dédi¢nych forem klinicky zavaznym tukolem, jehoz feSeni

vyznamné prispiva ke zlepSeni kvality Zivota nosi¢t mutaci (Tab. 1)

Tab. 1. Odhad poétu hereditirnich forem nddorovych onemocnéni ve Velké Britinii a CR dle
svod.cz s vy¢tem hlavnich predispozi¢nich geni. Upraveno z Rahman N., 20144 (*odhad).
Nadorové Gen Ptiblizny podil, Ptiblizny odhad vyskytt nadorového
onemocnéni zpisobeny danymi onemocnéni zpisobeny zndmymi geny
geny

Velka Britanie Ceska republika*

Prs BRCAI 3-5% ~2000 ~320
BRCA2
ATM
BRIP]
CHEK?
CDH]
PALB2
PTEN
STK11
TP53
Kolorektum APC 3-5% ~2000 ~320
BMPRIA
MLH]I
MSH?
MSHG6
MUTYH
PMS?2
POLD]
POLE
PTEN
SMAD4
STK11
Ovarium BRCAI ~15% ~1000 ~150
BRCA2
BRIP]
MLH]I
MSH?
MSH6
PMS2
RADSIC
RAD5ID
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Nadorovych predispozi¢nich genii bylo doposud popsano nékolik set. Nejvetsi rozmach zaznamenala
charakterizace ,,hlavnich* predispozic¢nich genli 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). Dédicné patogenni mutace zvysuji
riziko vzniku karcinomu prsu u nosicl témef desetindsobné a zvysuji také riziko vzniku karcinomu
ovarii a nadorti dalSich tkani. Mutace v genu BRCAI zvysuji riziko vzniku karcinomu kolorekta,
v genu BRCA2 pak pftispiva také ke vzniku karcinomu prsu u muzi, nadori pankreatu a prostaty
(Foulkes W. D., 2008). Oba pomérn¢ rozsahlé predispozicni geny koduji strukturné neptibuzné, avsak
funkéné podobné genové produkty. Proteiny BRCA1 i BRCA2 jsou velké jaderné fosfoproteiny,
jejichz dominantni funkcei je podil na opravach dvoutetézcovych zlomi DNA. Jejich hlavni ulohou je
formace rozsahlych multiproteinovych komplexti, vznikajicich v procesu oprav cestou homologni

rekombinace (Nielsen F. C. et al., 2016).

Po identifikaci gentt BRCAI a BRCA2 a jejich uloze v reparaci genomové DNA se karcinom prsu stal
frekventovanym modelovym onemocnénim, u kterého byl studovan vyznam dédi¢nych mutaci ve
stovkach rtiznych gentl, a pfedevsim v genech, kodujicich DNA reparacni proteiny nebo regulatory
bunécné odpoveédi na piitomnost poSkozeni genomové DNA v bunce. Tyto analyzy umoznily
charakterizovat i dalsi predispozi¢ni geny s riznorodou funkci jejich proteinovych produktd. Podobné
jako BRCAI a BRCA2, je dulezitym predispozicnim genem pro vznik karcinomu prsu i PALB2,
identifikovany v roce 2007 (Rahman N., 2007), jehoz genovy produkt funkéné kooperuje s proteiny
BRCAT1 a BRCA2 pti opravé dvoutetézcovych zlomi. Dalsi charakterizované predispozi¢ni geny jako
napt. CHEK?2 a TP53 koduji proteiny regulujici odpovéd’ na poskozeni DNA inhibici bunééného cyklu
v kontrolnich bodech ¢i aktivaci apoptdzy a senescence pii selhani DNA reparacnich déja (Kleibl Z.,
Kristensen V., 2016). Akumulace piipadt karcinomu prsu a ovaria v nadorovych rodindch a dulezitost
DNA reparacnich genii v patogenezi hereditarnich nadortt prsu umoznila charakterizovat i dalsi
predispozi¢ni geny. Predispozice ke vzniku karcinomu ovaria byla pted né€kolika lety prokdzana u
nosict mutaci v genech RADS5IC (Pelttari L. M. et al., 2011) a RAD51D (Loveday C. et al., 2011),
které koduji paralogni proteiny podilejici na opraveé dvoutetézcovych zlomtit DNA cestou homologni

rekombinace.

Asociace s dédicnymi poruchami genti kodujicich DNA reparaéni proteiny, které se podileji na
opravach dvoufetézcovych zlomll cestou homologni rekombinace, je typickou, i kdyz ne vylu¢nou,
charakteristikou dédi¢nych forem karcinomu prsu a ovaria. Velmi vzacné se vyskytujici homozygotni
mutace (C¢i pritomnost frans patogenni mutaci u slozenych heterozygotil) zplsobuji vrozena
onemocnéni provazena zavaznymi symptomy a Casnou letalitou spojenou obvykle se vznikem
malignich onemocnéni. Typickym pfikladem téchto syndromt je Fanconiho anémie, heterogenni
onemocnéni, kterd se projevuje mnohocetnymi vrozenymi vadami (atypické barveni klize nebo kozni

skvrny café-au-lait, deformované palce, ristova ¢i mentalni retardace), selhanim kostni dien¢ vedouci
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k pancytopenii a vysokou predispozici k hematologickym i solidnim malignitam (Che R. et al., 2017,
Nalepa G. a Clapp D. W., 2018). Fanconiho anemii zplsobuji mutace v n¢kterém z 21 FA gent
(FANCA az FANCW), které koduji proteiny podilejici se na opravé mezifetézcovych kovalentnich
spojeni DNA (Obr. 3) a reparaci dvoufetézcovych zloml. Mezi pacienty s Fanconiho anemii dominuji

mutace ve tfech genech: FANCA (64%), FANCC (12%) a FANCG (8%) (Che R. et al., 2017)
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FANCM FAAP24 MHFL/2
vy caiiundl
1V b
DNA

!

FA core complex
FAAP20
FANCE . aap100
FANCA " FaNCC P s
FANCE (usexT)
— FANCF FANCL
FANCM

FAAPZ4 _MHFL/2

FANCI

Obr. 3. Geny Fanconiho anemie koduji proteiny,
které se ucastni proximdlni Cdsti  reparace
dvouretézcovych zlomit DNA.

FA proteiny (FANCA, B, C, E, F, G, L, M, T, 1) spolu
s FA-asociovanymi  proteiny (FAAP 20/24/100 a
proteiny MHF1/2) vytvareji tzv. hlavni (core) komplex,
katalyzujici aktivitu ubikvitin E3 ligazy (proteinu
FANCL) pro monoubikvitinizaci ID  komplexu
(slozeného z proteinii FANCDZ2 a FANCI).
Ubikvitinylaci aktivovany FANCD2/FANCI komplex
interaguje s radou dalSich proteinii angazovanych

USPL

‘—o FANCD2

@ rana

|

O‘-—' <«
eSS
P

Downstream functional units

v procesu homologni rekombinace.
Lot FA ID complex

Prevzato a upraveno z 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 nepolyp6znim
karcinomem kolorekta — Lynchovym syndromem — jsou zpusobeny dédi¢nymi mutacemi mismatch-
repair (MMR) gent — MLHI, MSH2, MSH6, PMS2 (Lynch H. T. et al., 2015). Predilekci poruch
MMR gent ke karcinomu kolorekta dokumentuji i v nedavné dobé popsané hereditarni mutace
v genech pro DNA polymerazy (POLE, POLDI) tcastnici se této reparacni cesty, které zvySuji riziko
oligopolypdznich forem kolorektalniho karcinomu (Palles C. et al., 2013).

Biologicky dtvod, pro¢ mutace postihujici jednotlivé DNA reparacni drahy asociuji predevSim
s karcinomem prsu a ovaria a jiné s kolorektalnim karcinomem neni doposud spolehlivé objasnén.
Z klinického pohledu je vSak kauzalita postizeni jednotlivych DNA reparac¢nich pochodd (a v Sirsi
mife i obecné poruch tumor supresorovych gentl) diilezitou okolnosti, kterd umoznuje u postizenych
osob intenzivni dohled nad vznikem mistné-specifickych nadorovych onemocnéni v jejich ¢asném
stadiu ¢i pfipadné chirurgickou prevenci s odstranénim rizikové tkané u nosi¢ti vysoce penetrantnich

mutaci podminujicich vznik onemocnéni s vysokou mortalitou.
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1.2 Pristupy ke studiu genetické podstaty hereditarnich nadorovych syndromi

Identifikace osob s dédicné podminénymi nadorovymi syndromy vyZzaduje prikazné urceni patogenni
mutace. S ohledem na skuteCnost, ze nadorovych predispozicnich a kandidatnich gend bylo
identifikovano nékolik set, jejich mutace se lisi penetranci (mirou asociovaného rizika vzniku
onemocnéni), jednd se o pomérné ndrocny problém. Podstatnou komplikaci je rovnéz nedostatek
informaci, které mame o vztahu genotypu s fenotypem u postizenych osob a rodin, protoze,
s vyjimkou nékolika malo genid (jako je BRCAI, BRCA2, ¢i mutatorové geny), jsou dédicné mutace

v nadorovych predispozi¢nich genech vzacné a ¢asto populacné ¢i geograficky specifické.

Prvni védecky popis dédicné predispozice ke vzniku nadorovych onemocnéni pochazi od Paula Brocy
(Krush A. J., 1979). V praci Traite des Tumeurs zroku 1866 Broca zdokumentoval rozsahly

rodokmen rodiny postizené mnohocetnym vyskytem nadord, predevsim karcinomu prsu (Obr. 4).

Obr. 4. Rodokmen pacientky Paula Brocy.Rodokmen popisuje 26 clenii rodiny, kteri presahli 30 let, kdy 15 z

nich vyvinulo tumor — z toho devét karcinom prsu (zeny) a Sest jedincii s jinym karcinomem. Prevzato z Krush
A.J., 1979.
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O 50 let pozd¢ji Theodor Boveri navrhl, ze ztrdta bunécnych kliCovych znakl, v soucasné dobé
znamych jako tumor supresorové geny, je hlavni spoustéc pii vyvoji tumoru. Dle jeho nazoru také

hraje roli dédi¢nost (Hansford S., Huntsman D. G., 2014).

Dulezitym meznikem poznani dédi¢nych nadorti je Knudsonova hypotéza z roku 1971, podle které
hereditarni nadory vznikaji v disledku dvou naslednych mutaci - ,,dvou zasaht“. Prvnim ,,zdsahem* je
dédi¢na alterace tumor supresorového genu, ktera fenotypové neplisobi problémy do faze, nez dojde
ke druhému zasahu. Vznik mutace v druhé doposud zdravé alele v somatickych bunkach vede
k funkénimu poskozeni klicového proteinu a rozvoji nadorové transformace. Tato hypotéza byla
vystavena na souboru 48 pacientll s retinoblastomem (Knudson A. G. 1971). Analyzou souboru

dalsich 13 pacientd s retinoblastomem, nesouci deleci na chromosomu 13, Knudson piedpovédél, ze
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musi existovat dalsi (somaticky) zasah ve stejném genu (Knudson A. G., 1971). Na zaklad¢ jeho studii

byl roku 1987 objeven predispozi¢ni gen RBI (Rahman N., 2014B).

1.2.1 Vazebné a GWAS analyzy

Charakterizace nadorovych predispozicnich genti vSak vyzadovala vyznamny technologicky pokrok
v metodach molekularni biologie a DNA diagnostiky, ke kterému pfispél objev PCR a sekvenovani.
Zasadni posun v identifikaci nadorovych predispozicnich genti mély na pocatku vazebné analyzy,
kterymi bylo v letech 1980-1990 identifikovano nékolik predispozi¢nich genli. Vazebnad analyza
zahrnuje vySetfeni stovek vysoce polymorfnich marker napifi¢ genomem u ¢lenti rodiny (skupiny)
s vyskytem onemocnéni rozdélenych podle fenotypovych charakteristik. Skupindm jedincl je pak
pridélena pravdépodobnost, ze dany fenotyp je vazan sjednou konkrétni alelou polymorfniho
markeru. Na zaklad¢ téchto informaci je pak vypocitan logaritmus pravdépodobnosti vazby mezi
genetickym markerem a sledovanym fenotypem (logarithm of odds - LOD), hodnota > 3 znamena, Ze
je vysoce pravdépodobné, ze hledany gen se nachdzi blizko daného markeru, zatimco hodnota < -2

tuto moznost vazby vylucuje (Foulkes W. D., 2008).

Modifikaci vazebnych analyz umoznéné dal§im technologickym pokrokem a zavedenim vysoko-
kapacitnich (a vysoce denznich) metod jsou celogenomové asociacni studie (Genome-Wide
Associations studies; GWAS), analyzujici frekvenci jednonukleotidovych polymorfismt nap#ic celym
genomem Vv populaci u tisici zdravych a nemocnych jedinc. Prvni GWAS studie probéhla v roce
2005, kdy byla odhalena pfic¢ina vékem podminéné makularni degenerace. V soucasné dob¢ dokazaly
GWAS studie identifikovat 450 variant, které jsou asociovany se zvySenym rizikem vyvoje nadort
(Sud A. et al., 2017), U karcinomu prsu se v posledni dobé¢ podafilo identifikovat 65 novych
nizkopenetrantnich lokusi, které agregované zvysuji riziko vyvoje onemocnéni (Michailidou K. et al.,
2017).

1.2.2 Instrumentalni pFistupy pro analyzu nadorové predispozice

Rozvoj GWAS analyz je spojen s rozvojem vysoko kapacitnich analyz nukleovych kyselin, kterou
odstartovalo masivni pouzivani ¢ipovych technologii. Cipy (DNA arrays) obsahuji oligonukleotidové
sondy, které jsou komplementarni ke studovanym usekiim analyzovanych nukleovych kyselin. Po
hybridizaci analyzovanych vzorkti genetického materialu na sondy kovalentné ukotvené k povrchu
¢ipu je meéfena mira specifické interakce diky rtznym druhG znaCeni. Kvantifikace signalu je
vyhodnocena z digitalniho snimku ¢ipu. Metody zalozené na principu DNA/RNA ¢ipi maji velké
vyuziti v méfeni genoveé exprese, analyze navazani transkripcnich faktort a genotypovani. V soucasné

dobé¢ vsak nahrazuje ¢ipové technologie sekvenovani nové generace (Bumgarner R., 2013).
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V roce 1977 byl popsan princip tzv. Sangerova sekvenovani, za pouziti radioaktivné zna¢nych 2°,3’-
dideoxyribonukleotidd (ddNTPs) terminujicich polymeraci templatu DNA vytvafeného DNA
polymerazou in vitro (Sanger F. et al., 1977). Sangerovo sekvenovani bylo prezentovano sekvenaci
DNA bakteriofaga ©@X174 s elektroforetickym rozdélenim fragmentd na akrylamidovém gelu.
Sekvenace probihala ve ctyfech sekvenacnich reakcich dle terminacnich ddNTPs oddélené

analyzovanych na sekvenacni elektroforéze (Obr. 5).

Al4 () At2d() Obr. 5. Ukazka sekvenovdni na akrylamidovém
gelu z pivodniho ¢lanku Sanger F. et al., 1977.
Sekvence determinovaného useku pri  pouZiti
restrikcnich fragmentii A12d a Al4 jako primerii
komplementarniho  vlakna  OX174.  Pouzité

ciraaso  inhibitory byly ddGTP, ddATP, ddTTP a araCTP.

CAAAAT 3510
TATA 3500
AAAG 3490

&G AG 3480
aCGAC 3470
3460

Sangerova metoda vyrazné zrychlila sekvenci DNA a v roce 1980 byla ocenéna Nobelovou cenou za
chemii. V soucasné dob¢ se pouzivaji fluorescencné znacené ddNTP, sekvenace probiha najednou pro
vSechny typy nukleotidi a detekce je v automatizované formé spolu s kapilarni elektroforézou,
pricemz sekvence jsou v podobé chromatogramu. Tiebaze Sangerovo sekvenovani je postupné
nahrazovano sekvenovanim nové generace, zistdva v oblasti diagnostiky dédi¢nych nadorovych

onemocnéni standardem pro konfirmace variant.

Sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing - NGS; masivni paralelni sekvenovani) je
dalsim generac¢nim stupném sekvenovani genetické informace, umoznujicim paralelni analyzu milioni
DNA templati v jediné analyze, Casto z vice vzorkd pacientd soucasné. NGS umoziuje rychlou
identifikaci variant v mnoha genech az celych genomech zaroven u mnoha pacientti. Limitace tohoto
pristupu je vysoka (ale neustale se snizujici) ekonomicka narocnost analyzatorii a analyz, vysoké
naroky na specializované bioinformatické zpracovani rozsahlych souborti dat a nékterd technicka
omezeni (mnozstvi sekvenacnich chyb), které se 1iSi i vramci riznych sekvenacnich platforem.

Vyznamnym faktorem omezujicim klinickou vyuzitelnost NGS je pfedevsim interpretace nalezt.

Tiebaze vykonnost NGS umoziuje ziskat sekvenci celého lidského genomu nebo exomu v realném
Case, pti diagnostickém sekvenovani, zaméfeném na urceni prediktivnich ¢i prognostickych parametri

konkrétniho onemocnéni, jsou n€které informace nadbytecné, zbytecné zvysujici ndklady na vySetieni
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a ztézujici bioinformatické zpracovani a interpretaci vysledkt. Prikladem muze byt zjisténi
pritomnosti variant v genech s doposud nezndmou funkci pfi exomovém sekvenovani nebo
identifikace variant v genech podminujicich fenotyp nesouvisejici s vySetfovanou diagnézou (tzv.
diskordantni nalezy). Proto je vétSina soucasnych postupl rutinni genetické diagnostiky zalozena na
pouziti rizné rozsahlych skupin vySetfovanych gent (genovych paneld). V ptfipadé identifikace
nadorové predispozice umoznuje panelové NGS vySetfeni konkrétnich nadorovych predispozi¢nich
genu (Soukupova J., 2016). Navrzené cilové oblasti mizou pokryvat desitky i stovky gentl a jsou tak
zaméefeny na identifikaci predispozice ke vzniku konkrétniho nadorového onemocnéni nebo SirsSiho
spektra dédi¢nych nadorovych syndromil. K selektivnimu obohaceni cilovych templati (sequence
capture) lze vyuzit mnoha technologickych a koncep¢nich pfistupti (Ballester L. Y. et al., 2016;
Kozarewa 1. et al., 2015). Omezeni velikosti cilové oblasti sekvenované DNA umoziiuje paralelni
zpracovani vzorkdl od vice vySetfovanych osob (multiplexing), coz zrychluje analyzy v redlném

provozu a snizuje jejich finanéni naro¢nost (Shearer A. E. et al., 2012).

V této praci se budu zabyvat dvéma panely, které jsme v nasi laboratoii postupné vyvinuli pro analyzu
nadorové predispozice. Oba panely zahrnovaly kodujici oblasti, intron-exonové piechody a vybrané
promotorové oblasti nadorovych predispozi¢nich geni nebo genli, asociovanych s prognézou

nadorovych onemocnéni a slouzily k sekvenovani na technologickych platformach SOLiD a Illumina.

Zakladem kazdého NGS je priprava sekvenacni knihovny. V piipad¢ analyz predispozice ke vzniku
geneticky podminénych onemocnéni slouzi jako obvykly templat genomovad DNA, ktera je nejCastéji
izolovana z leukocytt periferni krve. Zasadni limitaci soucasnych rutinné pouzivanych sekvenacnich
technologii je délka Cteni, kterd je omezena na useky DNA nepfesahujici 1 kb. Proto na pocatku
pfipravy knihovny musi byt vysokomolekularni genomova DNA S$tépena pomoci ultrazvuku nebo
enzymaticky smeési restrikénich enzymil (fragmentdz) na useky pozadované délky. Po Stépeni jsou
DNA fragmenty enzymaticky oSetfeny otupénim piesahujicich koncti, aby byly pfipraveny na
navazani adaptorti, slouzicich pro namnozeni cilovych fragmenti po obohaceni a k rozliSeni DNA
fragmenti patticich ke konkrétnimu pacientovi (Obr. 6).

Obr. 6. Schéma DNA fragmentu piipraveného k piipravé sekvenacni knihovny.

Na upravené tupé konce fragmentu DNA jsou postupné ligovany oligonukleotidové adaptory. Tyto sekvence
zajistuji identifikaci fragmentu DNA od konkrétni osoby (barcode) v multiplexni pripravé sekvenacni
knihovny, pri které jsou smichany a spolecné pripravovany vzorky od rady (desitek) vysetiovanych spolecné

v jedné reakcni smési. Dalsi oligonukleotidové useky (P1/P2-adaptory) slouzi jako univerzalni sekvence pro
nasedani primeru pri amplifikaci cilové sekvence po jejim obohaceni.

P1_ADAPTORY ©.©.0 0 0C 01l cuiiil s 00000 SINTERNI ADAPTORE:YN:(e(0)1)28P2 ADAPTOR|

SOLiD sekvenovani (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) vyuziva
k sekvenacnimu procesu hybridizaci fluorescencné znaCenych kratkych oligonukleotidii (prob)
hybridizujicich ke ¢tenému tseku DNA, které jsou spojovany pomoci DNA ligazy v nékolika cyklech
(Shendure J. et al., 2005). Sekvenovana DNA je po nabohaceni cilovych oblasti amplifikovana pomoci
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emulzni PCR na magnetickych kuli¢kach, které jsou nasledné¢ kovalentné navazany na skli¢ko
sekvenacni komurky. Na zacatku sekvenovani naseda na sekvenovany fragment univerzalni primer,
ktery je pti sekvenacnich cyklech nasledovan sadou oktamerovych sond rozpoznavajicich dvoubazovy
motiv templatu, bezprostfedné nasledujici po poslednim nukleotidu Gvodniho primeru (v prvnim

cyklu) nebo ptedchozi sondy (v cyklech nésledujicich; Obr. 7).

Obr. 7. Schéma SOLID sekvenovdni.

Emulsion Bead Ligase

o) 2 @
B T Pn—(rr*ﬁ A) Ligace mezi primerem a sondou -—
A !lllIIJIIIIlI\ll!ll\lllllllllllilila, dochazzkuréemsekvenceAT
T
P1 Adapter A —
e @ B) Po zaznamenani signalu se odstrani cast
3'I LI Il;"rlarlnl LA I? ; ’Ill | “';Y{{ Sﬂuorofor@m.
B LI R UL N unueningng . . . ,
P1 Adagter TA " ¥ C) Ligace mezi novou a predchozi sondou —
Ligase e sy v o
dochazi k urceni sekvence TT.
= Primar n AT TTnanzzz @
F I AL S ——— D) Nove syntetizované vidkno po 7 cyklech.
Cc P1 Adapter TA AA . - o
oL E) Nasednuti nového primeru posunutého o
ST T AT Ty Jednu bazio Zobrazeni 2 cykli, pri kterych
D Pl - dochazi k urceni sekvence AA a ve druhém
F1 Adapter TA AR AA e ce 3 .,
Tomplate cyklu k urceni sekvence GT.

Primer n-1 AAnnnGinnnzzz @
TTTTITTITT

E IRRRERANNNN AR NN NN RSN NARN AR NN . .
Piadper 1T ¥ Prevzato a upraveno z Voelkerding K. V. et

T 1 - al., 2009,

Second interrogation of base

Sondy nesou na 5’-konci fluorescencni znaceni kodifikujici rozpoznavany dvoubazovy motiv. Po
hybridizaci sondy na komplementarni vlakno, probihad ligace mezi primerem a sondou (pfi prvni
reakci) nebo mezi sondami (pfi naslednych cyklech). Po zaznamenani fluorescen¢niho signalu je
fluorescencni znacka odstépena a sekvenovani postupuje do nasledujiciho liga¢niho cyklu. Na konci
vsech (obvykle 10 az 15) cykld je syntetizované vlakno odstranéno a s posunem o jednu bazi naseda
novy primer, ¢imz je zajiSténo dvoji Cteni kazdé baze. V poslednich verzich bylo mozné pomoci

SOIiD sekvenovani dosahnout ¢teni o délce az 75bp.

Dvoubazové Cteni a dvojitd identifikace kazdého sekvenovaného nukleotidu cilové sekvence pti
SOLiD sekvenovani ptinaselo zna¢nou vyhodu v podobé nizkého pocétu sekvenaénich chyb. Zasadni
omezeni této technologie vsak spocivaly v nemoznosti ¢teni delSich fragmenti DNA, znacné Casové
narocnosti liganich cykli a dosazeni kapacitni meze platformy na hranici 100 Gb sekvenacniho
vystupu. Z divodl téchto omezeni nemohlo sekvenovani technologie SOLiD celit nastupu
konkurencnich platforem a zdne$ni perspektivy se jedna o ukonCenou vyvojovou vétev NGS

technologii (Shendure J. et al., 2017).

Dominantni platformou NGS v soucasnosti je Illumina, vyuzivajici k amplifikaci tzv. mistkovou

PCR, kdy jsou jednofetézcové fragmenty templati opatfené adaptory hybridizovany na primery
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imobilizované na dné sekvena¢ni komory (flowcell), (Obr. 8A). Kazdy fragment béhem amplifikace
kolem sebe vytvofti tzv. cluster (Fedurco M. et al., 2006) - shluk identickych kopii dané¢ho fragmentu
DNA kovalentné vazany k povrchu flowcelly. Pfed nasledujicim sekvenovanim je odstranéno jedno

z komplementarnich vlaken DNA. Vlastni [llumina sekvenovani je zaloZeno na principu sekvenovani
syntézou. Sekvenovani probiha za ucasti sekvenacniho primeru, hybridizujiciho k adaptorové sekvenci
vtemplatu a deoxynukleotidii znacenych fluorescencni znaCkou s navazanym terminatorem.

V kazdém cyklu sekvenovani se zacleni pravé jedna baze. Osvicenim flowcelly laserem se ziska signal

z kazdého zatazeného nukleotidu, charakterizovaného fluoroforem emitujicim po ozafeni jinou
vinovou délku (Obr. 8B). Po zaznamenani signalu je odstranén terminator s fluorescen¢ni znackou,
coz uvolnuje volny 3’ hydroxyl a za¢ina novy cyklus. Sekvenovani miize probihat dvojim zptisobem.
Tzv. parové sekvenovani (pair end) spociva v postupné sekvenaci téhoz fragmentu z obou konct. Pii
druhém zptisobu (single end) se sekvenuji fragmenty pouze z jednoho konce. V soucasnosti je u obou
sekvena¢ni modti maximalni délka ¢teni az 300bp.

Obr. 8. Schéma sekvenacniho procesu, probihajiciho na flowcelle. A) Tvorba clusterii pomoci miistkové PCR.
Modre a cervené jsou oznaceny komplementdrni adaptory k primeriim imobilizovanym na flowcelle. Kazdy cluster
predstavuje identické kopie fragmentu. B) Sekvenovani syntézou — v kazdém cyklu se inkorporuje pravée jeden

nukleotid diky terminatoru s fluorescencni znackou, ktera je na konci cyklu po ozareni laserem odstranena, uvolni
volny 3’ hydroxyl a zacind novy cyklus. Prevzato z https://www.1010genome.com/illumina-sequencing/.
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Illumina sekvenovani predstavuje v soucasnosti nejrozSitené€jSi sekvenacni platformu. K

dominantnimu postaveni této technologie pfispiva i mnoZzstvi sekvenacnich analyzatorti pokryvajici
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Sirokou oblast pozadované sekvena¢ni kapacity v rozsahu mezi MiniSeq (7,5Gb) az NovaSeq (3Tb).
Nejvice zastoupenym analyzatorem je MiSeq, jehoZ sekvenacni vystup (v zavislosti na zvolené délce

¢teni) dosahuje az 15Gb.

Vyhodou sekvenacnich platforem Illumina je piedevsim rychlost a efektivnost. Jejich presnost se
udéava kolem 99,9%. Dalsi nespornou vyhodou jsou lepsi sekvenaéni vysledky v homopolymernich
oblastech a to diky systému, ktery dovoluje zaClenéni pravé jednoho nukleotidu v ramci cyklu a
blokuje inkorporaci dal§iho. Oproti tomu nevyhodou této metody jsou cetné chyby v substitucich,
kvuli Sumu pozadi, ktery v kazdém dal$im cyklu roste. (Ari S. a Arikan M., 2016).

Dalsim stupném technologického rozvoje je tzv. sekvenovani tieti generace. Vyhodou sekvenovani
tieti generace je vyrazné vétsi délka cteni (Obr. 9) a vynechani amplifikacniho kroku, coz urychli cas

pfipravy templatu a snizuje mnozstvi amplifika¢nich artefaktd.

10t 5 Obr. 9. Délky a poclet éteni na
1 +==+ Human genome (30x) Jjednotlivych sekvenacnich
10 4 llumina = Human genome {1x) platformach. Na ose X je délka

7 HiSeq 2000 ===+ Human exome (30x) e . L
B —— Human exome (1x) Cteni, na ose Y pocet Cteni za

Jeden run/analyzu a v grafu jsou
zobrazeny jednotlivé sekvenacni
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Tzv. real-time sekvenovani je sekvenovani pomoci nanostruktury Zero Mode Waveguide, které
probiha v jamkach o priméru 70 nm, umisténych na ¢ipu s detekénim objemem 20 zeptolitri (Korlach
J., 2008). V kazdé jamce je navazan jeden polymerdzovy komplex inkorporujici pfesné jednu
molekulu DNA (Levene M. J., 2003). Pro kazdy nukleotid je odpovidajici fluorescenéni barvivo, které

umoziuje detekci zaclenéné baze. Tuto metodu uvedla na trh firma Pacific Biosciences.

Dalsi predstavitelem technologie tfeti generace je nanoporové sekvenovani, jehoz principem je
translokace jednovlaknové DNA pfes por o prumeéru jeden nm aplikaci elektrického pole a méreni
naslednych fyzikalnich zmén, které jsou typické pro jednotlivé nukleotidy (Rusk N., 2014). Vyvojem

nanoporového sekvenovani se v soucasné dob¢ zabyva spole¢nost Oxford Nanopore Technologies.
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2 BIOINFORMATICKA ANALYZA

Sekvenovani nové generace produkuje velké mnozstvi dat a vyzaduje rozsidhlou bioinformatickou
analyzu. Zpracovani sekvenacnich dat probihd dominantné¢ na vykonnych vypocetnich serverech
v operacnim systému Linux, ktery je vhodny pro praci s velkymi objemy dat (Gb — Tb informaci).
Presto jsou bioinformatické analyzy sekvenac¢nich dat Casoveé narocné a trvaji fadové desitky hodin
strojového ¢asu. Analyza sekvenacnich dat se sklada z fady na sebe navazujicich krokd, které obvykle
zahrnuji kontrolu kvality, mapovani sekvenacnich ¢teni na referencni 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), ohodnocené kvalitou, vyjadiujici pravdépodobnost pfitomnosti dané baze. FASTQ
soubory predstavuji vstupni format pro uvodni kontrolu kvality (napt. v softwaru FastQC, Andrews S.
2010), kterd zahrnuje kontrolu pomérného zastoupeni bazi (GC:AT), délku jednotlivych cteni, kvalitu
kazdé jednotlivé baze a ptitomnost sekvence adaptorii, které se mohou ve Cteni objevit pii sekvenovani
prili§ kratkych fragmentd DNA. V piipad¢ pfitomnosti nekvalitnich bazi nebo tzv. procteni se do
adaptort 1ze sekvenci upravit tzv. trimmingem — odstranéni nekvalitnich bazi na konci jednotlivych

¢teni nebo sekvenci adaptord.

Upravené FASTQ soubory jsou nasledné¢ mapovany na referencni genom (viz déle kapitola 2.1).
Vysledkem mapovani jsou data v SAM (sorted alignment map) formatu obsahujici sekvenci Cteni , jeji
koordinatu (lokalizaci) v referencnim genomu a odchylky oproti referencni sekvenci. Pro dalsi
zpracovani jsou SAM soubory nadmémé velké, proto jsou pfevedeny do binarni podoby — BAM
formatu, sefazeny a jsou z nich odstranény PCR duplikaty (oznacujici ¢teni totozné sekvence a délky),
které by zkreslovaly kvalitu sekvenované oblasti. Volitelnym krokem je rekalibrace kvality bazi, ktera

umoziuje detekci a odstranéni systémovych chyb sekvena¢niho procesu pomoci.

Takto upravené BAM soubory jsou vstupem pro vlastni hodnoceni sekvena¢nich dat, genotypovani,
CNYV analyzu (viz kapitola 2.3), analyza stfedné velkych inzerci, deleci a pro vizualizaci hodnocené

oblasti (Obr. 10).

Finalnim krokem bioinformatického zpracovani sekvenacnich dat je genotypovani — nalezeni odchylek
od referencniho genomu s konkrétni koordinatou, kde se tato varianta nachéazi, pomér zastoupeni
referencni baze k alternativni a kvalitu, hodnotici skute¢nost, zda se jedna o sekvenacni chybu nebo

redlnou variantu. Vystupem tohoto kroku je soubor ve formatu VCF (Variant Call Format),

obsahujici vSechny nalezené varianty, které¢ jsou nasledné funkéné€ anotovany (viz kapitola 2.4).
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Obr. 10. Ukazka vizualizace BAM souboru v softwaru IGV (Integrative Genome Viewer) (Robinson J.T. et al.,
2011). Oblast dlouha 3099 parii bazi zobrazuje exon genu BRCAI, ktery je na konkrétni koordinaté dle obrazku
pokryt 117x (pokryti zobrazuje Sedd oblast). Cervené a modré Sipky predstavuji jednotliva cteni a barvy dva sméry
sekvenovani v sekvendtoru. Svisla modrocervend cdra uprostred Sedé oblasti znamend pritomnost varianty. Modré
carky v jednotlivych ctenich pak predstavuji pozici alternativni bdze v konkrétnim cteni.
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2.1 Mapovani

Zakladnim krokem vyhodnoceni sekvenacniho vystupu z NGS je mapovani ziskanych sekvenci na
referencni genom. S ohledem na soucasny stav NGS technologii je typickou situaci mapovani velkého
mnozstvi kratkych (stovky bp dlouhych) DNA fragmentti. Omezena délka ¢teni mtize komplikovat

mapovani v oblastech repetitivnich sekvenci ¢i pseudogenti.

Existuje velké mnozstvi mapovacich programu, které vyuzivaji rozdilné algoritmy. Nékteré z nich jsou

prednostné uréeny pro kratsi Cteni, jiné zase pro cteni o velikosti nad 100 bp.

Ukolem mapovacich algoritmi je lokalizovat pozici sekvenacniho ¢teni v referencnim genomu.
Vyhledavani této podobnosti neni zalozeno na piesné shodé sekvence cteni a referen¢niho genomu,
protoze v pritomnosti odchylky (varianty) od referenc¢niho genomu pifesna shoda nikdy nenastane.

Kazdy algoritmus méa proto nastavenou jistou toleranci vici neshod€ se vzorem v genomu.
Dva hlavni mapovaci pfistupy jsou tzv. ,,seed and extend* algoritmus a ,,q-gram filter* (Obr. 11).

Algoritmus ,,seed and extend* zahrnuje nékolik kroki: vygenerovani zakladnich fragmentd — ,,seedt*
(coz jsou casti jednotlivych Cteni), identifikace shodnych pozic fragmentil s referencnim genomem,
rozsifeni fragmentll o celou sekvenci Cteni a naslednym lokalnim mapovanim, které v pripadé

pritomnosti inzerce nebo delece upfesiuje pozice zacatku a konce dané zmény.
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Algoritmus ,,q - gram filter” vygeneruje podobn¢ jako u prvniho algoritmu malé fragmenty — ,,q —
gramy*, identifikuje shodné pozice s referencnim genomem diky vice fragmentiim a nasleduje opét

lokéalni mapovani. (Ye H. et al., 2015)

Obr. 11. Pristupy k mapovdni éteni na referencni genom. A) Systém mapovani za pouziti algoritmu ,,seed and
extend " mapuje jednotliva cteni na referencni sekvenci. B) Systém mapovani za pouZiti algoritmu g-gram filter
mapuje vice q-gram fragmentii ¢teni najednou. Prevzato z Ye H. et al., 2015.
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Prvni krok mapovani, tedy generovani zakladnich fragmentt (seedd nebo g-gramti), lze provést dvéma
klicovymi algoritmy - pomoci tzv. hashovaci tabulky nebo s vyuzitim FM indexu (Ferragina P. a
Manzini G., 2000). Oba procesy jsou zaloZeny na vyhledavani podobnosti v textu. Hashovaci tabulka
zachovava v ramci Cteni ne€kolik pevnych pozic a nasledné hleda presnou shodu. FM index vyuziva
Burrows — Wheelerovy transformace, coz je reverzibilni permutace pismen v textu. Origindl je pak
komprimovan a v textu hledan jako shluk (Yu X. et al., 2012), proto je tento algoritmus obecné

rychlejsi (Ye H. et al., 2015).

Dalsi kroky, jako rozSifovani pozic a nasledna shoda s genomem, se déji pomoci rizné kombinace
zminénych algoritmti s dal$imi, které umoziuji toleranci urCitych neshod — zamén, deleci a inzerci.
Kazda neshoda je penalizovdna a stanovuje tak celkové skore konkrétniho cteni; Cili tolerance
mapovaciho softwaru vici odchylkdm v referenénim genomu je vyjadfenim kvality jednotlivych Cteni.
Na zéklad¢ tohoto skore kvality je sekvenacni cteni bud’ namapovano, nebo nezatfazeno. Ptiklady

algoritmil jsou Needleman — Wunschiiv nebo Smith — Watermaniiv algoritmus.

Mapovaci softwary funguji jako kombinace vy$e zminénych algoritmi v ramci obecnych tii kroku.
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Pfi vybéru nejvhodnéjsiho mapovaciho programu, zalezi na fadé parametrd. Z vysledk® srovnavacich
studii provedenych na ¢asto vyuzivanych programech jako SOAP2 (Ruigiang L. et al., 2009), Bowtie
(Langmead B. et al., 2009), BWA (Li H. and Durbin R., 2009) a Novealign (www.novocraft.com)

vyplyva, Ze jejich shoda je v priméru vétsi nez 90 % c¢teni namapovanych na stejné misto. Kazdy
z pouzitych programli se vyznacuje urcitymi vyhodami a nevyhodami, napi. Novoalign podava lepsi
vysledky ze vstupnich dat odstranény kontaminace pomoci trimmovani sekvenacnich ¢teni (Yu X. et
al., 2012). Z publikace Thankaswamy-Kosalai S. et al., vyplyva, ze kazdy software je jinak citlivy na
délku ¢teni pfi mapovani na rtizné referencni genomy bakterii (Obr. 12).

Obr. 12. Porovndni mapovacich softwarn pii riiznych délkdch &teni. Na ose X je pocet spravné namapovanych
Ctent, na ose Y pocet nespravné zarazenych cteni. Kazdy rdadek predstavuje konkrétni organismus bakterie a kazdy

sloupec prislusny mapovaci software. Devét barev v grafu znazornuje deveét kategorii velikosti sekvenacnich ctent.
Prevzato z Thankaswamy-Kosalai S. et al., 2017.
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Vystupem mapovacich programil jsou obvykle soubory ve formatu SAM, které jsou poté pfevedeny na
BAM soubory. Nasleduje odstranéni PCR duplikatd. 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.
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2.2 Genotypovani

Stanoveni genotypu jedincii je obecn¢ sumarizace kvality bazi a hloubky ¢teni z BAM soubort. Dva
hlavni zplsoby genotypovani jsou pomoci bayesianské pravdépodobnosti, ktera produkuje robustni
odhady vSech moznych genotypli na pfislusné koordinaté, nebo pomoci heuristickych faktort
(minimalni pocet alel s alternativni bazi, kvalita bazi nebo hranice pokryti v daném mist¢), diky nimz
se vytvoii sada pravidel, které davaji vznik genotyptim. Nejrozsifencj$imi nastroji jsou SAMTOOLS
(Li H., 2011) a GATK (Genome Analysis Toolkit, McKenna A. et al., 2010), pracujici na zaklad¢
bayesianské pravdépodobnosti. Oba dokazi zajistit i vice krokt diive popsanych tprav (odstranéni

PCR duplikatd, realignment, rekalibrace kvality bazi)

Studie porovnavajici softwary pro genotypizaci piinesly rozporuplné vysledky. Hwang S. et al., 2015
udava doporuceni pro kombinace genotypizacnich programii s mapovacimi softwary, oddélené pro
identifikaci bodovych zamén a inzerci/deleci. Sandmann S. et al., 2017 porovnava programy na
zaklad¢é PPV (positive predictive value) a F1 score (pocitino kombinaci sensitivity a PPV). Vzhledem
k rozdilnym metodikam hodnoceni a riznym analyzovanym datasetim vykazovala hodnoceni
programi diskordantni zavéry. Nejlépe s ohledem na vSechny druhy analyz byl hodnocen program
VarDict (Lai Z. et al., 2016), ktery ovSem nevykazoval dobré vysledky pii zpracovani vzorki
z amplikonového sekvenovani (Brouwer R.W.W. et al., 2018). Kazdy software pracuje na jiném
vychozim nastaveni. Z hlediska zakladnich nastaveni, je uzivateli k dispozici manual, jak dosdhnout
nejlepsich vysledkd — odfiltrovat nekvalitni varianty a sekvenacni chyby, ktery Sandmann S. et al ve
studii nebrali v potaz, tudiz softwary, které maji doporuceny postup, mohly mit lepsi vysledky.
Genotypizace variant je ovlivnitelna i sekvenacni platformou. Kazda generuje specifické druhy chyb

ovliviiyjicich genotypizacni proces (Shendure J. a Ji H., 2008).

Analyza variant se lisi také podle druhi vzorki, které jsou sekvenovany. Genotypizace somatickych
variant vyzaduje jiny piistup a nastaveni v ramci samotného softwaru oproti hereditarnim variantam.

Totéz plati pro varianty ze sekvenovani RNA.

Kritickym bodem genotypizacniho kroku, jsou multialelické varianty s vyskytem vice alternativnich
bazi na jedné koordinaté (napt. CHEK?2 IVS2+1G>A a IVS2+1G>T). Doporucuje se pied samotnym
genotypovanim provést normalizaéni krok, kdy se tato mista rozdéli na samostatnd

(http://annovar.openbioinformatics.org), jinak dochazi ke ztraté informaci, jelikoz anota¢ni algoritmy

maji s multialelickou anotaci problém a neuvadéji dané misto vilbec nebo uvadéji jen polovinu
informaci. Ve vétSin€ piipadd se jedna o sekvenacni chyby, které vznikaji v repetitivnich oblastech,
nicméne¢ je nutné odlisit sekvenaéni chybu od skuteénych zamén na stejné koordinate, ale dvou alelach

(na jedné alele napt. synonymni varianta, ale na druhé na stejné koordinaté nonsense mutace).
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2.3 Analyza poctu kopii a velkych prestaveb

Dulezitym krokem NGS analyzy dat je analyza velkych prestaveb tzv. ,,CNV calling“. Velké
prestavby - CNV (copy number variation) varianty jsou pfi¢inou vzniku az 2% hereditarnich
nadorovych syndromt. Jde o velké prestavby (inzerce, delece, inverze, duplikace) v genomu,
zasahujici i kodujici oblasti, tudiz maji nasledné negativni vliv na tvorbu proteinového produktu.
V ptedchozich pracich jsme identifikovali rekurentni ptestavby v genech BRCAI, PALB2, CHEK?
(Pohlreich P. et al., 2005; Ticha I. et al., 2010; Janatova M. et al., 2013; Kleiblova P. et al., 2019).

K identifikaci CNV ze sekvenaénich dat je mozné vyuzit nékolik moznych piistupti. Pair-endové
mapovani je zalozeno na sekvenovani pomoci pair-endového cteni. Identifikace variant pak spociva v
detekci rozdilné vzdalenosti mezi pary Cteni, nez je rozptyl knihovny (Obr. 13A). Vzdalenost mezi
pary Cteni urcuje velikost samotného sekvenovaného fragmentu. Nevyhodou pfistupu je neschopnost
zachytit malé delece, které nepiekracuji velikosti sekvenovanych fragmentii. Dalsi pfistup je zaloZen
na vyhledani oblasti, ve kterych se vyskytuji tzv. rozdélena ¢teni (split read-based). Rozpoznani CNV
zavisi na mapovani casti jednoho ¢teni na nesousedni oblasti genomu lokalizujici hranice prestavby
(Obr. 13B). Nejcast&ji pouzivany piistup je analyza zaloZena na hloubce pokryti daného segmentu,
kterda je schopna detekovat oblasti sniz§im ¢i vySSim pokrytim nez je pramér pokryti v celé
sekvenované oblasti u analyzovaného vzorku oproti skupin€ kontrolnich vzorkti, a tak ur€it misto
delece nebo duplikace (Obr. 13C). Zalezi tedy na hloubce pokryti a uniformité dat. Dal§i moznosti je
zpusob identifikace CNV variant zalozeny na novém sestaveni genomové sekvence (de-novo
assembly) a nasledném srovnanim s referen¢ni genomovou sekvenci (Obr. 13D). Pro detekci CNV
variant 1ze vyuzit i kombinaci pfedchozich zptisobt (Obr. 13E).

Obr. 13. Prehled metod umoZiiujicich detekci

CNV variant. A) Analyza pomoci pair-endového
mapovani. B) split readova technika. C) Detekce

A Paired-end mapping B Split read pOMOCl’ algoritmu, zalozZeného na rozdilu
= - - - v pokryti danych oblasti. D) Analyza pomoci
O e " Viasti reference. E) Kombinace predchozich

Mapped read e T— é{plir read algoritmﬁ.

Clustered read pairs
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Mapped read counts

mmmm Exome regions  m— —
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Paired-end mapping + read depth Prevzato z Zhao M. et al.} 2013.
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Kazda z uvedenych metod ma své vyhody i omezeni a proto Zadna z nich neni schopna detekovat
vSechny strukturni varianty, které se v genomu mohou vyskytovat (Zhao M. et al., 2013). Zasadni
zlepseni v ramci vSech metod detekce CNV piinese zavedeni NGS tieti generace, ktera pouziva delsi

¢teni a umozni piesné€j$i mapovani a nasledné presnéjsi vysledky.

2.4 Anotace

Poslednim krokem bioinformatického zpracovani NGS dat je anotace variant — pojmenovani
biologické funkce, v jakém genu se varianta nachazi, zda se jedna o kodujici oblast a jaky ma na ni
dopad. Zminény proces se nazyva funk¢ni anotace. V soucasnosti existuje n¢kolik databazi poskytujici
referenéni genomové sekvence a definice gend vcetné jejich transkripénich variant. Jednotlivé
transkripty stejnych genti se mohou v databazich od sebe pomérné¢ vyrazné lisit. Nejpouzivanéjsi
databaze jsou UCSC (http:/genome.ucsc.edu/; Fujita P. et al, 2011), RefSeq
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/; Pruitt K. et al., 2012) a ENSEMBL

(https://www.ensembl.org/; Flicek P. et al., 2012). Pro klinickou diagnostiku je vét§inou vyuzivana

databaze RefSeq nebo ENSEMBL, ktera obsahuje velké mnozstvi predikovanych transkripcnich

variant. Z tohoto ditvodu pii hodnoceni dat davame prednost RefSeq databazi.

Dal$im problémem pii anotaci je samostatné ,rozhodnuti“ anotaniho softwaru, kdy si vybira
z riznych transkriptl, na kterych by méla varianta ten nejhorsi dopad. Pfi porovnani dvou anotac¢nich
softwari — ANNOVAR (Wang K. et al., 2010) a VEP (McLaren W. et al., 2010) vysla najevo shoda
pouze v 65% variantach se ztratou funkce (McCarthy D. J. et al., 2014).

Nalezené varianty jsou dale anotovany frekvencemi z populacnich databazi napt. ESP6500

(https://esp.gs.washington.edu/), 1000g (Genomes Project C. et al., 2012), EXAC a gNOMAD (Das R.

a Ghosh S.K., 2017). Tyto databaze obsahuji frekvence jednotlivych variant v konkrétnich populacich,
coz je praktické pii hledani vzacnych patogennich variant (MAF<0.05). K zachycenym variantam je
s vyhodou pfifadit i informace o klinické z&vaznosti, které jsou uvedeny napt. v databazi ClinVar

(Landrum M. J. et al., 2014).

Pro analyzu funkéniho dopadu doposud nepopsanych variant nebo variant nejasného vyznamu (VUS)
byla vytvotena rozsahla kolekce predikénich programt, zalozenych na rtznych algoritmech jako je
SIFT (Kumar P. et al., 2009), PolyPhen-2 (Adzhubei I. 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). Tyto pfistupy vyuzivaji
fylogenetickou konzervovanost dané oblasti, chemické odlisnosti ve sloZeni polypeptidového fetézce
proteinové izoformy, ¢i strukturni charakteristiky polypeptidového fetézce a umoznuji odhadnout

dopad varianty na dany proteinovy produkt. TiebaZe nejasna spolehlivost predikénich programu
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neumozinuje hodnoceni vyznamu jednotlivych variant pro pouziti v jejich klinické interpretaci, jsou

tyto nastroje vhodnym doplitkem pro prioritizaci nalezenych variant pro ptipadné in vitro analyzy.

Pro filtraci variant je klicova jejich klasifikace s ohledem na dopad na vznikajici polypeptidovy
produkt. Jako patogenni lze automaticky hodnotit varianty vyznamné posunujici Cteci ramec,
zkracujici proteinovy produkt ve vysoce konzervovanych ¢i funkén€ podstatnych proteinovych
doménach nebo ovliviiyjici kanonicky sestfih pre-mRNA. Vyznam nesynonymnich variant je
nezbytné hodnotit s opatrnosti na zékladé jejich popisu v dostupnych databdzich, pfipadné literarnich
zdrojich. Nesynonymni VUS je mozno hodnotit i vySe uvedenymi i predikénimi programy.
Synonymni varianty jsou zpravidla nepatogenni, nékteré ovSem mohou ovlivilovat sestfih pre-mRNA;
pro in silico predikci poruch sesttihovych signala Ize vyuzit specializované predikéni algoritmy (napf.

spidex https://www.deepgenomics.com/spidex; dbNSFP (Liu X. et al., 2011)).
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3 VYCHODISKA A CIiLE PRACE

Nase pracovist¢ se tématem analyzy nadorové predispozice zabyva od roku 1997. Nejvice
studovanymi nadory jsou karcinomy prsu a ovaria, ale s ohledem na prekryv nadorovych syndromt
byly v pribéhu let v nasi laboratofi analyzovany i vzorky DNA od pacienti s dal§$imi malignitami.
Spektrum vySetfovanych nadortt umoznilo ziskat rozsahlou kolekci vzorki a ve spolupraci

s klinickymi spolupracovniky i pfislusnych klinicko-patologickych dat.

Prvotni genetické analyzy byly na naSem pracovisti provadény pomoci molekularné-biologickych
metod, zahrnujicich amplifikace kodujicich usekiit DNA, pre-screening amplifikovanych usekd na
pritomnost trunka¢nich mutaci pomoci in vitro transkripce/translace (protein truncation test) a ovéieni
pfipadné mutace pomoci Sangerova sekvenovani na polyakrylamidovém gelu s radioaktivné
zna¢enymi fragmenty. Postupem doby byly zavedeny dalsi techniky pro pre-screening vrozenych
alteraci typu malych deleci a inzerci (DGGE, dHPLC, HRMA). Radioaktivni sekvenovani bylo v roce
2002 nahrazeno kapilarnim automatickym sekvenovanim s fluorescenc¢né znacenymi terminatory (ABI
310 a nasledn¢ ABI3130). V roce 2005 byla zavedena MLPA pro stanoveni rozsahlych inzerci/deleci

v analyzovanych genech.

Ptes nesporny technologicky posun byla vSak do ndstupu NGS provadéna vySetfeni na naSem
pracovisti postupné€ po jednotlivych genech na zaklad¢ pravdépodobnosti vyskytu patogennich variant.
V ptipadé mladych pacientek s karcinomem prsu ¢i ovaria s pozitivni rodinou byly nejprve vySetteny
nejcastéjsi alterace v genu BRCAI, pokud nebyly nalezeny, byl vysetfen cely BRCAI gen vcetné
MLPA. V ptipadé negativity nasledovalo vysetfeni BRCA2 a nasledné vysetieni dalSich genti (PALB2,
CHEK?2, ATM, RAD5I1C/D, TP53). Tyto analyzy vSak v prubéhu 15 let ukazaly, ze postupné
vySetfovani po jednotlivych genech je netinosné naro¢né Casové i ekonomicky a pocet vySetifovanych
genu negativné koreloval s vyskytem jejich alteraci. Zatimco nosicky mutaci BRCAI tvotily kolem
18% indikovanych nemocnych, nosicky mutaci v 7P53 méné nez 1% z vysoce rizikovych osob ve
vySetfovaném souboru (Obr. 14).
Obr. 14. Analyza genit predisponujicich ke vzniku

karcinomu prsu u 1680 rodin s karcinomem prsu
v nasi laborato¥i v letech 1997-2015.

BRCA1/BRCA2: Pohlreich P. et al., 2005, Ticha I. et
al., 2010; Mateju M. et al., 2010

CHEK2: Kleibl Z. et al., 2005 & 2008

PALB2: Janatova M. et al., 2013

ATM: Soukupova J. et al., 2008

NBN: Mateju M. et al., 2012

WIPI: Kleiblova P. et al., 2013

Ostatni geny: nepublikovana data
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V roce 2010 proto byly v na$i laboratofi zahajeny prvni pokusy se sekvenovanim pomoci NGS.

Vysledky komeréniho sekvenovani na panelu 80 genti u 60 nosi¢ti znamych mutaci vSak predevs§im

ukazaly, ze pro dalsi rozvoj NGS v laboratoii bude nezbytné zajistit laboratorni i bioinformatické

analyzy vlastnimi silami. Zatimco zména laboratornich postupti, jakkoliv zasadni, umoziiovala vyuZzit

stavajicich zkuSenosti molekularné biologickych technik, které byly v laboratofi dostupné, mnozstvi

dat generovanych NGS vyzadovalo koncepéni zménu interpretace vysetieni a piedevs§im hodnoceni

ziskanych nalezi.

Cilem dizertacni prace bylo:

vytvoreni robustniho bioinformatického postupu pro hodnoceni NGS dat,

vytvoieni postupii pro kontrolu spolehlivosti analyz,

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

vytvoireni  databaze  genotypui s fenotypovymi  charakteristikami  pacientd

(histopatologicka a klinicka data o onemocnéni) umoziiujici jejich statistické zpracovani.
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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, (IF50,6=
3.326).

Uvedena prace shrnuje naSe pocatecni usili o analyzu nadorové predispozice pomoci NGS. V praci
jsme navrhli sekvenacni panel pro cilené obohaceni vzorkli zamétené na analyzu 581 gend, pomoci
kterého jsme analyzovali soubor 325 pacientii s karcinomem prsu negativné testovanych na hlavni

predispoziéni geny BRCAI/BRCA2/PALB?2 a 105 nenddorovych kontrol na platformé SOLiD.

Panel 581 gent jsme navrhli tak, ze 141 geni se UcCastni pfimo DNA reparacnich procesii a 449 gentli

bylo vybrano z databaze Phenopedia (https://phgkb.cdc.gov/PHGKB/startPagePhenoPedia.action; Yu

W. et al., 2010) na zaklad¢ slovniho spojeni ,,breast neoplasms® s nejméné dvéma zaznamy.

V ramci analyz jsme kodifikovali postup pro bioinformatické analyzy sekvenacnich dat. Tento postup
zahrnoval mapovani pomoci softwaru Novoalign (CS1.01.08), odstranéni duplikatd pomoci softwaru
Picard tools a SAMtools (0.1.8) pro callovani variant. Varianty byly anotovany pomoci ANNOVARu.
Filtrace variant pak probihala na zakladé kvality >150 a pokryti >10x. Mezni hodnotu kvality jsme
ur¢ili na zakladé validace rlznych SNP. Zatimco pii kvalité <100 se chybovost pohybovala nad
hranici 50% falesn¢ pozitivnich SNV, pfi kvalit¢ >150 klesla mira fale$Sné pozitivity pod 5%. Diky
frekvenénim databazim ESP6500 a 1000g jsme byli schopni vyloudit varianty s frekvenci >0.01. Dale
byly odstranény populacné casté varianty, u kterych neni pravdépodobné, Ze by se podilely na
podstatném zvySeni rizika vzniku nadord (viz Obr. 2). Z tohoto diivodu jsme odstranili varianty, které
se nevyskytovaly u pacientli nebo se vyskytovaly u >2 osob kontrolni populace. 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 ¢teciho ramce
(pokud nebyly klasifikovany jinak v databazi ClinVar — napft. rekurentni benigni varianta p.K3326*
v genu BRCA?2). Déle byly jako patogenni varianty oznaceny zmény kanonickych sestiihovych mist
(c.+/- 1 a 2) a intronové varianty zptisobujici aberantni sestfih pii analyze z RNA. Jako patogenni byly
rovnéZ hodnoceny varianty klasifikované jako patogenni a potencialn¢ patogenni v databazi ClinVar,
které nemely konfliktni hodnoceni. Nesynonymni nové varianty, které byly identifikovany

predikénimi programy jako Skodlivé (SIFT, PolyPhen-2, LRT, MutationTaster a PhyloP), byly
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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 pacientl jsme identifikovali 127 trunkacnich variant, 34
variant in-frame deleci/inzerci, z 1,599 nesynonymnich unikitnich wvariant jich 356 bylo
identifikovano potencidlné patogennich (Obr. 15, oznaceny oranzove). Varianty zkracujici proteinovy
produkt jsme nasli celkem u 32% pacientd (Obr. 15), u 9% pacientli byly zaznamenany germinalni

varianty v klinicky vyznamnych predispozi¢nich genech.

Nejvetsi pozornost jsme vénovali variantam vedoucim ke zkraceni proteinového produktu s posunem
cteciho ramce. Celkem 36 téchto variant jsme nalezli u 25 genii kodujicich proteiny zicastnéné
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 kli¢ova ubikvitin ligaza FA core complexu (viz Obr. 3). Varianta ¢.1096 1099dupATTA
priléha 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 komplementa¢ni skupiny L. Proto jsme
provedli dodatecnou genotypizaci této varianty na souboru 337 vysoce rizikovych pacientl
s karcinomem prsu, 673 pacientl se sporadickym karcinomem prsu a u 686 nenadorovych kontrol
pomoci High-Resolution Melting Analysis (HRMA). Varianta ¢.1096 _1099dupATTA po dodatecné
analyze identifikovana u 9/662 (1,3%) vysoce rizikovych pacientt, 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 (pgi.,= 0.04). V ramci
analyz jsme si povSimli, ze vSichni nosici této mutace v populaci pacienti byly Zeny, zatimco vSichni

nosici v souboru kontrol byli muzi.

Funkéni vztahy mezi ostatnimi 48 geny postizenymi 53 germinalnimi trunkacnimi mutacemi
v ostatnich (,,nereparacnich®) genech u 74/325 (22,8%) pacientd a 10/105 (9,5%) kontrol jsme
analyzovali pomoci funkénich anotaci v nastrojich STRING (www.string-db.org) a KEGG

(www.genome.jp/kegg). Tyto geny jsme zafadili do deviti funkénich skupin (gene group 2-10 v Obr.

15) a naznaCili nékteré dalsi mozné funkcni skupiny genti ovlivitujici nadorovou predispozici ke

vzniku karcinomu prsu.

Vysledky této studie ndAm umoznili vyhodnotit proveditelnost panelového NGS pro analyzu nadorové
predispozice od navrhu panelu, pfes optimalizace fragmentace DNA, obohaceni cilovych oblasti,
konstrukci sekvenac¢nich knihoven, bioinformatickou analyzu a interpretaci nalezd. Studie zaroven

umoznila identifikovat néktera slaba mista analyz, jako zna¢nou velikost cilového panelu s obtiznou

35


http://www.string-db.org/
http://www.genome.jp/kegg

interpretaci variant v genech s malo znamym funkénim vztahem ke karcinomu prsu a casoveé i

ekonomicky naro¢né sekvenovani na platformé SOLiD.

Obr. 15. Zobrazeni variant v genech, u kterych byly identifikovdany trunkaéni mutace. Pacienty predstavuji
sloupce, v radcich je uveden ndzev genu, ve kterém se vyskytuje varianta u prislusného pacienta.
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1 RAD50 [ ]

1 ATR [ ]

1 FANCE [ |

1 ERCCE [ ]

1 BRIP1 | |

1 RFCt ]

1 XRCC4 [ |

1 RAD18 [ ]

1 DCLREIC [ |

1 FAM1758 [ |

1 RAD51D [ ]

1 ATRIP [ ]

1 MGMT 1

1 CHEKZ [ | [ ]

1 HELQ |

2 cypaas | [ [ L] []]]

2 cYpi7A1 | |

2 ESR2 | |

2 NQO2 1

2 cYP11A1 | |

2 CYP19A1 [ |

308 | [ ||

3 RNASEL [ |

3 DMBT1 [ ]

3 MPO L[] ]

3 IL1A |

3 MPL [ |

3113 | |

4 LRIG1 m

4 GRB7 n

4 NF1

4 PREX2 | |

4 MAP3K1 1

4 PPP2R1B | |

4 PIK3CG [ |

4 VEGFA |

5 NAT1 | [ ][]}

5 CYP1A2 [ | [ [ ]

5 CBR3 [ ] [ ]

6 ABCC2 [ | 1

6 ABCGZ [ | | |

6 ABCCA [ |

7 ZNF365 [ [ ]

7 CWF19L2 [ |

7 FBXW7 | |

7 CASP8 [ |

7 RASSF1 | |

8 MMP12 1

8 MMP1 | | | | | |

9 DHFR 1

9 DPYD | | |

10 DNAJC21 | | [ []1]]
10 S100A3 [ | [ ] ]
10 CNTNAP4

10 PTPRI

10 DNMT1 [ ]
10 17684

10 HTR3B [ ]
10 MSR1 [ ]
10 GLG1 1
10 ROPN1L [ ]
10 TCL1A [ ]
10 STXBP4 [ |

variants: [ stopgain/frameshiftindel [ splicing (+2 bp intronic) nonsynonymous SNV (pred) | nonframeshift indel nonsynonymous SNV
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5.2 Clinek 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, (IF5016=3.326).

V reakci na predchozi ¢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 pacientd a kontrol z Némecka a
Makedonie. V analyzovanych souborech identifikovali variantu c.1096_1099ATTA u 3/887 pacientli a
5/976 kontrol z Némecka a u 1/278 pacientl a 1/229 kontrol z Makedonie. Autofi tak zpochybiiuji

klinicky vyznam nasich zjisténi.

V nasi odpovédi jsme k diive publikovanym vysledkiim rozsitené analyzy Lhota et al., 2016 (Kapitola
5.1), ktera identifikovala 15 nosicd ¢.1096 1099dupATTA varianty doplnili klinické a
histopatologické charakteristiky nosici mutaci a identifikovali jsme dal§ich 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 pfitomnosti  karcinomu prsu pouze u jednoho z10 (10%) identifikovanych nosict
c.1096_1099dupATTA, vnasem souboru byla tato varianta zachycena u 9/23 (39%) nosici a
ptitomnost jakéhokoli nddoru jsme zaznamenali u 15/23 (65%) c.1096_1099dupATTA. Néapadna
asociace s familiarnim vyskytem nadorovych onemocnéni u nosict varianty tak naznacuje, Ze varianta
muze modifikovat riziko vzniku nadorového onemocnéni u nosi¢ti mutaci, avSak ke zhodnoceni tohoto

ucinku bude nezbytné provedeni analyzy velmi rozsahlych soubort pacientti a kontrol.
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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, (IF,0,6=6.1).

Po publikovani naseho prvniho ¢&lanku zpanelového sekvenovani (Clanek 1), ve kterém jsme
identifikovali dvé posunové mutace postihujici gen ERCC2, jsme byli pfizvani ke spolupraci na
mezindrodni studii zamétfené na vyznam EFRCC2 mutaci u pacientek s dédi¢nym karcinomem prsu a
ovarii. Gen ERCC?2 koduje DNA helikazovou podjednotku (ERCC2/XPD) transkripéniho faktoru I1H,
ktera se podili na nukleotidové excizni reparaci (NER) DNA. Dédi¢né bi-alelické mutace FRCC2 genu
se manifestuji jako tfi zcela rozdilna onemocnéni: cerebro-okulo-facio-skeletalni syndrom 2,
fotosenzitivni trichothiodystrofie 1, nebo xeroderma pigmentéozum D (XPD). Vznik XPD je spojen se
zvySenym vyskytem koznich tumorti, avsak pfitomnost monoalelickych mutaci ERCC2 genu nebyla u

pacientek s familiarnim vyskytem karcinomu prsu a ovaria studovéna.

Ve studii se podafilo analyzovat 1,345 pacientd (vCetn€¢ 325 z nasi laboratoie) a 2,400 kontrol (véetné
345 znasi laboratore) z Némecka, CR a Litvy analyzovanych pomoci panelového NGS. U pacienti
bylo identifikovano celkem pét trunkacnich a raritnich 20 missense variant, které kolegové z Némecka

podrobili funkénim in vitro analyzam.

Presto, ze trunka¢ni a missense mutace klasifikované jako funkéné-defektni varianty byly uvedeny
v databazi EXAC jako velmi raritni (s vyjimkou jediné vSechny se vyskytovaly s frekvenci <0,05%),
analyzy popula¢né-porovnatelnych kontrolnich vzorkti odhalily pfitomnost i nékterych patogennich
variant se zna¢né prevalenci (napf. frekvence posunové mutace p.F568fs* v nasi populaci dosahovala
0,43% u pacientll, ale také 0,44% v kontrolach). Segrega¢ni analyza v dostupnych rodinach nosi¢t

mutaci neprokdzala jasnou asociaci fenotypu s pfitomnosti patogennich variant ERCC2 genu.

Vysledky studie tak nepotvrdily predpoklad, Ze nosicstvi 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 genl s neuplnou penetranci a s raritnimi dédi¢nymi variantami
bude vyzadovat pro porovnani analyzu dostatecné velkého souboru etnicky a geograficky srovnatelné
kontrolni populace. Z divodu mozného ,,founder” efektu se pro hodnoceni frekvenci vyskytu variant

v téchto genech nelze spoléhat pouze na vefejné multietnické databéaze.
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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, (IF,,6=2.415).

Pii piipravé dat k publikaci ¢lanku Lhota F. et al., 2016 (Clanek 1) jsme provedli re-evaluaci
klinickych a histopatologickych udaji analyzovanych pacientl, kterd ukdzala, ze 13 sekvenovanych
vzorkdl pochdzi od pacientl s jinou diagnézou, nez je karcinom prsu. Tyto vzorky byly z prace
vyfazeny. Jednim z vyfazenych byl vzorek pacientky s karcinomem pankreatu s mnohocetnym
nadorovym vyskytem v rodin€. Pii analyze vzorku probandky byla zachycena mutace v genu NBN
c.657del5, kterou jsme nasledné potvrdili i v histologickém blocku z naddoru u jeji sestry s karcinomem
zaludku (Obr. 16).

Obr. 16. Rodokmen pacientky s karcinomem pankreatu (A) s mutaci c.657del5 v genu NBN, identifikované
pomoci NGS (B) a konfirmované Sangerovym sekvenovdni (C).
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|
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RAG AT LT N1 i11CciiTc (58)  (58) r

(36)

Hodgkin lymphoma
(dg. 12)

Control:

Ll

Gen NBN koéduje nibrin, soucast MRN komplexu, katalyzujicitho zahajeni procesu homologni
rekombinace pii reparaci dvoutetézcovych zlomti DNA v S a G2 fazi bunééného cyklu (Carney J. P. et
al., 1998). Bialelické patogenni mutace v tomto genu zpusobuji vznik Nijmegen-breakage syndromu a
heterozygotni mutace zvysuji riziko lymfoidnich malignit a jinych nadort (Varon R. et al., 1998), jako
napi. karcinomu prsu (Gorski B. et al., 2003), non-Hodgkinova lymfomu (Steffen J. et al., 2006) a
karcinomu prostaty (Cybulski C. et al., 2013). Mutace ¢.657del5 v genu NBN byla popsana jako casta

varianta v na$i populaci (Varon R. et al., 1998).
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Protoze asociace pfitomnosti této varianty s karcinomem pankreatu nebyla zndma, provedli jsme
genotypizaci ¢.657del5 varianty pomoci HRMA na souboru 241 neselektovanych pacienti
s karcinomem pankreatu. Pfi této analyze jsme zachytili dalSich pét nosici mutace c.657del5
v souboru pacientd (2,07%). Vyskyt u pacientt s karcinomem pankreatu byl signifikantn¢ vyssi, nez
vyskyt této varianty v kontrolnim souboru (2/915; 0,23%), coZz 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 nejéastjsim nadorem v Ceské republice a tumorem s velmi nepiiznivou prognézou (pétileté

preziti je pouze 7%, s medidnem pieziti 6 mésici; Siegel R. L., et al., 2015).

Soubézné s publikaci naSich vysledkii byla publikovana studie Polskych autorti (Lener M. R. et al

2016), ktera zaznamenala srovnatelnou frekvenci c.657del5 varianty u pacienti s karcinomem

OR 3.80; p=0,002).
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5.5 Clanek 5: CZECANCA: CZEch CAncer paNel for Clinical. Application —
navrh a priprava cileného sekvena¢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 pfipravy sekvenaniho panelu, sekvenovani a bioinformatického zpracovani
popisovaném v Clanku 1 (Lhota F. et al., 2016) jsme vyuzili pfi navrhu panelu a testovéani, uréenému
ke klinickému vyuziti v diagnostice nosici patogennich mutaci pro vznik dédi¢nych nadorovych

onemocnéni v CR.

Cilové geny jsme identifikovali na zaklad¢ dikladné literarni reSerSe, ze které vyplynul seznam
cilovych genli. Kromé gent s jiz stanovenou klinickou relevanci, jsme se rozhodli zahrnout i DNA
reparacni geny, u nichz je klinicky vyznam zatim nejasny. Lze ptfedpokladat, ze identifikace genotypt
s fenotypovymi charakteristikami v prib&hu uzivani panelu, posune znalost genti s dosud neznamou
funkci, v klinickém vyznamu. Panel CZECANCA umoziuje rychlejsi a efektivnéjsi detekci
patogennich mutaci v genech s klinickou utilitou. Panel byl navrZzen v online NimbleDesign softwaru
(NimbleGen, Roche) za prisnych podminek, znemoznujicich navrzenym probdm nasednout vice jak na
tfi cilové sekvence v genomu. Cilova oblast o velikosti pfiblizné 600 kb zahrnovala vSechny popsané
exony, intron-exonové prechody a pro vybrané geny i promotorové oblasti; ptfiprava panelu ve verzi
1.0 s ptisnym pozadavkem na unikatnost hybridizace cilové sekvence vSak neumoznila tplné pokryti

vSech navrzenych genti (Obr. 17).

Obr. 17. Seznam genit zahrnutych do panelu CZECANCA.

AIP; ALK; APC; APEX1; ATM; ATMIN; ATR; ATRIP; AURKA; AXIN1; BABAM1; BAP1; BARD1; BLM;
BMPR1A; BRAP; BRCA1; BRCA2; BRCC3; BRE; BRIP1; BUB1B; Cllorf30; C190rf40; casp8; CCND1,;
CDC73; CDH1; CDK4; CDKN1B; CDKN1C; CDKN2A; CEBPA; CEP57; CLSPN; CSNK1D; CSNK1E; CWF19L2;
CYLD; DCLRE1C; DDB2; DHFR; DICER1; BiS3L2; BMBTL; DMC1; DNAJC21; DPYD; EGFR; EPCAM; EPHX1;
ERCC1; ERCC2; ERCC3; ERCC4; ERCC5; ERCC6; ESR1; ESR2; EXO1; EXT1; EXT2; EYA2; EZH2; FAM175A;
FAM175B; FAN1; FANCA; FANCB; FANCC; FANCD2; FANCE; FANCF; FANCG; FANCI; FANCL; FANCM;
FBXW?7; FH; FLCN; GADD45A; GATA2; GPC3; GRB7; HELQ; HNF1A; HOXB13; HRAS; HUS1; CHEK1;
CHEK2; KAT5; KCNJ5; KIT; LIG1; LIG3; LIG4; LMO1; LRIG1; MAX; MCPH1; MDC1; MDM2; MDM4; MEN1,;
MET; MGMT; MLH1; MLH3; MMPS8; MPL; MRE11A; MSH2; MSH3; MSH5; MSH6; MSR1; MUS81;
MUTYH; NAT1; NBN; NCAM1; NELFB; NF1; NF2; NFKBIZ; NHEJ1; NSD1; OGG1; PALB2; PARP1; PCNA;
PHB; PHOX2B; PIK3CG; PLA2G2A; PMS1; PMS2; POLB; POLD1; POLE; PPM1D; PREX2; PRF1; PRKAR1A;
PRKDC; PTEN; PTCH1; PTTG2; RAD1; RAD17; RAD18; RAD23B; RAD50; RAD51; RAD51AP1; RAD51B;
RAD51C; RAD51D; RAD52; RAD54B; RAD54L; RAD9A; RB1; RBBP8; RECQL; RECQL4; RECQL5; RET; RFC1;
RFC2; RFC4; RHBDF2; RNF146; RNF168; RNF8; RPA1l; RUNX1; SBBS; SDHA; SDHAF2; SDHB; SBHC; SBHDB;
SETBP1; SETX; SHPRH; SLX4; SMAD4; SMARCA4; SMARCB1; SMARCE1; STK11; SUFU; TCL1A; TELO2;
TERF2; TERT; TLR2; TLR4; TMEM127; TOPBP1; TP53; TP53BP1; TSC1; TSC2; TSHR; UBE2A; UBE2B;
UBE2I; UBE2V2; UBE4B; UIMC1; VHL; WRN; WT1; XPA; XPC; XRCC1; XRCC2; XRCC3; XRCC4; XRCCS5;
XRCC6; ZNF350; ZNF365.

XXXX — kompletni gen (vSechny kodujici exony +10 bp do intronu)

XXXX — kompletni gen (vSechny kédujici exony +10 bp do intronu) + 5’UTR
XXXX — nekompletni gen (chybi nékteré exony z divodu vyskytu pseudogenii)
Xo0b% — gen chybi (z divodi pseudogend, vysoce homolognich mist, repetic apod.)
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Od pocatku jsme planovali vyuziti panelu i v dalsich laboratotich v CR, coZ by umoznilo analyzovat
velké mnozstvi indikovanych osob a ziskat tak tdaje o vyskytu i raritnich variant ve studovanych
genech v nasi populaci. Proto byl soucasti projektu CZECANCA nejen sekvenacéni panel, ale zaroven
optimalizovany postup pro piipravu sekvenacnich knihoven a jednotny postup pro bioinformatickou
analyzu (Obr. 18) umoziujici snazsi interpretaci nalezenych variant. Pfiprava knihovny CZECANCA
panelu byla optimalizovana na platform¢ Illumina MiSeq, jako nejrozsitenéjSi NGS platformy

soucasnosti.

Bioinformatickd analyza probihd nésledujicimi postupnymi kroky. Mapovani sekvenci zpracovava
software Novoalign. Vygenerované SAM soubory, jsou pievedeny do binarni formy pomoci Picard
tools, diky némuz se také odstranuji v téchto souborech duplikaty. Genotypizace variant se
uskuteciiuje pomoci nastroje GATK, nasledna anotace v ANNOVARu a ve frekvencnich databazich
(ExAC, 1000g a ClinVar) a predikénich softwarech (napt. SIFT, CADD, GERP, spidex, atd.). Pro
detekci stfedné velkych inzerci a duplikaci pfesahujicich polovinu délky sekvenacniho cteni, jsme

pouzili software Pindel. CNV analyza probiha z BAM soubort v softwaru CNVKkit.

Technicka pFiprava vzorku Obr. 18. Projekt CZECANCA
% lzolace genomové DNA zahrnuje uceleny postup pro
% Priprava vzork DNA analyzu nadorové predispozice.

- fragmentace DNA, Uprava koncd, ligace adaptort a indexace
& Sequence capture CZECANCA (EzChoice; Roche)
% Priprava sekvenacni knihovny

v
Sekvenovani
& MiSeq (lllumina) — (V3; 150-cycle; lllumina)

| Bioanalytické zpracovani <*---=-==-
(v zavislosti na konkrétni »CZECANCA pipeline” — zpracovani
laboratofi) dat pro ucely jednotné databaze

| Klinické hodnoceni sekvenaénich vystupt |

v
| G - 1 ~CZECANCA databdze” — databaze
eny skupiny AaB o ) .

| & genetickych variant a fenotypl =
| Geny skupiny C }_p ziskanych z projektu
v v

| Vyhotoveni klinické zpravy |

Analyzované geny byly roztfidény do skupiny A-C podle klesajici klinické vyznamnosti.
Z analytického hlediska jsme velkou pozornost pfi piipravé panelu vénovali rovnomeérnosti pokryti
cilovych oblasti. Tento pozadavek umoznil racionalni vyuziti sekvenacni kapacity a byl zasadnim
predpokladem pro analyzu CNV. Pro rutinni kontrolu pokryti geni reportovanych v klinickych

zpravach jsme vyvinuli skript Boudalyzer (v prostfedi R; http:// www.R-project.org.) umoziujici

rychlou vizualni kontrolu celkového pokryti hodnocenych genti (Obr. 19).

42


http://www.r-project.org./

Obr. 19. Zobrazeni kédujicich oblasti libovolnych genii umoZiiuje vlastni skript Boudalyzer. V panelu A
ukazuje, ze rovnomeérnost pokryti pri analyze BRCAI neni zavisla na hloubce cteni a umoznuje dobré
rozpoznani CNV (posledni panel vievo). V panelu B ukazuje, Ze rovnomérné pokryti pri analyze cilené na
pokryti 100x je dosahovano s panelem CZECANCA i u jinych genii. V poslednim obrdzku je porovndno
pokryti genu TP53 v porovnani s panelem TruSight.

A.

100x

50x

20x
Ox -

200x

100x ~+

50x
ox

200x% 4

Koncept CZECANCA projektu umoznil vznik narodniho konsorcia, ke kterému se do soucasné doby

pfipojilo devét laboratofi analyzujicich vzorky pacientll s podezienim na nadorovou predispozici.

Pokryti (s proménlivou hloubkou cteni):

BRCAI (20 x)

BRCA1 (100 x)

BRCA1 (1,000 x)

BRCA1 A5-14 (potvrzeno MLPA)

B. Pokryti (100x):

TruSight Cancer Panel

Utastnici projektu spole¢né sdileji hruba sekvenacni data (prostfednictvim portalu BaseSpace), ktera

zpracovavame v nasi laboratofi jednotnym postupem pro konstrukei frekvencni databaze. Genotypové

udaje jsou ucastniky doplnény o klinicko-patologické charakteristiky sekvenovanych pacientd

s onkologickymi onemocnénimi.
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5.6 Clanek 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, (IF,,5=2.766).

Pred zavedenim sekvena¢niho panelu CZECANCA do rutinni klinické diagnostiky hereditarnich

nadorovych syndromil jsme provedli dikladné testovani parametrti panelu.

Testovani ukazalo, ze v rutinnich podminkéach se sekvenovanim cilenym na priimérné pokryti 100x
dosahuje sekvenovani panelem CZECANCA 100x pokryti v 85,8% a pokryti 50x v 98,4% cilové
oblasti (Obr. 20). Pouze 0,3% cilové oblasti je pokryto <20x, coz je hodnota spolehlivosti pfi analyze

heterozygotnich germinalnich variant.

100% T —— Obr. 20. Priimérné pokryti pii rutinnim NGS cilicim

na pokryti 100x.
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Coverage: 2X 10X 20X 30X 40X 50X 100X
Cov. b. (mean; %}: 100 99.9 99.7 99.5 99.1 98.4 85.8

v

Uniformita pokryti v datech je velmi vyhovujici a umoznuje snadné&jsi a spolehlivéjsi detekci CNV
variant. Uniformita panelu vzhledem k reprodukovatelnosti vysledki, byla ovéfena nékolika zpisoby.
Do jednoho runu jsme zahrnuli DNA z jednoho vzorku, kterd byla zpracovana v odlisSnych
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 funkcnosti panelu probéhla testovanim stejné DNA v rozdilnych sekvenacnich
analyzach. Z 356 unikatnich variant se jich v obou nezavislych sekvenacnich analyzach nachazelo 354
(99,4%). Dodatecna analyza ukazuje na uniformitu zpracovani ve Ctyfech laboratotich, kde je

CZECANCA rutinné pouzivana. Bylo detekovano 332 unikatnich variant. Jeden vzorek v ramci
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Styfech pracovist tedy vykazuje shodu 331/332 (99,7%), 327/332 (98.5%), 329/332 (99.1%) a
329/332 (99.1%).

Mirné rozdily mezi jednotlivymi laboratofemi lze castecn¢ ptisoudit odlisnému zpiisobu fragmentace
genomové DNA. Analyzou terminalnich nukleotidi a dinukleotidd sekvenovanych fragmenti DNA
po Sté€peni pomoci fragmentdzy a ultrazvukové fragmentaci jsme prokazali, ze ultrazvukovym §tépeni

1ze dosilit rovnomérnéjsi fragmentace DNA (Obr. 21).

A ™c Obr. 21. Normalizovany pomér vyskytu termindlnich
« > | ~ o nukleotidit a dinukleotidii sekvenovanych fragmentii
/\ Stépenych  ultrazvukem (Cervend a modrd) a
- X TA . v , , I v,

“ /" o \‘ enzymaticky (Zlutd a zelend) provedend ve Cctyrech
0 I/ | w  nezavislych laboratorich. Pri zcela nahodném Stépeni by
" . / 4 w  Pomer t?rmlrrzal{zlch nukleotidii cyzwdlnukleotldu mel by{
identicky (blizky 1). Tomu se blizi fragmentace pomoci
TG AT ’, . rov v , Voo
. v u{trazvuku, za{zmco enzyn?atzcke .stepenz preferencné

& &7 lépe fragmentuje CG-bohaté oblasti.
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CNYV analyzu jsme optimalizovali na panelu CZECANCA analyzou vice nez 300 vzorkd soubézné
analyzovanych pomoci MLPA. Po upravé protokolu k dosazeni uniformniho a dostate¢ného pokryti,
coz byl zaklad pro tuto analyzu, jsme dospéli k softwaru CNVkit (Talevich E., 2016), fungujiciho na
bazi Linuxu. Diky pozitivnim kontroldm, jsme provedli dodate¢nou analyzu pomoci vlastniho skriptu
v prostiedi R. Teprve po slouceni obou postupil jsme dosahli 100% zachytu vSech sekvenovanych
pozitivnich kontrol s velkymi pfestavbami soubézn¢ analyzovanymi pomoci MLPA (Obr. 22).

Obr. 22. Vysledek kalibrace CNV analyzy na nasem pracovisti. Hodnota <-0.6 znamena pvitomnost delece,
hodnota > 0.5 znamend pritomnost duplikace. Panel BRCAI obsahuje devét pozitivnich kontrol — osm deleci

a jednu duplikaci, panel PALB2 obsahuje ¢tyri pozitivai kontroly — t7i delece a jednu duplikaci, panel CHEK?2
obsahuje dvé delece a panel TP53 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.emqn.org), kdy jsme
dosahli dle externiho hodnoceni 100% senzitivity v detekci variant. Dalsi kontrola kvality zahrnovala
sekvenovani péti vzorkti od Coriell Institute for Medical Research, pro které jsou dostupné vysoce

kvalitni a verifikované BAM a VCF soubory umoziujici vycisleni faleSné pozitivity/negativity.
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Porovnani sekvenovani v oblasti sekvena¢niho cile CZECANCA panelu u vzorki Coriell Institute

uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2. Vysledky analyzy kontroly kvality na péti vzorcich referenénich DNA (NA#) ze spolec¢nosti Coriell Institute
for Medical Research.

Reference standard no. NA12878 =NA24143 =NA24149 ~NA24385 =NA24631

True positive (TP) 355 341 332 351 348
True negative (TN) 627,672 627,674 627,678 627,658 627,671
False positive (FP) 42 49 56 57 48
False negative (FN) 0 5 3 3 2
Total 628,069 628,069 628,069 628,069 628,069

Sensitivity [TP/(TP+FN)]  100.000%  98.555%  99.104%  99.153%  99.429%
Specificity [TN/(TN+FP)]  99.993%  99.992%  99.991%  99.991%  99.992%
Accuracy [(TP+TN)/Total]  99.993%  99.991%  99.991%  99.990%  99.992%

Vysledky validace sekvena¢niho 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. Umoznuje analyzovat a spolehlivé detekovat nejen
SNV a malé inzerce/delece, ale i CNV u vétSiny z vySetfovanych genti. Analyzy rovnéz prokazaly, ze
bioinformatické zpracovani je pln¢ srovnatelné se zavedenymi standardy a bioinformaticky postup
analyz vSech vzorki ¢leni 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. (IF5;7=7.360).

Frekvencni databaze CZECANCA obsahuje v soucasnosti genotypova data od vice nez 6000 pacientd.
Mezi nimi vyrazné pievazuji pacientky s diagndézou karcinomu prsu a ovarii. Mutace u téchto

pacientek dominantné postihuji v geny BRCAI a BRCA2, tfetim nejcastéji mutovanym genem je
CHEK2.

Gen CHEK2 koéduje kinazu CHK2 aktivovanou proteinem ATM v odpovédi na pritomnost
dvoutetézcovych zlomit v DNA, ktera nasledn¢ fosforyluje fadu proteinii ovliviiujicich DNA reparaci
(napt. BRCA1, KAP1) a zastavu bunééného cyklu (napf. p53). Vrozené mutace v genu CHEK?2 byly
asociovany se vznikem rdznych solidnich i hematoonkologickych nddorovych 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 nosic¢stvim mutaci CHEK?2 genu. Zatimco prace vycislujici riziko u nosi¢ti mutaci CHEK?2 genu na
zaklad€ porovnani s populacné-specifickymi kontrolami uvadéji riziko na horni hranici genti se stiedni
penetranci (RR ~ 5), prace porovnavajici vyskyt u nosict s vyskytem alteraci ve vefejnych databazich
dochazeji k podstatn€ niz$im rizikim na dolni hranici pdsma pro geny stiedni penetrance (RR ~ 2).
K nejasnému vztahu nosicstvi mutaci v CHEK?2 genu ke skutecnému zvySeni rizika pfispiva i nejasny

vyznam naprosté vétSiny vzacnych missense variant.

Cilem prace byla identifikace dédi¢nych variant CHEK? genu v nasi populaci u 1,928 vysoce
rizikovych pacienti analyzovanych na nadorovou predispozici ke karcinomu prsu a ovaria a u 3,360
nenddorovych kontrol, funk¢ni charakterizace vyznamu nalezenych missense variant, vycisleni rizika
vzniku karcinomu prsu a ovaria u nosicii trunkacnich a funkéné-defektnich missense variant a analyza

klinickych a histopatologickych charakteristik nadord u nosici téchto alteraci.

Analyza zahrnovala vysledky testovani mutaci CHEK?2 genu, které byly provadény v obdobi vice nez
10 let. Polovina vzorkli vS8ak pochazela z dat zpracovanych panelovym NGS, které umoznilo i
spolehlivou identifikaci dvou rozsahlych deleci CHEK?2 genu, které tvoftily tfetinu vSech nalezenych

trunka¢nich mutaci. ProtoZe v pivodnim navrhu panelu CZECANCA nebyly z davodu velkého
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vyskytu pseudogenti zahrnuty exony 12-15, byly tyto oblasti analyzovany dodate¢né u vSech vzorkt
analyzovanych pomoci NGS. (Poznamka: Zminované exony a nepokryté geny a oblasti dalSich gent,
viz Obr. 17, jsou v panelu CZECANCA zahrnuty od jeho verze 1.1, pokryvajici vSech 226 navrzenych

genll).

V analyzovaném souboru jsme identifikovali 10 rGznych trunka¢nich mutaci a 26 missense variant.
Zatimco frekvence trunkac¢nich mutaci se vyznamné liSila mezi souborem pacientl (2,39% nosicti) a
kontrol (0.33% nosiét; p=1,1x10"%), celkova frekvence missense alteraci byla srovnatelna (4,56% vs.
3,90%; p=0,42). Pod vedenim Dr. Mactrka z UMG AVCR, bylo vyvinuto funkéni vySetfeni variant
CHEK?2 genu, které umoznilo kvantifikovat enzymovou aktivitu CHK2 kindzy v lidskych
netransformovanych butikach. Tato analyza umoznila funkéné€ klasifikovat 11 VUS jako varianty
s podstatnou poruchou kindzové aktivity, pét variant s ¢asteCnou poruchou kindzové aktivity, a 10

variant se zachovanou kinazovou aktivitou.

Na zakladé funkénich 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 muzi, asociace s karcinomem
ovaria je mén¢ vyznamna. Funkéné defektni missense varianty jsou spojeny pravdépodobné s niz$im

rizikem nez trunka¢ni mutace.

Prace dokumentuje zdsadni vyznam v detekci CNV pomoci panelového NGS. Analyza funkéniho
vyznamu umozni klasifikovat vS§echny nalezené¢ VUS popsané¢ CZECANCA konsorciem, coz zvysi

klinickou vypovédni hodnotu analyz u vysoce rizikovych pacientt.
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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, (IF,7=2.498).

V nasi laboratofi se dlouhodobé zabyvame analyzou gent predisponujicich ke vzniku dédiénych
nadorovych syndromil. Dlouhodobym zajmem jsou i analyzy alternativnich a aberantnich sestfihovych
variant. Fyziologicky se v bunkach vyskytuji alternativné sesttizené formy proteinovych produktt.
V odlisnych tkanich je zastoupeno rtiznorodé procento konkrétni transkripcni varianty. Varianty
v DNA mohou ovliviiovat alternativni sestiih 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 produkti, 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 sestiihovych variant BRCA1 mRNA validovali novy systém

pro identifikaci alternativnich sestfihovych variant (Obr. 23).

Obr. 23. Schéma analyzy alternativnich sestiihovych variant pomoci multiplexniho PCR amplifikujicich
v§echny exon-exonovd spojeni 7z cDNA a ndsledného NGS velikostné nabohacenych alternativné
sestiifenych (krdatkych) izoforem. Nabohaceni probihd pomoci velikostni selekce, po které kratké fragmenty
slouzi pro pripravu sekvenacni knihovny.
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Navrzenim primerd na vSechna exon-exonova spojeni jsme docilili amplifikace pokryvajici v§echny
mozné varianty alternativniho sestfihu BRCA1, ktery jsme pouzili jako modelovy piiklad. Vzorky
RNA (resp. cDNA) jsme analyzovali od 32 jednotlived — z toho 16 nenadorovych kontrol, osmi
pacientll s karcinomem prsu bez pfitomnosti mutace v genu BRCAI a osmi pacientli s karcinomem
prsu s BRCAI mutaci. RNA byla izolovana z leukocytl perifeni krve, perimamarni tukové tkan¢ a
mamarni tkang. Paralelné jsme analyzovali RNA ze stabilnich buné¢nych linii (MCF7, EM-G3, HelLa
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 referenc¢ni genom fasta soubor,
ktery jsme zkonstruovali ze sekvenci vSech kombinatorickych moznosti exon-exon spojeni. V druhém
kroku byly data namapovany na DNA sekvenci daného genu, abychom zachytili exonizované introny.
Pted mapovanim vzhledem k nejednotné délce PCR produktii, bylo nutné provést trimming adaptori a
nekvalitnich bazi na konci vSech ¢teni pomoci softwaru Trimmomatic. Konverze souborti 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 vizualizaénim softwaru

IGV.

Takto navrzenym systémem se nam podafilo detekovat celkem 94 variant, tedy vice alternativnich
sestiihovych variant nez v dfive popsané studii (Colombo M. et al., 2014). Nejvetsi mnozstvi (72
variant) bylo detekovano v mamarni tkani, dale v leukocytech (67) a perimamarni tukové tkani (57).

Ze 76 variant detekovanych v bunécnych liniich jich 11 nebylo zachyceno v zddném jiném vzorku.

Postup analyzy je mozné aplikovat na vysSetfeni libovolnych transkriptd, véetné velmi malo
exprimovanych gentl, jako je BRCAI. Na rozdil od RNAseq umoznuje nase analyza ptiblizné 1000x
vyssi detekci kanonickych exon-exonovych spojeni a tim i znacné spolehlivéjsi kvantifikaci i
minoritnich sestiihovych variant (tvoficich <1% z celkového sestfihu) za nesrovnatelné¢ nizSich
nakladd, protoze analyza BRCAI1 transkriptd vSech analyzovanych vzorkl spotfebovavala v nasem

pfipadé méné nez 10% sekvenacni kapacity pfi sekvenovani na MiSeq.
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6 SHRNUTI A ZAVER

Nastup sekvenovani nové generace v posledni dekddé¢ znamenal revolu¢ni posun v diagnostice
genetickych onemocnéni. NGS se v soucasnosti stalo rutinni metodou pouzivanou v diagnostickych
laboratofich. Nejvétsi vyzva v této oblasti je sestaveni bioinformatického pracovniho postupu pro

analyzu, ale zejména interpretaci nalezenych variant.

Zakladni soucasti bioinformatické analyzy je mapovani hrubych dat na referencni genom nebo vlastni
konsensus. Zde dochézi jiz k prvnimu zkresleni a nedokonalosti dat, které pak mtize ovlivnit vysledky.
Druhym krokem je z namapovanych soubort ziskat jednotlivé varianty, velké piestavby a stfedni
inzerce a duplikace. Nasleduje filtrace variant v ramci dostupnych databazi a predikénich softwart.
Vysledné varianty s pravdépodobné patogennim dopadem na protein jsou reportovany diagnostikem.
Vsechny vyse jmenované kroky nesou riziko zkresleni, které miize negativné ovlivnit interpretaci
vysledki. Proto je nutné bioinformatické zpracovani dikladné validovat a dle nalezd referen¢nich

vzorkil pak upravit pfislusné parametry nebo oznacit kritické oblasti.

Postup NGS analyz, ktery vyustil do projektu CZECANCA, byl na pocatku testovan na vice nez 500
vzorcich se zndmymi alteracemi se 100% zachytem danych mutaci. Nejproblémové€jsi bylo nastaveni
CNV analyz a stfedné velkych inzerci a duplikaci. Panel CZECANCA je vzhledem k uniformité
pokryti spolehlivé zpracovatelny a oproti jinym komerénim panelim umoziuje analyzu SNV, indela i

CNV.

Panelové sekvenovani je v soucasnosti nejefektivné€jsi formou diagnostiky dle potieby konkrétniho
pracovisté. S jeho nastupem se rapidné méni oblast diagnostiky pfi¢iny hereditarnich karcinomd.
Jedna se o efektivni analyzu, kterd umoziuje diagnostiku pacienttl s riznymi diagnézami, pro které je

dostupna fada cilenych panelt (Tab. 3).

Panely umoziiuji vybér gent analyzujicich predispozici ke konkrétnim nddorovym diagn6zam, avsak u
pacientli s nejasnym fenotypem (napi. mnohocetnym vyskytem rozdilnych nédorovych diagnoz
vrodin¢ probanda) je vybér konkrétniho panelu je obtizny. Studie u pacientd s kolorektdlnim
karcinomem ukazala, ze tfetina pozitivnich pacientl fenotypem neodpovidala nalezim (Pearlman R. et
al., 2017). Analyza 528 pozitivnich pacientti s dédi¢nymi mutacemi v MMR genech identifikovala
karcinom prsu u 11,9% nosicd, avSak soucasna klinickd doporuceni pro nosi¢e mutaci MMR genti
nezohlednuji preventivni opatfeni snizujici riziko vzniku karcinomu prsu (Espenschied C. R. et al.,
2017). Ztéchto divodi jsme se pii navrhu panelu CZECANCA zaméfili na Sirokou oblast

predispozicnich gentl vSech Castych nadorovych onemocnéni.
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Tab. 3: Priklady panelii genii pouZivanych pro analyzu ndadorové predispozice (upraveno podle Soukupova J.
2016).

Néazev panelu Cileni geni Poskytovatel
Breast/Ovarian Cancer Panel 20 gentl asociovanych s predispozici ke karcinomu prsu GeneDx
BROCA ~ — Cancer Risk 23 genl asociovanych s predispozici ke karcinomu prsu University of
Panel & yensp P p Washington
CancerNext 32 gent asociovanych s nadorovou predispozici Ambry Genetics
CancerNext-expanded 49 gend asociovanych s nadorovou predispozici Ambry Genetics
gﬁgesreq Comprehensive 151 gent asociovanych s nadorovou predispozici Agilent
ColoNext 17 gent asociovanych s predispozici ke karcinomu stfeva a Ambry Genetics
kone¢niku
IC););reliarehenswe Cancer 32 gent asociovanych s nadorovou predispozici GeneDx
CZECANCA 226 genu asociovanych s nadorovou predispozici/DNA | LF UK

reparacnich genti
Invitae Common Hereditary 42 gent asociovanych s predispozici ke karcinomu prsu,
Cancers Panel (Breast, Gyn, vajeénikti, délohy, tlustého stfeva a kone¢niku, zaludku, Invitae
GI) slinivky
Invitae Multi-Cancer Panel ~ 80 gent asociovanych s nadorovou predispozici Invitae

Invitae  Pediatric ~ Solid 48 genii asociovanych s predispozici k solidnim nadorim

Tumors Panel détského veku Invitae

Myriad myRisk Hereditary . . , . . - . .

Cancer test 28 genti asociovanych s nadorovou predispozici Myriad Genetics

OvaNext 24. geni asoc1ovarvlych s predispozici ke karcinomu prsu, Ambry Genetics
vajecnikti a/nebo délohy

Pediatric Tumor Panel 27 genti asociovanych s nadory détského veku GeneDx

TruSight Cancer 94 genti a 284 SNP asociovanych s nadorovou predispozici ~ Illumina

Sekvenace exomd nebo genomid by v nejasnych pfipadech byla idealnim postupem, avSak neni,
s ohledem na pocet vySetfeni nddorové predispozice, ekonomicky realna v soucasném rutinnim

provozu. Analyzy nadto komplikuje netuplna znalost funkéniho dopadu nalezenych variant.

Nejasné nalezy jsou také soucasti panelového sekvenovani. Diky spolupraci jednotlivych center,
analyze nenddorové populace, pouzivani jednotného panelu a zplsobu zpracovani, je mozné vytvofit
databazi, ktera usnadiiuje interpretaci problematickych variant a vytvorit nasledna kritéria péce pro
nosice téchto mutaci. Spolupréace s laboratofemi preklinického vyznamu je dalezitym pfedpokladem

pro ¢asove naro¢né funkeni testovani prioritizovanych variant.

Obtizna je také intepretace tzv. diskordantnich nalezl tj. pfitomnost patogenni mutaci v genech, které
se zatizenim rodiny hereditarnimi syndromy by teoreticky viibec nemély souviset. Takové nalezy pak
vrhaji jiné svétlo na problematiku spojitosti konkrétni oblasti DNA reparacnich gent s konkrétnim

nadorovym syndromem.
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V na$i laboratofi jsme provadéli vySetfeni 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 soucasti diagnostiky jiz v nékolika centrech v Ceské republice. Diky
panelovému sekvenovani jsme byli schopni zpétn¢€ detekovat mutace u pacientek, které byli vysetfeny

klasickymi postupy.
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