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Seznam pouzitych zkratek

ALM — akrolentigin6zni melanom
BRAF — B-Raf proto-oncogene
BRCAL — breast cancer 1 gene
BRCAZ2 — breast cancer 2 gene
CCND1 —cyclin D1

CDK4 — cyclin-dependent kinase 4
CDKG6 — cyclin dependent kinase 6

CDKNZ2A — cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A

CNS — centralni nervova soustava
CT — vypocetni tomografie

CTLA-4 — cytotoxic T-Imyphocyte
antigen 4

CR — Ceska republika

DMBA - 7,12-dimethylbenz[a] anthracen
DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

E2F — transkripcni faktor

HDM2 — human double minute 2 homolog

KIT — KIT proto-oncogene receptor
tyrosine kinase

LMM - lentigo maligna melanom

MC1R — melanocortin 1 receptor

MDMZ2 — mouse double minute 2 homolog
MEK — mitogen-activated protein Kinase 1
MRI — magneticka rezonance

NADH — nikotinamidadenindinukleotid

NADPH —
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NM — nodularni melanom

NOR — Nérodni onkologicky registr

NQO1 — NAD(P)H dehydrogenase
[quinone] 1

NRAS — NRAS proto-oncogen

NRF2 — nuclear factor, erythroid 2 like 2
OR — relativni riziko

p53 — tumor protein p53

PCR — polymerase chain reaction

PD-1 — programed cell death protein 1
pRb — retinoblastoma protein

PS — fotosenzibilizator

PTEN — phosphatase and tensin homolog
RB1 — RB transcriptional corepressor 1

RFLP — restriction fragment length
polymorphism

ROS - reaktivni formy kysliku
rpm — revolutions per minute
RT — room temperature

RTG - rentgen

SSM — povrchove se §ifici melanom
TP53 — tumor protein p53 gene
UK — Velka Britanie

USA — Spojené staty americké
USG - ultrasonografie

UTR — untranslated region

UV — ultrafialové zaieni

UZIS — Ustav zdravotnickych informaci a
statistiky CR



Uvod

Maligni melanom je diky rychlému lymfogennimu a hematogennimu metastazovani jednou
zZ nejzhoubnéjsich lidskych malignit pochazejici z neoplastické proliferace melanocyti a jeho
incidence v poslednich desetiletich neustale roste. I kdyz melanom tvoii pouze 4 % vsech
dermatologickych malignit, je zodpovédny za 80 % vsSech timrti na rakovinu ktize. Jednim
z nejvyznamnéjSich rizikovych faktorti je rodinnd anamnéza onemocnéni, kdy ptiblizné
5-10 % vsech melanomi je dédi¢ného charakteru a pritomnost melanomu v roding ptinasi az
dvojnasobné riziko vzniku tohoto onemocnéni. Recentni studie poukazuji také na souvislost
mezi vyskytem melanomu a dédicnym karcinomem pankreatu.

Detekce této nemoci v ¢asném stadiu muze vést k plnému vyléceni pacientl, ale
pozdni stddium s jiz pfitomnymi metastdzemi ma extrémné Spatnou prognézu se stiedni
dobou pieziti mensi nez 10 meésicti. Tato Spatna progndéza do znaéné miry vyplyva
z rezistence na konvenéni chemoterapii, a proto jsou Vsoucasnych studiich zkoumany
molekuldrné cilené terapie a jsou objevovany dalsi a dalsi potencionalné ucinné latky.

Nedostatek ucinnych terapeutik je castecné zplisoben netplnou znalosti patogeneze
melanomu a nedostatkem informaci o pievladajicich genech pozménénych béhem jeho
vyvoje. Maligni melanom je vysoce komplexni onemocnéni, v jehoz genetice hraje roli
obrovské mnozstvi genti. Mezi nékolik malo genti ozna¢ovanych za predisponujici se mohou
fadit geny CDKN2A a CDK4, které hraji dilezitou ulohu Vv regulaci bunééného cyklu.
Existuje celd fada potenciondln¢ predisponujicich gena jako je napi. gen NQO1, u kterych
bude zaviset na dals§im vyzkumu, zda budou pouzity jako biomarkery ¢i nikoliv.

Cilem této diplomové prace bylo v literarnim piehledu shrnout doposud znamé
poznatky o bunécnych, molekularnich a genetickych charakteristikach maligniho melanomu
vychazejici z neustale se rozsifujicich genomickych informaci. Experimentéalni ¢ast se pak
vénuje detekci mutaci v genech CDKN2A, CDK4 a polymorfismu C609T v genu NQO1
pomoci metod PCR, PCR-RFLP a sekvenace u dobrovolniki s melanomem ¢i karcinomem

pankreatu v rodiné.



1 Zhoubné nadory kuze

Kize je nejrozsahlejsim lidskym organem spojujici ¢lovéka s okolnim svétem a zaroven ho
chrani pfed chladem, svétlem, poskozenim infekci a zadrzuje vodu, tuk ¢i vitamin D. Je
nejvice vystavena pusobeni jak fyzikalnich, tak chemickych kancerogenti vnéjsiho prostiedi.
Sklada se z téchto casti: epidermis (pokozky), corium (dermis-skara) a tela subcutanea
(podkozni vazivo). Vrchni ¢ast pokozky tvoii ploché buiiky neboli epitelie, pod nimi se
nachazi bunky bazalni a ve tfeti ¢asti jsou melanocyty (pigmentové bunky), které jsou
zodpoveédné za barvu kiize (Vorlicek et al., 2012; Costin a Hearing, 2007).

Mezi nejcastéjsi zhoubné novotvary kiize patii karcinomy, melanom a déle se mohou
vzacné vyskytovat sarkomy, maligni lymfomy, metastdzy jinych nadorti ¢i leukemické

infiltraty (Vorlicek et al., 2012).

1.1 Epidemiologie

V incidenci zhoubnych nddorti kiize jsou obrovské regiondlni a rasové rozdily. Incidence
stoupa u bilé populace smérem k rovniku a také u osob zijicich ve vysSich nadmotskych
vyskach. Nejvice jsou ohrozeni lidé s menSim mnozstvim melanocytl, svétlou pleti
a svétlymi vlasy a v oblastech s vysokym poétem dni plného slune¢niho svitu. Nejvétsi
incidenci tak maji obyvatelé Australic a Nového Zélandu a také staty severni Evropy,
U Asiatli je incidence nizka a u Cernochii se nadory kize témér nevyskytuji. Snédi lidé
s cernymi vlasy a vysokym obsahem melanocytli jsou diky charakteru své kize chranéni
pied slune¢nim zafenim mnohem efektivnéji (Chudnovsky et al., 2005).

Od pocatku devadesatych let dochazi k strmému nértstu vyskytu koznich nadort, coz
je spojeno zejména se zvySenou expozici obyvatel slune¢nimu zafeni. Celosvétove incidence
narsta o zhruba 4-5 % rocné. Mortalita rovné€z stoupd, ale ne tak strmé jako incidence
(Slampa et al., 2007; Vorlidek et al., 2012; Arenbergerova, 2016).

Podle dat Narodniho onkologického registru (NOR) incidence zhoubnych novotvart
kiize v Ceské republice dlouhodobé roste. Rostouci pocet hlasenych pripadii souvisi zejména
se starnutim populace, kdy ve€k je hlavnim rizikovym faktorem zhoubného bujeni. DalSim
moZznym vlivem na rostouci incidenci je vyssi vyskyt fyzikalnich a chemickych kancerogenii
a dale také ptesngjsi diagnostika a celkova kvalita 1ékaiské péce. Vyssi pocet hlasenych
ptipadid miize také souviset se zavedenim celoplo$nych onkologickych screeningti. Incidence
je vy$si u muzi nez u zen (UZIS CR, 2016. [online]). Nejcast&ji diagnostikovanym

onkologickym onemocnénim je tzv. jiny zhoubny novotvar kize, kam patii zejména



bazaliomy a spinocelularni karcinomy. V roce 2017 bylo hlaseno celkem 27916 téchto
nadord (muzi — 14870, zeny — 13046), coz je v celkovém poctu neceld tietina vSech
nahlaSenych zhoubnych novotvari v tomto roce. Piipadii kozniho melanomu bylo v roce
2017 nahlaseno 2620, opét s vyssim poctem u muzi (1384), coz ho fadi na sedmé misto ze
vsech zhoubnych novotvari. Z dat také vyplyva, zZe incidence kozniho melanomu vzrostla za
poslednich 30 let zhruba trojnasobné viz Obr. 1 (UZIS CR, 2019. [online]).
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Obr. 1: Rust incidence zhoubného melanomu kize (C43) a jinych zhoubnych novotvart ktize (C44) (ptevzato
a upraveno dle UZIS CR, 2019. [online]).

Zajimavé je srovnani mortality, kterd vykazuje v absolutnich ¢islech stagnaci, coz je
1é¢by (napt. vznik Komplexnich onkologickych center v roce 2005), dostupnosti novych
diagnostickych a terapeutickych prostfedkii anebo c¢asnéj$i diagnostikou nadorovych
onemocnéni, kdy vysoké procento je diagnostikovano V piiznivéjSich stadiich. V roce 2016
zemielo v CR na zhoubné novotvary kiize 590 lidi, coz je pouze o 114 lidi vice nez v roce
1994, o 101 lidi vice nez v roce 2010 a o 24 lidi vice nez v roce 2015 (UZIS CR, 2016.
[online]).

Z dat z let 2010-2014 vyplyva i primérny veék pacientti se zhoubnym melanomem.
U muZza je tento medidn véku 65 let, u Zen je nizsi a to 61 let. V roce 2017 bylo nejvice
ptipadi hlaseno u muzi mezi roky 70-74, u Zen pak mezi roky 65-69 viz Obr. 2 (Muzik
a Maluskova, 2014; UZIS, 2019. [online]).
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Obr. 2: Vék pacientii s malignim melanomem (pievzato a upraveno dle UZIS CR, 2019[onling]).
Ve srovnani se svétem se Ceska republika dle incidence nachézi na 18. misté. Na

piednich mistech se nachazi Australie, Novy Z¢éland a severské staty jako Norsko, Déansko ¢i

Svédsko (Global Cancer Observatory, 2018. [online]).



2 Maligni melanom

Maligni melanom nebo také jen melanom ¢i melanoblastom je ve srovnani s ostatnimi
nadory kuze relativné vzacny, ale jde o jeden z nejzhoubnéjSich koznich nadort vibec.
Jedna se o neuroektodermovy nador, ktery vznika z pigmentovych bunék (melanocyti),
které se béhem embryondlniho vyvoje dostaly z embryondlniho zakladu pro nervovou tkan
do kiuze, ale i do jinych organi a sliznic jako je oko, sliznice urogenitalniho C¢i
gastrointestindlniho traktu. Kozni pigmentové builky jsou oznacovany jako klasické
melanocyty a podileji se na pigmentaci klize a vlast, zatimco melanocyty na jinych mistech,
jako je oko, ucho ¢i srdce jsou oznacovany jako neklasické. Prekurzorem pigmentovych
bunck je melanoblast a zrald pigmentova bunka se nazyvd melanocyt. Melanocyty hraji
dulezitou roli v ochran¢ kuze pred ultrafialovym (UV) zafenim (Borovanska a Riley, 2011;
Colombo et al., 2011; Ryska et al., 2017).

Melanocyty produkuji melanin, polymer zalozeny na tyrosinu, ve specializovanych
organelach piibuznych lysozomu, melanosomech. Syntéza melaninu je katalyzovana
enzymem tyrosindsou a zahrnuje nékteré toxické meziprodukty, které pravé melanosom
redukuje, ¢imz chrani bunku pted skodlivymi u¢inky téchto sloué¢enin. Béhem melanogeneze
se syntetizuji dva melaninové pigmenty, eumelanin, ktery je hnédy/Cerny a pheomelanin,
ktery je zluty/Cerveny. Lidé, ktefi produkuji pievazné eumelanin, maji hnédé¢ nebo cerné
vlasy a tmavou plet’, ktera se snadno opali. Eumelanin také chrani pokozku pied poSkozenim
zpusobenym UV zafenim. Lidé, ktefi produkuji pfevazné pheomelanin, maji zrzavé nebo
blond’até vlasy, pihy a svétle zbarvenou plet, ktera se Spatn¢ opaluje. Vzhledem k tomu, Ze
pheomelanin nechrani pokozku pted UV zafenim, lidé s vice pheomelaninem maji mnohem
vétsi riziko poskozeni kiize zptisobené slune¢nim zafenim (Colombo et al., 2011).

Kozni melanom se primarné nachazi na kazi, ale mize se vyskytovat prakticky
kdekoliv, jelikoZz melanocyty béhem embryogeneze putuji nejen do kiize, ale i do celé fady
organu (Borovansky a Riley, 2011). Proto se da melanom rozdélit do nékolika podskupin,
kterymi jsou povrchové se $ifici melanom, noduldrni melanom, akrolentigindzni melanom,
lentigo maligni melanom a dal$i neobvyklé varianty:

- Povrchové se $itfici melanom (SSM) — je zodpoveédny asi za 70 % vSech malignich
melanomil. U muzl se nachazi zejména v hornich partiich trupu a u Zen na bércich
¢i stehnech. Jeho charakteristickym znakem je horizontdlni rist, pfi¢emz jeho
okraje jsou zpocatku relativné pravidelné, ale pozd€ji uZz maji nepravidelné

melanomové kontury;



- Nodularni melanom (NM) — tvoii 20 % melanomi a je charakteristicky rychlym
vertikdlnim ristem na podkladé¢ melanocytarniho névu nebo vznikd na intaktni
- Lentigo maligna melanom (LMM) — tvofi se na podklad¢ lentigo maligna zejména
u stars$ich osob na obliceji, mize mit v priméru az 10 cm a k vertikdlnimu rastu
dochazi az po mnoha letech;
- Akrolentigindzni melanom (ALM) — jedna se 0 NM ¢i SSM S$ifici se v mistech bez
vlasovych folikuli - dlané, plosky, pod nehty. Prognosticky se jedna
0 nejrizikovéjsi typ. Pokud je pfitomna tmava skvrna pod nehtem je dilezité
sledovat, zda odriistd spolu s nehtem a jde o tzv. podnehtovou modiinu nebo
zlstava na stejném misté, pak by se mohlo jednat o ALM (Arenbergerova
a Arenberger, 2005; Chudnovsky et al., 2005).
Jednotlivé typy se od sebe lisi 1 geneticky, a to zejména spektrem chromozomalnich
aberaci a také frekvenci mutaci jednotlivych specifickych gent, ale i biologickym
a klinickym chovanim (Chin et al., 2006; Ryska et al., 2017).

2.1 Klinické projevy

Kazdy kozni melanom vznika jako plosné lozisko a pokud je zachycen v této fazi,
chirurgické odstranéni znamena trvalé uzdraveni. Tento plosny rast je nenapadny a muize
trvat nékolik let. Poté dochazi k vertikalnimu rastu (viz Obr. 3), nador se méni na vysoce
maligni a je prognosticky nepfiznivy. PloSny melanom je tfeba odliSit od béznych
pigmentovych skvrn. Na rozdil od jinych koznich nadort jako je basaliom ¢i spinaliom se
melanom nevyznacuje lokdlnim destruktivnim rastem, ale pfedevsim nebezpecim metastaz
(Vorlicek et al., 2012; Arenbergerova, 2016). Kozni melanom musi mit zmény vzhledu
loziska, které jsou vyjadieny péti kritérii pravidla ABCDE (obrdzkové zndzornéni pravidel
viz Piiloha 1) a ¢im vice téchto pravidel se vyskytuje, tim je vétsi riziko, ze se jedna
0 maligni melanom.

- A — Asymmetry — lozisko je nepravidelné s asymetrickym tvarem;

- B — Borderline — okraje loziska jsou cipaté, nepravidelné se zarezy a vyb&zky;

- C—Colour —barva loziska se méni, tmavne a stava se skvrnitym;

- D — Diameter — primér loziska je nad 5 mm a trvale se zvétSuje;

- E —Elevation — rist do vysky ¢i evolution — vyvoj v Case.
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Obr. 3: Faze histologické progrese transformace melanocytd. A) normalni kize, B) radialni rtstova faze —
melanomové buniky migruji do horni ¢asti epidermis C) vertikalni ristova faze — melanomové bunky pronikaji
do dermis (Chudnovsky et al., 2005).

Charakteristicky pro kozni melanom je zménény kozni reliéf, jemné Supinkaténi,
zvétSovani, zhrubéni povrchu, svédéni, vertikalni rast, mokvani a krvaceni. Zmény vsech
névi jako napf. zména okraji, barvy a vyvysSeni mohou znamenat maligni zvrat. Symptomy
jako krvaceni, sv&déni, zanétlivy okraj ¢i ulcerace jsou znamkou jiz pokrocilého stadia
melanomu (Arenbergerova a Arenberger, 2005).

Biologické chovani maligniho melanomu je vysoce variabilni a do znané miry
neptfedvidatelné. Dnes je maligni melanom chépan jako skupina morfologicky podobnych
nadort, které se vSak li§i nejen svou histologii, charakterem a dynamikou Sifeni a ristu, ale
zejména svou etiopatogenezi, molekularnimi zménami, signdlnimi drdhami, které jsou
aktivovany ¢i deaktivovany a interakci mezi nddorovymi bunkami a hostitelskym
organismem. Proto je dulezité charakterizovat melanomy na molekularni urovni

a neklasifikovat nadory pouze dle jejich morfologie (Viros et al., 2008; Ryska et al., 2017).



2.2 Etiologie a rizikové faktory

Pfesna ptic¢ina vzniku melanomu neni znama, ale existuje fada faktort, které se podileji na
jeho rostouct incidenci.

Melanom miize vzniknout na intaktni kiizi, ale riziko vzniku je vyssi, pokud je na
kazi ptitomna nckterd tzv. prekurzorova afekce — vrozené névy (matefskd znaménka),
lentigo maligna (maligni melanocyty, které jesté nenapadly epidermis) ¢i dysplastické névy
(nepravideln¢€ probarvené tutvary). Na podklad¢ dysplastickych névli vznika melanom ve
25-30 % ptipadi a riziko melanomu u osob s témito névy je 30x vyssi nez o osob bez nich
(Vorlicek et al., 2012). Incidence dysplastickych névi v populaci je okolo 4 %, ale
U pacientl s melanomem je to az 34-59 % (Duffy a Grossman, 2012). U velkych vrozenych
névii je riziko vzniku melanomu tim vétsi, ¢im je névus vétsi, avsak vznik novych
pigmentovych névii po 60. roce Zivota by mél byt vZdy hodnocen s moZnym vznikem

melanomu (Kodet a Krajsova, 2017).

2.2.1 UV zareni

Z environmentalnich vlivll je pro vznik melanomu zésadni ultrafialové zéareni. UV zareni
pusobi pravdépodobné jako iniciator karcinogeneze. Nejrizikovéjsi je expozice UV zafeni
v détstvi, ale ani expozice v dospélosti neni bezvyznamna. Nejvice nebezpecné jsou
narazové pobyty na pfimém slunci spojené se solarni dermatitidou. Taktéz se nedoporucuje
navstéva solarii (Vorlicek et al., 2012).

UV zafeni posSkozuje DNA tak, ze buiiky se sami destruuji nebo trvale zastavuji
bunééné déleni. Nicméné melanocyty jsou odolngjsi k UV zafeni nez jiné druhy bunck
a pokud dojde k poskozeni jejich DNA, tak melanocyty témét nikdy nepodstoupi apoptdzu.
Proto za¢nou abnormdlni melanocyty rlst a zacnou se v nich kumulovat mutace zejména
v genech, které fidi bunéény cyklus. Nakonec mizou bunky nekontrolovatelné proliferovat
a mohou odolavat apoptoze, coz vede k tvorbé a ristu melanomu (Melanoma. [online]).

Vzhledem K tomu, ze UV zafeni je povazovano za nejrizikovéjsi faktor pro vznik
melanomu, mél by byt nejvyssi vyskyt melanomu u lidi profesné pravidelné vystavenych
slune¢nimu zéfeni, jako jsou napt. zemédé€lci. Ze studii vSak vyplyva, Ze preruSované
slune¢ni zafeni zvySuje riziko daleko vice nez kumulativni slune¢ni zafeni (Vuong et al.,
2014). V dnesni dob& uz proto neni UV zafeni povazovano za hlavni pfi¢inu vzniku
melanomu vzhledem Kk tomu, ze u nejvice ohrozenych typt (svétla kuze, svétlé vlasy) se

melanomy nevyskytuji na téch mistech, které jsou nejvice exponovany slunecnimu zéfeni,



ale na mistech jako jsou dlan€, plosky nohou, sliznice dutiny ustni, genitdlu a podobné
(Ryska et al., 2017).

Maligni melanom uz dnes neni chépan jako jedno nddorové onemocnéni, ale jako
skupina naddorovych onemocnéni, které se 1i§i napf. histologii ¢i molekularnimi zménami.
Typickym piikladem mtize byt rozdil mezi melanomem, ktery vznikne na kizi obCasné
vystavené UV zafeni, ktery se vyznacCuje vyskytem mutace v genu BRAF, zatimco
U melanomu vznikajiciho po chronickém vystaveni kize UV zafeni jsou mutace genu BRAF
vzacné, ale vyskytuje se zvySeny pocet kopii genu CCND1 (Sauter et al., 2002; Maldonado
et al., 2003; Lee et al., 2010).

2.2.2 Genetické faktory

Odhaduje se, ze zhruba 5-10 % vSech melanomti mize mit familiarni vyskyt. Familiarni
melanom je pak spojen s autozomalné¢ dominantni dédi¢nosti germinalnich mutaci gent
CDNK2A a CDK4. Mezi dalsi rizikové geny pak muzeme tadit geny MC1R, BRAF, RB1,
BRCA1 a BRCA2. Mohou se uplatiiovat i dalsi dédi¢né syndromy jako je xeroderma
pigmentosum ¢i syndrom dysplastickych névt (Aoude et al., 2015; Potrony et al., 2016).

2.2.3 Rizikova populace

Za rizikovou populaci mizeme povazovat pacienty s jiz diagnostikovanym melanomem
nebo melanomem v rodinné anamnéze, ale také pacienty s velkym pocétem dysplastickych
névi. Dale také pacienty s genetickou predispozici ¢i pacienty s imunosupresi. Velky
vyznam ma také fenotyp jedince, kdy vnimavé¢jSimi jedinci jsou pacienti se svétlym
fototypem kiize, se svétlou barvou vlasi a také jedinci s ¢etnymi pihami a svétlou barvou o¢i
(Gilchrest et al. 1999; Gandini et al. 2005a; Gandini et al., 2005b; Kodet a Krajsova, 2017).
Riziko jednotlivych faktort je uvedeno v tabulce nize (Tab. I).

Samotnou rizikovou skupinou jsou pak b&lossti muzi s vékem nad 50 let a niz§im
socioekonomickym statutem, kdy celosvétoveé téméf 60 % umrti na melanom tvoii prave tato
skupina. To mize byt zpisobeno tim, Ze ve srovnani se Zenami maji muzi vyrazné mensi
informovanost a péci o vlastni pokozku, vcetné samovySetfovacich postupii (Kodet
a Krajsova, 2017).

Za rizikovou skupinu mize byt povazovan také letecky personal, pfedevs§im piloti,
ktefi dle meta-analyzy Sanlorenzo et al. (2015) maji dvojndsobny vyskyt melanomu ve

srovnani s béznou populaci. Cim vy$ piloti stoupaji od zemské atmosféry, tim vice jsou



vystavovani nejen UV zéfeni, ale také kosmickému zéfeni, coz je vysokoenergetické zatent,
které je pro télo nepfirozenou zatézi, s niz se musi vyrovnat. Vyznamnou pfi¢inou vzniku
melanomu i ostatnich malignit u téchto povolani mize byt Casté naruSeni cirkadianniho
rytmu z divodu piekracovani casovych péasem a nepravidelnd pracovni doba

(Rafnsson et al., 2000; McNeely et al., 2018).

Tab. I: Rizikové faktory pro vznik melanomu (Badenas et al. (2012)).

Faktor Piiblizné relativni riziko
&len rodiny nachylné k melanomu” 35-70

predchozi melanom 8,5

historie melanomu v roding” 2-3

typ pleti | (svétla kize) 1,4

pihovata kiize 2-3

modré oci 1,6

zrzavé vlasy 2,4-4

spaleni ktize s puchyii 2-3

vicecetna ¢i atypicka znaménka 2-12,7

* vice postizenych pribuznych na stejné stran€ rodiny
# jeden nebo vice postizenych piibuznych prvniho stupné

2.3 Diagnostika

VétSina melanomit je odhalena klinicky. Pfi histologickém vySetieni se hodnoti
morfologické uspotfadédni, intenzita pigmentace, zplsob Sifeni a rGstu ¢i povrchoveé
viedovaténi. Histologické vysetteni je doplnéno vySetienim stupné invaze (hloubky invaze)
podle Clarka a tloustky nadoru podle Breslowa (v mm). Soucasti klinického vySetieni je
palpace uzlin, dopliuje ji rentgen (RTG) plic, ultrasonografie (USG) bticha, eventualné
vypocetni tomografie (CT vySetieni) (Vorlicek et al., 2012).

Genetické vySetieni predispozic pro melanom tykajici se geni CDKN2A a CDK4 ma
vyznam u pacientl S familidrnim vyskytem melanomu a také u pacientll s vice
diagnostikovanymi melanomy a u pacienti s melanomem v raném véku (Kodet a Krajsova,
2017).

V Ceské republice dosud nebyl zaveden plo$ny screening populace, ktery by se
zamefoval na prevenci koznich nadorti, 1 kdyZ samoziejmé existuji edukativni programy,
napt. akce Stan proti melanomu, ktera kazdoro¢né vysSetii a diagnostikuje stovky novych

ptipadit koznich nadori (Melanom.cz. [online]). Vyznam klinického screeningu potvrzuji
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studie, které poukazuji na zvySeni incidence melanomii po zavedeni preventivnich
screeningovych programi a edukace populace. Takovou studii je i studie Breitbart et al.
(2012), kdy zhruba 19 % populace severniho Némecka podstoupilo vySetfeni na melanom,
pti¢emz 90 % nové diagnostikovanych ptipada bylo zachyceno v raném stadiu a mortalita na
melanom v této oblasti byla az o 50 % mensi nez ve zbytku Némecka. Studie také poukazuji
na finanéni nenaro¢nost dermatologickych vySetieni ve srovndni s vysetfenim jinych

nadorovych onemocnéni (Losina et al., 2007).

2.4 Lécbha

Pokrocily melanom a melanom s metastazemi dlouhou dobu zlstaval jednou z nejhorsich
diagnoz s neptiznivou prognoézou a velmi kratkou dobou celkového preziti. To se vSak
postupné méni S pokroky v oblastech biologie, molekularni genetiky a nadorové imunologie.
Bylo schvaleno 6 1€kii pro lé€bu pokroc¢ilého melanomu se ¢tyfmi rozdilnymi mechanismy
ucinku, pfi nichz dochazi k inhibici blokator imunitnich kontrolnich boda CTLA-4 ¢i PD-1
a inhibici gentt BRAF, MEK (Baj¢iova, 2016a).

Zakladni 1écebnou metodou je odstranéni primarniho loZiska s dostatenym lemem
okolni zdravé tkan¢ (zhruba 0,5-2 cm podle tloustky nadoru) do dostate¢né hloubky.
Chirurgické odstranéni nadoru znamena u tenkych melanomt prakticky stoprocentni
vyléCeni. Radioterapie se pouziva tam, kde neni mozné chirurgické odstranéni
a chemoterapie ma vyznam pouze paliativni, ale pouziva se hlavné u plicnich a jaternich
metastaz (Ditrichova a Tichy, 2006).

Jednou z novéjsich chirurgickych technik je operace sentinelové uzliny, ktera mize
pacienta ochranit pied invazivnéj$im chirurgickym postupem. Zjistilo se, ze lymfa, a tedy
i nadorové bunky piestupuji nejprve do jedné uzliny, tzv. sentinelové a teprve pak se §iii do
dalSich v okoli. Sentinelova uzlina je oznacena izotopem a patentni modii a dermatochirurg
hleda uplné prvni lymfatickou uzlinu, ktera filtruje tkanovy mok z oblasti s nadorem.
Sentinelova uzlina je poté vyjmuta a vySetiena histopatologicky. Pokud se v ni najdou
nadorové bunky, provede se nasledné odstranéni vSech uzlin ve spadové oblasti. Velikou
vyhodou této techniky je, Ze misto odstranéni vSech miznich uzlin ve spadové oblasti se pfi

negativnim vysledku odstrani pouze jedna uzlina (Arenbergerova a Arenberger, 2005).
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2.5 Prognoza

Progn6za onemocnéni souvisi zejména s hloubkou invaze podle Clarka a celkovou tlouStkou
nadoru dle Breslowa (Chudnovsky et al., 2005; Ryska et al., 2017).

Nejdulezitéj$im ukazatelem je tloustka nadoru podle Breslowa (viz Tab. Il1). Léze
tloustky mensi nez 0,75 mm maji velmi malé riziko diseminace. S narGstajici tloustkou se
toto riziko zvySuje a nejvétsi riziko Cini tloustka 4 a vice mm. Pfiznivymi znamkami je
tenky nador, nepfitomnost exulcerace, Casné stadium, nepfitomnost klinickych zmén
Vv nadoru a ptidatnych lozisek a nepronikdni nadorovych buné¢k do cév (Vorlicek et al.,
2012). Progndza je také piizniva, pokud se melanom vyskytuje na povrchu, pokud vSak
pronika vertikalné do hlubsich vrstev, prognoza se rapidné zhorSuje. Proto je velice dilezita
véasna diagnostika melanomu. Z klasifikace a prognozy vyplyva, ze za ¢asnou diagnostiku
je povazovan melanom s hodnotou Breslowa do 1 mm (Arenbergerova a Arenberger, 2005;
Kodet a Krajsova, 2017).

Tab. 11: Klasifikace podle Breslowa (Slampa et al., 2007).

Stupeii postiZeni dle Breslowa Hloubka invaze melanomu

Tis Melanom in situ

pT1 Tloustka nadoru méné nez 0,75 mm
pT2 Tloustka nadoru 0,75 — 1,5 mm
pT3 Tloustka nadoru 1,5 —4 mm

pT4 Tloustka nadoru vice nez 4 mm

Melanom miize metastazovat do lymfatickych uzlin a také hematogenn¢ v podstaté
kamkoliv, nejcastéji do ktze, podkozi, plic, jater, CNS, kostni dien¢, ale také do vcelku
raritnich mist jako je srdce, slezina ¢i §titna zlaza. PficemZ kozni metastazy jsou znamkou
minimalné ttetiho stddia nadoru. Progndéza maligniho melanomu je vzdy zdvaznd a pfii
vzdalenych metastazich se median pteziti pohybuje okolo 7 mésicii (Ditrichova a Tichy,
2006; Ryska et al., 2017).

Dtlezita je 1 tzv. dispenzarizace neboli aktivni sledovdni osob s odstranénym
melanomem kvili vzniku metastaz, které se mohou objevit i 10 let po jeho odstranéni.
Pravidelné jsou tedy provadéna klinickd vySetfeni kize a lymfatickych uzlin a dalsi
zobrazovaci vySetfeni jako RTG plic, sonografie bficha a lymfatickych uzlin, biochemické

vySetieni krve nebo magneticka rezonance (MRI) a CT (Arenbergerova a Arenberger, 2005).
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2.6 Pediatricky melanom

Pediatricky melanom je definovan jako melanom vyskytujici se u déti od narozeni do 21 let
véku. Maligni melanom u déti a dospivajicich patii mezi vzacna maligni onemocnéni, ale je
u déti nejcastéjsim typem kozniho zhoubného nadoru. Dle véku, ve kterém se melanom
vyskytne, se rozdéluje do 4 skupin:

- kongenitalni melanom — je diagnostikovan prenatalné a pii narozeni

a vznika transplacentarnim pfenosem;

- neonatdlni (infantilni) — je diagnostikovan od narozeni do 1 roku véku;

- détsky — je diagnostikovan od 1 roku do 13 let;

- adolescentni — je diagnostikovan od 13 do 21 let (Mills a Mesina, 2009).

Dle dat National Cancer Database je pediatricky melanom ¢astéjsi u divek (55 %),
unichz se vyskytuje predev§im na hornich a dolnich koncetinach a trupu, u chlapci se
vyskytuje vyrazné vice ve vékové skupin€ od 1 do 4 let s vyskytem na hlavé a krku (Lange
et al., 2007; Bajciova, 2016b).

V Ceské republice bylo v roce 2017 u pacientt do 24 let diagnostikovano 31 piipadi
maligniho melanomu. Ze vSech piipadd melanomu v tomto roce tak mladi pacienti tvofi
1,2% (UzZIS CR, 2019. [online]). Maligni melanom patfi mezi nadory s nejrychleji
stoupajici incidenci a pfesunem do mladSich vékovych kategorii. U mladistvych do 24 let je
mezirocni narlst incidence az 20 % roc¢né, nejvice ve skupin€ od 15 do 24 let (Bajciova,
2016b).

Pfi¢ina vzniku maligniho melanomu u déti neni pfesné zndma a ziejme se jedna
0 multifaktorialni proces podobné jako u dospélych i s mutacemi geni CDKN2A, BRAF,
PTEN, ale lisi se frekvence téchto mutaci. Studie Whiteman et al. (1997) zkoumala
melanomy u pacienti mladsich 15 let a frekvence mutaci CDKN2A byla velmi nizka, pouze
u 1 z 31 ptipadi, pfiCemz tento pacient m¢l silnou rodinnou anamnézu melanomu. Podobnou
studii publikovali Youl et al. (2002), kde mutace CDKN2A byla nalezena pouze u 2 ze 147
pacienti ve véku 15-19 let. Proto neni zcela jasné, zda ma pediatricky melanom stejny ¢i
jiny mechanismus vzniku (Lu et al., 2015; Baj¢iova, 2016b). Diagndza u téchto pacienti je
problematicka hlavné¢ kvili vzacnému vyskytu tohoto onemocnéni v nizkém veéku. Ve
srovnani s dospélymi vSak maji melanomy u pacientli mladsich 20 let obvykle vétsi rozméry

a tloustku (Mills a Mesina, 2009).
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3 Genetika maligniho melanomu

Mnoho studii provedenych v priubéhu nckolika desetileti na benignich a malignich
melanocytickych 1ézich a na melanomovych bunéénych liniich poukazalo na ¢etné geny
spektrum mutaci signalnich drah. Maligni transformace neni diisledkem mutace jednoho
genu, a tak mutaci popsanych u maligniho melanomu je velké mnozstvi, z nichz
nejdulezitéjsi jsou germinalni mutace genit CDNK2A, CDK4, MC1R, RB1 a TP53, somatické
mutace protoonkogentit BRAF, NRAS, KIT a tumorsupresorickych geni CCDN1 a PTEN
(Chudnovsky et al., 2005; Baj¢iova, 2016a).

Melanom, podobné¢ jako jiné malignity, vznikd v disledku akumulace mutaci
v genech kritickych pro bunéCnou proliferaci, diferenciaci a bunénou smrt (Hanahan
a Weinberg, 2011; Baj¢iova, 2016a). Ptiblizn¢ 5-10 % vSech melanomt je dédi¢ného
Familiarni maligni melanom je onemocnéni s autozomalné dominantni dédi¢nosti, ale otazka
genetické predispozice k malignimu melanomu je velice komplikovand. V soucasnosti je
pospano nékolik genil, jejichz mutace miize zptsobit dédi¢nou predispozici ke vzniku
maligniho melanomu. Nejcastéji zminovanymi mutacemi jsou mutace v genech CDKN2A
a CDK4 (Hayward, 2003; Gandini et al., 2005b; Machackova et al.,, 2008). Familiarni
melanom je charakteristicky vyskytem u pacientdt mlad$ich 40 let, kdy ve studii
Goldstein et al. (1994) byl pramérny vék diagnézy 33 let a u 9 % pacienttt doslo k rozvoji
melanomu pied 20. rokem Zivota ve srovnani se 2 % u bézné populace.

V nasledujicich kapitolach budou popsany jednotlivé geny predisponujici

k melanomu.

3.1 CDKN2A

Na zaklad¢ shromaZzd’ovani informaci o rodinach jedincii s melanomem byl jako kandidatni
lokus, ktery hraje rozhodujici roli v predispozici k familiarnimu melanomu, zvolen lokus
9p21, tedy gen CDKN2A (Cannon-Albright et al., 1992). CDKN2A neboli cyklin-dependent
kinase inhibitor 2A, se nachazi na 9. chromozomu v oblasti 9p21.3. Gen CDKN2A patii mezi
nejCastejSi mista genetické zmény u lidské rakoviny. Delece tohoto lokusu byla pozorovana
u glioblastomu, melanomu, pankreatického adenokarcinomu, nemalobunééného karcinomu
plic, karcinomu mocového méchyie a orofaryngealniho karcinomu a u celé fady dalSich

malignit (Ruas a Peters, 1998; Zhao et al., 2016; Biomarkers: CDKN2A. [online]).
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Gen CDKN2A koéduje informace pro tvorbu nékolika proteint (viz Obr. 4) pies rizné
Steci ramce. Nejvice studované jsou proteiny p16™** a p14”"F, které oba funguji jako
tumor supresory, coz znamena, ze udrzuji buinky tak, aby nerostly a ned¢lily se
nekontrolované. Oba proteiny se také podileji na zastaveni bunééného dé€leni ve starSich
buiikéch. Tyto dva proteiny sdileji druhy exon, ale maji odliSné promotory a prvni exon (1o
6'NK4A 4 18 pro p14°RF

ramci vVexonu 2 a proto jsou proteiny translatovany v alternativnich ¢tecich ramcich

pro pl ). Je také dilezité, ze prvni exony se spojuji do riznych ¢tecich

a nemaji homologii aminokyselin (Sharpless et al., 2003; CDNK2A gene. [online]).
CDKN2A

Exon 1B Exonl o Exon 2 Exon3 Exon4

A— i | H HEH—

Isoform 4 - p14ARF 4_
162-354 23285-23490
\ I [ ‘ \
Isoform 1 - p16INK4A i I 1 I
19666-19815 23285-23591 26251-26264
Isoform 5 - pl6gamma i i "—'—‘—-—
19666-19815 23285-23591 25722-25768
Isoform 3 - pl12

19666-20016

Obr. 4: 1zoformy genu CDKN2A (pfevzato a upraveno dle CDKN2A [online]).

3.1.1 Mutace genu CDKNZ2A s nefamiliarnim vyskytem

Gen CDKNZ2A je zodpovédny za asi 25-50 % hereditdrnich melanomi a 0,2-2 %
sporadickych melanomu. Kromé rizika melanomti mohou mit pfenaseci také zhruba 11-17 %
riziko vzniku nadorti pankreatu (Hussussian et al., 1994; Begg et al., 2005; Hocker et al.,
2008; Foretova et al., 2009; Vasen et al., 2000).

VétSina zarodecnych mutaci se vyskytuje v exonech lo a 2, coz naznacuje, Ze

6™ ** je funk&né dominantni slozkou CDKN2A. Byly také popsany i vzacn&jsi hluboké

pl
intronové mutace, i kdyZz se celosvétové jedna jen o0 velmi malo piipadi (Harland et al.,
2001, Harland et al., 2005a; Tsao et al., 2012). Tyto mutace by se vSak mohly stat stiedem
zajmu u pacientl, u nichZ nelze jednozna¢né prokézat jinou mutaci Vv kodujicich oblastech

gent predisponujicich k melanomu.
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Vyskyt zarodeénych mutaci v genu CDKN2A je v populaci velmi nizky. V prvni
populacni studii zaméfené na melanomy v Queenslandu v Australii bylo pouze 0,2 % vsech
melanomtl zpGsobeno mutacemi tohoto genu (Aitken et al, 1999). V dalsich studiich
melanomi v Severni Americe, Italii a Australii byla prevalence mutace okolo 2 %
(Begg et al., 2005) a ve studii z roku 2011 v fecké populaci bylo 5 % melanoma zplsobeno
mutacemi genu CDKN2A (Nikolaou et al., 2011). Posledni popula¢ni studie je z roku 2015
Zz Queenslandu, kde mélo spojitost s mutaci vgenu CDKN2A 1,31 % melanomu
(Aoude et al., 2015).

3.1.2 Mutace genu CDKNZ2A a jeji familiarni vyskyt

Frekvence mutaci genu CDKNZ2A je vyrazné vyssi u pacientl s rodinnou historii melanomu
nez u pacientli bez ni, coz prokazuje napi. studie Puig et al. (2005), kdy mutace byla
ptitomna u 35,5 % pacienti s melanomem vrodiné a u 8,2 % pacienti bez rodinné
anamnézy. Navic u pacientti s rodinnou anamnézou a mutaci pl6-Leiden (c.225 243del,
rs730881674), coz je nejcastéjs§i mutace u familidarniho melanomu v Nizozemsku, doslo
k rozvoji melanomu o 15,3 roku dfive nez u kontrolnich pacientli bez rodinné anamnézy
(van der Rhee et al., 2011).

Ve skupiné pacientli S vice primarnimi melanomy, a tedy vyssi pravdépodobnosti
zvySené frekvence mutaci genu CDKN2A, byla tato frekvence relativné nizka v rozmezi od
9 do 15 %, kdy ale opét mnoho pacientti mélo pozitivni rodinnou anamnézu (MacKie et al.,
1998; Monzon et al., 1998; Hashemi et al., 2000; Auroy et al., 2001; Pastorino et al., 2008).

Ve studii Bishop et al. (2002) provedené na tuzemi Evropy (Francie, Italie,
Nizozemsko, Anglie a Svédsko), USA a Australie mélo z 320 melanomovych pacientt
Z rodin postizenych melanomem 291 (91 %) pfitomno mutaci v genu CDKNZ2A. Bylo také
testovano 713 nepostizenych ¢lend rodin, z nichz 194 (27 %) bylo nositelem mutace.
Celkovéa penetrace byla vypoctena na 0,3 ve v€ku 50 let a 0,67 ve véku 80 let. Statisticky
vyznamny byl také vliv prostfedi, ve kterém pacienti ziji. Ve véku 50 let byla penetrace
vypoctena na 0,13 v Evropé, 0,5 v USA a 0,32 v Australii, ve véku 80 let pak 0,58 v Evropé,
0,76 v USA a 0,91 v Australii. Tato studie tedy naznacuje, Ze penetrace se lisi dle incidence
melanomu, a tedy stejné faktory, které ovliviiuji incidenci melanomu, mohou ovliviiovat
penetraci CDKN2A.

Nejvétsi celosvétova studie, kterd byla dosud publikovana na toto téma je studie

Goldstein et al. (2006), ktera zahrnovala celkem 466 rodin (2137 jedincil) s nejméné
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3 ptipady melanomu v rodiné. Mutace genu CDKN2A byla detekovana ve 190 rodinach
(41 %), z toho 178 pripadi se tykalo izoformy p16™**A. Celkem bylo v této studii
detekovano 66 riznych mutaci, které byly ve 40 % detekovany v exonu la a v 53 % v exonu
2, pticemz nejcastéjsi z nich jsou uvedeny v tabulce Il i s jejich nejcastéjSim geografickym

vyskytem.

Tab. I11: Nejcastéjsi mutace genu CDKN2A (Goldstein et al., 2006).

Exon Mutace Pocet rodin s mutaci | Nejvyssi vyskyt
5'UTR c.-34G>T 11 Severni Amerika (8)
Exon la | €.32_33ins9-32 6 UK, Australie, Severni Amerika (2)
Exon la | ¢.71G>C 9 UK, Australie (3)
Exon la | c.95T>C 6 UK, Australie (3)
Exon 2 €.159G>A 19 UK (10)

Exon 2 €.225_243del19 21 Holandsko (18)
Exon2 | c.301G>T 16 Spanélsko + Italie (9)
Exon 2 €.331_332insGTC | 11 Svédsko (11)

Exon 2 c.377 T>A 7 Severni Amerika (6)
Intron 2 | c.IVS2-105A>G 11 UK (7), Australie (3)

Do celosvétové studie Goldstein et al. (2007) bylo zahrnuto 358 rodin se 1720
pacienty postizenych melanomem. Mutace byla pfitomna u 39 % (150) rodin a frekvence
mutaci se pohybovala od 20 % v Australii tedy v regionu s nejvys$si mirou vyskytu
melanomu, 45 % v Severni Americe az do 57 % v Evropé tedy v regionu s nejniz$i mirou
vyskytu, coz miize byt zpisobeno rozdilnymi pficinami vzniku melanomu nez jen mutacemi

genu CDKNZ2A.

3.1.3 p16'NA

Nejdalezitgjsi izoformou genu CDKN2A je izoforma p16™<*A ktera se ucastni drahy
p16™**/CDK4,6/pRb. Inaktivace této drahy se ukézala jako kli¢ovéa pro vznik melanomu.
Tato drdha pomaha fidit G1 fazi bunéné¢ho cyklu a nejCastéji je inhibovdna mutacemi
v genu CDKN2A a jeho izoform& p16™"** (Chudnovsky et al., 2005). Cela tato draha
zahrnuje mutace, které predisponuji jedince k melanomu, a proto je dulezité brat v potaz
celou tuto signalni drahu v souvislosti s potla¢éenim melanomu u ¢lovéka (Chin et al., 2006).

Izoforma p16™"** se vaze na komplex CDKA4/6, ktery normalné stimuluje buiiku

INK4A
6

k pokracovani bunééného cyklu a déleni. Nicméné navazanim pl na tento komplex
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nemuze bunika pokracovat do S faze a délit se, protoze se udrzuje pRb v aktivnim
hypofosforylovaném stavu. Pokud viak dojde k mutaci a p16™"** chybi, komplex navaze
cyklin D. Tim dojde k fosforylaci pRb, ktery uvolni transkripéni faktor E2F, ktery umozni
ptechod buiiky z G1 do S faze (viz Obr. 5). Rb (retinoblastoma) ma za ukol udrzovat burniku
v interfazi. Buiiky produkuji p16™ A pokud uZ nejsou schopny se dale d&lit (Koh et al.,
1995; Chudnovsky et al., 2005; CDNK2A gene. [online]).
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Obr. 5: Mechanismus ptisobeni p16™<** a p14*"F v bun&ené proliferaci (Chudnovsky et al., 2005).

3.1.3.1 Mutace p16™K4

Mutace specificky inaktivujici p16™"** se tykaji predeviim exonu la, ale byly také
objeveny polymorfismy v 5’a 3'UTR, které méni translaci &i reguluji stabilitu p16™ 44,
stejné jako mutace promotorové a sestiihové (Hussussian et al., 1994; Fitzgerald et al., 1996;
Liu et al., 1999; Kumar et al., 2001; Sharpless, 2004).

Ve studii Monzon et al. (1998) zabyvajici se pacienty s viceCetnymi sporadickymi
melanomy bez rodinné historie melanomu Vv severni Americe se ukédzala pfitomnost mutace
CDKNZ2A u 15 % pacientli. Jednalo se o inzerce, missense mutace a delece, pficemz 4 z 5
mutaci zplsobovali dysfunkéni protein, ktery vykazoval zhorSenou vazbu na CDK4.
U dalSich ¢lenti rodiny ve tifech rodinach byly nalezeny identické mutace vyskytujici se
u vySetfovanych pacientt tedy probandd. Navic se prvni nador u pacientll s mnohocetnymi

primarnimi melanomy vyviji v mladSim véku nez u pacientll se solitdirnim melanomem.

Frekvence zarodecnych mutaci CDKN2A v této studii (15 %) je podobnd jako frekvence
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pozorovana v rodinach postizenych melanomem v jiznim Ontariu (28 %). Z toho vyplyva, Ze
pacient s viceCetnymi melanomy ma piiblizné stejnou pravdépodobnost vyskytu mutace
CDKN2A jako pii jeho familiarni dédicnosti. U pacientd S mnohocetnymi melanomy bez
rodinné anamnézy melanomu je fenotypova exprese mutaci CDKN2A pravdépodobné
ovlivnéna dal$imi vrozenymi ¢i environmentalnimi faktory.

Studie Soufir et al. (2004) vysettila 23 rodin s melanomem. Byly detekovany
4 pravdépodobné patogenni mutace ve tiech rodinach a u jednoho pacienta, ktery mél navic
karcinom pankreatu. Jednalo se o inzerci 24bp lokalizovanou v nukleotidu 23 exonu 1la
(c.9_32dup24, rs 587780668), ktera pravdépodobné vznikne nespravnym crossing-overem
mezi dvéma 24bp opakovanimi, které se piirozené vyskytuji ve wild type sekvenci. Vlozeni

INK4A
6

8 aminokyselin neovliviiuje vazebnou aktivitu pl na CDK4, ale funkéni vyznam této

inzerce je nejisty (Monzon et al., 1998). Druhou mutaci byla substituce C>G (¢.209C>G,
rs 786202575) vexonu 2, ktera zpusobuje posun &tectho ramce isoformy pl6™ *A
(Pro70Arg), ale je neutralni pro pl4°"" (Alal84Ala). V pripadé p16™*** by mohlo
nahrazenim prolinu argininem dojit k naruSeni prostorového uspotfddani dvou sousednich
helixd. Tteti mutace byla substituce A>C (€.229A>C, rs 1563889628) umisténa také v exonu
2, kterd méni jak &teci ramec pl6™<** (Thr77Pro), tak pl4“fF (His91Pro). Genotyp
CDKN2A pl1l6 Thr77 je lokalizovan v tésném kontaktu s CDK6 zapojenou do vazby
s p16™K** proto tato mutace (CDKN2A p16 Thr77Pro) méni terciarni strukturu p16™ **
v disledku chybné interakce s proteinem CDK4. Zména u pl4™®" je lokalizovéana
v nuklearni doméné proteinu, a proto je potencialng skodliva i pro jeji funkci. Ctvrta mutace
pak byla detekovana u pacienta, ktery mél kromé kozniho melanomu také karcinom
pankreatu a je charakterizovana substituci C>T (¢.170C>T, rs 372266620) v nukleotidu 70,
ktera méni &teci ramec p16™<** (Ala57Val), ale je neutralni pro pl4”°"" (Arg71Arg).

V ptipadé p16™** muze dojit ke zméné prostorového uspofadani. Kromé toho byla tato
mutace ve studii Soufir et al. (1998) popsédna jako zdrodecnd v piipad€ familidrniho

melanomu.

3.1.4 pl4"FF

Stejné jako p16™ **, tak i p14”%F je tumor-supresorovy protein., ktery se ale Gicastni drahy
p14”RF/HDM2/p53 jejiz inaktivace je stejné jako u drahy zahrnujici p16'™<** kli¢ova pro

vyvoj melanomu. Tato draha pomédha tidit G1 fazi bunécného cyklu a nejcastéji je
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inhibovana mutacemi v genu CDKN2A a jeho izoform& p14”%" (Zhang a Xiong, 1999;
Chudnovsky et al., 2005).
Tato izoforma pomaha zdrzovat bunky v G1 a G2 fazi pomoci interakce s proteiny

ARF
4

HDM2 a p53. Za normalnich okolnosti se pl navaze na protein HDM2 a tim podpoii

jeho degradaci, coz vede k stabilizaci p53. Pokud je ale p14*~*

mutovan, neni schopen této
vazby a volny HDM2 oznaéi protein p53 a prednostné ho destruuje. Protein p53 je dilezity
tumor supresorovy gen, ktery je nezbytny pro regulaci bunééného cyklu tim, ze odhaluje
poskozenou DNA. Destrukce toho proteinu pak vede k proliferaci posSkozenych bunék, a ne
k jejich apoptéze (viz Obr. 6). Jak p53, tak p14°~F se vyskytuji predevsim v buiikach, které
uz nejsou schopny se dale délit (Pomerantz et al., 1998; Chudnovsky et al., 2005).

Mutace poskozujici drahy proteinu p53 vedouci k jeji inaktivaci je piitomna
prakticky u vsech nadorovych bunék. U vétSiny solidnich nadord se jedna piimo o mutaci
genu TP53, melanom je viak vyjimkou. Cetné prizkumy prokazaly, Ze vyskyt mutaci TP53
v piipadé¢ melanomu je vyrazné méné Casty. Napi. studie Hocker a Tsao (2007) prokazala
mutaci genu TP53 pouze u 13 % melanomt. Navic k amplifikaci HMD2 dochazi pouze
u3-5 % lidskych melanomt, z ¢ehoz vyplyva, ze mutace vedouci k melanomu se musi

vyskytovat jinde v této draze, a to piedevsim v genu CDKN2A (Muthusamy et al., 2006;
Hocker a Tsao, 2007; Hocker et al., 2008).
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3.1.4.1 Mutace p14°RF

Mutace, které ovliviiuji vyluéné exon 1f a tedy izoformu p14°RF

, jsou vzacné, coz vedlo
k domnénce, ze pl6™** hraje v predispozici k melanomu rozhodujici roli. Ve studii
Harland et al. (2005b) bylo prokazano 5 zarode¢nych mutaci u rodin s melanomem v exonu

INKAA -
6 ¢i genu

1B na donorovém sestfihovém misté, které neméli zadnou jinou mutaci pl
CDKA4. Predpoklada se, ze tyto mutace vedou k aberantnimu proteinu, coz potvrzuje jejich
roli v predispozici k melanomu, ikdyz jejich pfesna role doposud nebyla prokazana. Na
druhé strané v ptipadé mutaci ve sdileném exonu 2 se zda, Ze cili pfedev§im na transkript
p16™"* nez na p14”"¥. Diive se piedpokladalo, ze zmény v tomto exonu vedou k inaktivaci
p16™“** nez pro p14”*F. Exon 2 je viak v ptipadé p14°%" nutny ke spravné funkci drahy
p14”*"F/HDM2/p53 a pro plnou aktivitu p14”*F dulezitou pro stabilizaci p53 a proto mutace,
které ovlivituji jak p16™"**, tak p14”~" mohou byt pro p14”"* taktéz velmi zavazné (Zhang
a Xiong, 1999). Transkript je p14”"F silnym tumor-supresorem in vivo napf. u mysi.
Pozorovani u lidi pak potvrdilo vyznamné role v potlaceni melanomu in vivo pro oba
produkty, jak p16™<*A tak i p14“RF (Hewitt et al., 2002).

Studie Randerson-Moor et al. (2001) zjistila deleci p14”*%" udvou rodin
s melanomem a fadou nadort nervového systému. Z této studie vyplyva, ze mutace p14”%"
predisponuji jedince nejen k melanomu, ale také Kk nadorim nervového systému. Zda je

INK4A
6

Vv téchto rodinach pfitomna 1 mutace pl neni z této studie jasné, a proto nelze zcela

fici, Ze tyto nadory jsou zplsobeny pouze deleci pl14°FF.

To potvrzuje i studie
Petronzelli et al. (2001), ktera zkoumala mutace u rodiny s 9 ptipady melanomu, u ¢ty
Z nich se také vyvinuly neurofibromy. Tato rodina nese zdrodecnou mutaci v exonu 2, ktera

ovliviiuje jak p16™ A tak p14”"" a oba transkripty jsou tedy defektni.
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V mnoha dal$ich studiich bylo objeveno velké mnozstvi dalSich mutaci, jak

benignich, tak patogennich, z nichZ nejéast&jsi v&etn& jejich vlivu na transkripty p16'™<*

i pL4~RF

jsou uvedeny v tabulce 1V.

Tab. IV: Nejcastéjsi mutace v genu CDKN2A vcetné jejich téinku (Borg et al., 2000;
Yakobson et al., 2000; Hewitt et al., 2002; Goldstein, 2004; Begg et al., 2005; Goldstein et
al., 2006; Orlow et al., 2007; Ghiorzo et al., 2012).

Zména u Zména u .
Mutace Exon 016 INK4A 014 ARF U¢inek mutace

C-34 G>T 5S'UTR | Novel AUG Beze zmény | Snizuje transkripei p16T

c.71 G>C la R24P Beze zmény Snizena nebo nulova vazba na CDK4/6

c.79 G>T la E27X Beze zmény PredcCasny stop kodon

c.95T>C la L32P Beze zmény Neschopnost vazby na CDK4/6

€.132 C>A la Y44stop Beze zmény Castetna nebo uplnd  neschopnost
zastaveni rustu

c.131_132insA la Y44stop Beze zmény Castetna nebo uplnd  neschopnost
zastaveni rustu

€.334 G>C 1B Beze zmény G122R Ziejmé ovliviiuje sestiih ARF

c.159 G>A 2 M53I D109N Snizena nebo nulova vazba na CDK4/6
Castetna nebo uplnd  neschopnost
zastaveni rustu

c.301 G>T 2 G101w R156L Snizena nebo nulova vazba na CDK4/6
Castetna nebo uplnd  neschopnost
zastaveni rustu
Inhibice fosforylace Rb
Nestabilita proteinu

€.331_332insGTC | 2 p.R112_L113insR | Beze zmény Neschopnost vazby na CD4/6

c.377 T>A 2 V126D Beze zmény Snizena nebo nulova vazba na CDK4/6

c.212 A>G 2 N71S Beze zmény Snizena nebo nulova vazba na CDK4/6
Caste¢na nebo uplnd  neschopnost
zastaveni rustu

c.247 C>T 2 H83Y Al138V Snizena nebo nulova vazba na CDK4/6
Céastetna nebo TGiplna  neschopnost
zastaveni rustu
Inhibice fosforylace Rb
Nestabilita proteinu

€.365 G>T 2 G122v Beze zmény Nestabilita proteinu

c.IVS2-105 A>G Intron 2 Ovlivije sestiih




3.1.5 Dalsi izoformy genu CDKN2A

Mezi dal$i z hlediska své funkce zfejmé méné vyznamné, a proto méné prostudované
izoformy genu CDKN2A se fadi izoformy pl2, pl6', p19 a smARF. Kédujici oblast
izoformy p12 se Saste¢nd shoduje s p16™ **, kdy maji spolecny promotor a exon 1o, p12 ma
vSak navic alternativni donorovou oblast intronu 2 s termina¢nim kodénem a ma tedy jiny
C-konec nez p16'™**# a proto neinteraguje s CDK4. Protein p12 je exprimovan piedeviim
v pankreatu a v nadorovych buiikach potlacuje jejich rast. Piesna funkce p12 vSak dosud
neni zcela znama, ale dle recentnich vyzkumi p12 piedstavuje potencialni tumor-supresor,
jehoZ inaktivace je vyznamné¢ asociovana s vyskytem karcinomu pankreatu (Poi et al., 2013).

Izoforma p16" ma identicky exon lo a 2 s p16'™<** a odligny exon 2y. S p16™ * se
shoduje i v terciarni struktufe a také reguluje bunécny cyklus inhibici CDK4 (Lin et al.,
2007).

Izoformy p19 a SMARF jsou exprimované u mysi a jsou homology k p14”%F.

Izoforma p19 je del3i nez p14°~F

S MDM2 (homolog HDM2 u mysi) (Ouelle et al., 1995). Izoforma smARF je kratsi nez
pl

, ale ma stejnou funkci, a to inhibici proliferaci interakci

4"FF 4 jeji funkei je indukce apoptézy (Reef et al., 2007).

3.2 CDK4

Gen CDK4 (cyklin-dependent kinase 4) se nachazi na chromozomu 12 v oblasti
12q14.1. Tento gen koduje protein, ktery je ¢lenem Ser/Thr protein kinazové rodiny. Je to
katalyticka podjednotka protein kinazového komplexu, ktery je nezbytny pro progresi G1
faze bunécného cyklu. Bylo prokdzano, Zze je také zodpovédny za fosforylaci genového
produktu retinoblastoma (Rb) (CDK4 gene. [online]). CDK4 se ucastni stejné drahy jako
p16™*“A Proto pokud dojde k mutaci v genu CDK4, nedojde k navazani p16™"** na
komplex CDK4/6 a dojde k inaktivaci pRb a ptechodu bunky do S faze (Chudnovsky et al.,
2005; Hocker et al., 2008). Tim, ze sc CDK4 a CDKN2A ucastni stejné regulacni drahy,
klinické charakteristiky melanomu jako je primérny vék ¢i primérny pocet melanomil se
U pacientu s témito mutacemi nelisi (Goldstein et al., 2000).

Klicové mutace genu CDK4 byly prozatim potvrzeny pouze v nékolika rodinach.
Jedinymi objevenymi mutacemi jsou mutace R24C (c.70C>T, CGT—TGT) nebo R24H
(c.71G>A, CGT—CAT), které¢ se vyskytuji jak u sporadického, tak familiarniho melanomu
(Zuo et al., 1996; Soufir et al., 1998; Tsao et al., 1998; Chudnovsky et al., 2005;

Karagianni et al., 2018). K témto mutacim, které jsou vzacnou pfi¢inou melanomu, dochazi
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v konzervovaném zbytku argininu v pozici 24, ktery je rozhodujici pro vazbu p16™** na
CDK4. Substituce této aminokyseliny vede ke zruseni interakce s pl6™** a ke zruseni
schopnosti inaktivovat kinazu. To ma za nasledek zvyseni fosforylace pRb navazaného na
transkripéni faktor E2F a zvySené uvoliovani tohoto faktoru, ktery nasledné podporuje
prechod buiky do S faze (Hayward, 2003; Tsao et al., 2012). Pacienti, ktefi nesli tyto
zérode¢né mutace, nemaji piitomnou mutaci p16'™*?, coz zaroveii naznacuje, e inaktivace
p16™K** 3 aktivace CDK4 se vzajemnd vyluGuji (Chin et al., 2006). Stejnia mutace (CDK4
R24H) byla prokazana také u pacienta srodinnou anamnézou melanomu v LotySsku.
Zajimavé je, ze pro lotySskou populaci jsou mutace genu CDKN2A vzacnéjsi nez mutace
genu CDK4 (Pjanova et al., 2007; Veinalde et al., 2013).

CG dinukleotid je potencidlnim methylacnim mistem a jako takovy je nachylny
k mutacim, protoZze metylovany cytosin mize spontanné deaminovat za vzniku thyminu.
Pokud dojde k metylaci v CDK4 v kodonu 24 (CGT), tak timto mechanismem lze vysvétlit
jak mutaci TGT, tak CAT. Kodon 24 tedy miize slouzit jako mutacni hotspot. Z toho také
vyplyva, ze negativni selekce mize byt dilezita k zabranéni dalsim mutacim tohoto genu
postihujici jeho funkci (Molven et al., 2005).

Studie Muthusamy et al. (2006) prokazala v melanomovych bunkach nadmérnou

INK4A ARF
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expresi genti CDK4 a HDM2 bez ovlivnéni exprese pl apl , COZ jsou geny, které
jsou v melanomech bézné mutovany. Toto zjisténi naznacuje, ze amplifikace CDK4 a HDM2

muZze nahradit ztratu funkce p16"™ " & p14°°F,

3.3 MCIR

Gen MCI1R neboli melanocortin 1 receptor se nachazi na chromozomu 16 v pozici 16q24.3.
Lidsky gen MC1R kéduje 317aminokyselinovy receptor spiazeny s G-proteiny (Rees, 2004).
MCIR je exprimovan v melanocytech, ale také napt. v keratinocytech, zanétlivych buiikach
¢i dermalnich burikach (Bohm et al., 2002; Luger et al., 2003). Je umistén na povrchu
melanocytd a hraje dilezitou roli v normalni pigmentaci, kdy kontroluje, jaky typ melaninu
je produkovan. Pokud je aktivovéan, stimuluje tvorbu eumelaninu, pokud neni aktivovan
nebo je blokovéan je stimulovéna tvorba pheomelaninu, ktery nechrani pokozku pred UV
zafenim. Obvyklé polymorfismy tohoto genu jsou spojeny s normélnimi rozdily v barvé
ktze a vlasti. Nékteré polymorfismy jsou castéjsi u lidi se svétlou pokozkou a vlasy a tyto

polymorfismy snizuji schopnost MRCI1R stimulovat produkci eumelaninu, tudiz dochazi
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k tvorbé predev§sim pheomelaninu a tedy ke zvySenému riziku vzniku melanomu
(Valverde et al., 1995; MC1R gene. [online]).

Studie naznacuji, ze jiné zmény v tomto genu mohou také zvySovat riziko vzniku
melanomu bez poskozeni kiize UV zéafenim. V téchto piipadech se mlze melanom
vyskytnout i u lidi s tmavsi pleti. To je ¢asto spojeno s mutacemi v dalsich genech, jako jsou
geny BRAF a CDKN2A (MC1R gene. [online]). Studie Fargnoli et al. (2008) na italské
populaci pak potvrdila hypotézu Landi et al. (2006), ktera spojovala rizné polymorfismy
genu MC1R s BRAF-mutantnimi melanomy, pficemz u melanomii bez BRAF mutace tato
spojitost prokdzana nebyla.

MC1R gen byl zkouman v rodinach s mutacemi genu CDKN2A. Bylo zjisténo, ze
u jedinct, ktefi nesli néjaky polymorfismus v genu MC1R a mutaci CDKN2A doslo k rozvoji
melanomu v diivéjSim véku nez pouze u jedinct s mutaci CDKN2A (Box et al., 2001; van
der Velden et al., 2001). Studie Debniak et al. (2006) poukazala na asociaci mutaci MC1R
S melanomovym rizikem a toto riziko se zvySuje aditivné, pokud pacienti maji také
ptitomnou mutaci A148T genu CDKN2A. Tato mutace spolu s mutaci R151C genu MC1R

vede az ke Ctyfndsobnému zvyseni rizika vzniku maligniho melanomu.

3.4 BRAF

BRAF je serin/treoninova protein kinaza aktivovana fosforylovanou formou RAS proteinu
pusobici v RAS/RAF/MAPK signalni draze a nachazi se na chromozomu 7 v pozici 7934.
Gen BRAF je protookogen, ktery je zodpovédny za regulaci mitogenem aktivované
proteinové kinazy (MAPK), ktera hraje hlavni roli v progresi melanomt regulaci bunécné
proliferace, diferenciace a smrti (Bhatia et al., 2015).

Nejcastéji se vyskytujici mutaci BRAF je V600E v exonu 15, ktera vede k aktivaci
MAPK drahy a rozvoji rakoviny (Bhatia et al., 2015). Tato mutace piedstavuje 90 % vSech
BRAF mutaci v melanomu (Goydos et al., 2005). Vzacngjsi je pak zaména V600K a V60OR,
kdy V600K se vyskytuje Casto u starSich pacientd a u pacientti s chronickym poskozenim
UV zatenim (Menzies et al., 2012). Somatické onkogenni mutace genu BRAF jsou nejcastéji
mutovanymi onkogeny u koznich melanomi vyskytujici se u40-60 % pacientd
s melanomem, a to pfedev§im u melanomu, které vznikaji u jedinci, jejichz kize nebyla
tolik poskozena UV zafenim a cCasto se vyskytuji ve spojeni s mutaci genu MCIR
(Fargnoli et al., 2008; Lee et al, 2010). Mutace BRAF byla nalezena také u jinych

nadorovych onemocnéni jako je napt. zhoubny nddor plic, sarkom, karcinom vaje¢niku,
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zhoubny nddor prsu ¢i jater, ale vzdy uz u mens$iho mnozstvi ptipadli nez V piipadé
melanomu (Davies et al., 2002).

Studie Bezi¢ et al. (2019) zkoumala klinickopatologické rysy u BRAFYOE
mutovanych melanomt, kdy tyto melanomy byly spojeny s mladSim vékem, S zenskym
pohlavim a Casté&ji se nachazely na koncetinach.

Prognosticky vyznam mutaci BRAF u maligniho melanomu zlstava kontroverzni.
Existuji studie, které prokazaly Spatné pteziti u pacientd s mutaci BRAF (Ardekani et al.,
2012), zatimco jiné nezjistily zadnou souvislost (Edlunch-Rose et al., 2006). Studie Tas
a Erturk (2020) zkoumala prognosticky vyznam mutaci genu BRAF'*°F, kdy do studie bylo
zahrnuto 151 pacientd s melanomem, u kterych byla tato mutace pfitomna v 51 %, a to
predevsim u mladsich pacientd a také u melanomi nachéazejicich se na hornich koncetinach,
hrudi, hlavé a krku. Dolni konéetiny pak byly postizeny u pacientit bez mutace V60OE.
Zjistili také, Ze pacienti s touto mutaci méli lepsi celkovou dobu pieziti ve stadiich Il a IV
ve srovnani s pacienty bez mutace. Dosli tedy k ndzoru, Zze mutace V600E by mohla
U pacientll s melanomem znamenat sniZzené riziko relapsu a metastazi, ale ze jeji
prognosticky vyznam by mél byt jest¢ zkouman ve vétSich studiich. Diagnostika mutace
BRAFY®%F vsak ziistava dilezitda pro vybér pacient, u kterych lze pouZit 1é¢bu BRAF
inhibitory, jako je vemurafenib a dabrafenib. Maldonado et al. (2003) dosli ke stejnému
zavéru, ze se mutace BRAF0F t¢mef nevyskytuje u melanomi nachazejicich se na mistech
neexponovanych slunci, jako jsou dlané¢ ¢i chodidla. Souhrnné lze tedy fici, ze
nerovnomerna distribuce této mutace u riznych melanomt naznacuje odlisné genetické
drahy, které vedou ke vzniku nadoru.

Mutace BRAFY*F byla ve studii Kozak et al. (2020) zjistovana v cirkulujici
nadorové DNA (cfDNA) izolované =z plazmy pacientli s metastatickym melanomem
lé¢enych BRAF inhibitorem. Mutace v cfDNA byla nalezena u 77 % pacientii na zacatku
1écby a u 29 % po 4-8 tydnech 1écby. Pacienti s mutaci V60OE zjisténou na zacatku 1écby
méli krat$i dobu pteziti bez progrese onemocnéni nez pacienti bez mutace VO60OE na zacatku
1é¢by. Nedetekovana mutace VO0OE v cfDNA byla spojena s pfiznivou prognézou. Studie
Calbet-Llopart et al. (2020) sledovala mutaci BRAFY*%F v ¢fDNA u pacientti s melanomem
a bez melanomu. U pacientt ve stadiu IV byla tato mutace detekovana u 71 % ptipadu, ve
stadiu 111 u 15 % pacientl a u pacientl bez melanomu u 1,4 %. Mutace vSak nebyla nalezena
U vylécenych pacientit bez relapsu delsiho nez 3 roky. Z vysledkl téchto studii vyplyva, ze

V600E
F

analyza mutace BRA je vyznamnym biomarkerem pro sledovani prognozy a odpovedi

na lécbu u pacientli s metastatickym melanomem.
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4 Dalsi potencialné predisponujici geny

Kromé& charakteristickych zmén signalnich drah p16™*** a p14”FF odhalilo genomické
profilovani lidského melanomu vysoce pieskupeny melanomovy genom, coz sveédci
0 heterogenité této choroby. Zkoumani této heterogenity a dalSich potencidlnich
predisponujicich genii mize vést k pochopeni patogeneze onemocnéni a mozné reakci na

terapii.

4.1 NQO1

Jednim z takovych potencialné predisponujicich gentt by mohl byt i gen NQOL neboli
NAD(P)H:chinon oxidoreduktaza, ktery se nachazi chromozomu 16 v pozici 16922.1. Gen
NQOL1 zahrnuje 6 exond, 5 intrond a koduje 274 aminokyselin (Ross et al., 2000). Protein
exprese se objevuje Vv bunkach pankreatu (Jaiswal, 1994). NQOI1 je hlavné cytosolovy
enzym a je pritomen téméf ve vSech typech tkani, které poskytuji ochranu proti riznym
stresiim, véetné xenobiotik, oxidantl, UV svétla a ionizujiciho zateni (Garate et al., 2010).

Gen NQO1 koduje protein, ktery vyuziva NADH nebo NADPH k bioaktivaci
i detoxikaci potencialné mutagennich a karcinogennich chinonia ziskanych oxidaci
fenolickych metaboliti benzenu. Chinony se vyskytuji ve vSech organismech jako
flavonoidy, tedy koenzymy pfenasejici elektrony a metabolické kone¢né produkty oxidace.
Komeréné se chinony vyuzivaji pii vyrob¢ barviv, ¢inéni kuzi a ve fotografii (Vasiliou et al.,
2006).

NQO1 katalyzuje redukci chinont na hydrochinony, které jsou méné toxické a Iépe
vylucitelné. Tim dojde ke snizeni mnoZstvi chinond, které by mohly vstoupit do redoxniho
cyklu a vést k oxidacnimu stresu a neoplaziim, protoze chinony a jejich redukované formy-
hydrochinony, pokud nejsou eliminovany, ptfedstavuji mutageny, které interaguji s DNA
(Joseph a Jaiswal, 1998; Lin et al., 2001; Arif et al., 2003). Ne vSechny hydrochinony jsou
vsak redoxné stabilni a v n¢kterych ptipadech mohou redoxné labilni hydrochinony reagovat
s molekularnim kyslikem za vzniku semichinonli a generovat ROS, které mohou ovlivnit
proteiny, lipidy a funkce DNA. O chinony soutézi NOQ1 s NADPH-cytochromem P450,
ktery pfeméniuje chinony na hydrochinony za vzniku velmi reaktivniho meziproduktu
semichinonu a vedlejSiho produktu superoxidanionradikalu, ktery vyvolava oxidacni stres

(Jaiswal et al., 1988; Joseph a Jaiswal, 1998; Ross et al., 2000).
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Moran et al. (1999) pouzili ve své studii lidské promyeloblasty, aby zjistili schopnost
metabolitu benzenu hydrochinonu indukovat aktivitu NQO1 a zjistili, ze detoxikacni
systémy vcetné NQO1 a glutathionu chrani organismus pied toxicitou vyvolanou metabolity
benzenu. Nemutovany gen NQOL tedy chrani bunky pfed muta¢ni aktivitou chinond,
a predevsim reaktivniho meziproduktu semichinonu, ale i nasledn¢ vznikajicich reaktivnich
forem kysliku. Nositelé variantniho mutantniho genotypu (C609T) nemaji pIné¢ funkéni
NQO1, a proto maji pii expozici témto latkdm zvySené riziko vzniku nadorovych
onemocnéni (NQO1 gene. [online]; Jaiswal et al., 1988).

Indukce NQOL je zprostiedkovana vyhradné prostfednictvim Keapl/NRF2/ARE
drahy. Keap funguje jako senzor, ktery pii vystaveni externim (chemikalie) ¢i internim
(stresova reakce) signalim ztraci schopnost oznacit NRF2 k degradaci. NRF2 je tedy
stabilizovan, vaze se na ARE a iniciuje expresi cytoprotektivnich gend vcetn¢ NQO1
(Dinkova-Kostova et al., 2002; NRF2 gene. [online]).

[3

NQO1l byl dlouho povazovan za ,dobry*“ protein, ktery chrani c¢lovéka pred
genotoxickym poskozenim. Kromé toho bylo zjisténo, ze NQOL1 je vyzadovan pfi stabilizaci
tumor-supresorového p53, jehoz degradace je obvykle regulovana ubikvitinaci. Bylo vSak
zjisténo, Ze K jeho degradaci muze dojit i v reakci nezavislé na ubikvitinu, které se ucastni
pravé NQO1, ktery stabilizuje p53 a chrani ho pfed degradaci. Jedinci se sniZzenou aktivitou
NQO1 maji sniZzenou stabilitu p53, coz muze vést k rezistenci vuéi 1ékam, jako jsou
chemoterapeutika (Asher et al., 2005). Vysoka hladina exprese NQO1 byla korelovana
s ¢etnymi lidskymi malignitami, coz svéd¢i o jeji roli v progresi rakoviny a chemorezistenci.
Rakovinné buiiky diky NQO1 pfeziji v relativné vysokém oxidacnim stresovém stavu Ve
srovnani s normalnimi bunkami, a také jsou rakovinné buiiky diky nadmérné expresi NQO1
chranéné pied toxickym pusobenim chemoterapeutickych latek, coz vede k progresi
rakoviny. Bylo zjisténo, Ze inhibitory enzymu NQOI1 zlepsSuji G¢inky chemoterapeutickych
latek (Srijiwangsa a Na-Bangchang, 2017).

Studii tykajicich se NQO1 a jeho ulohy v patogenezi melanomu bylo doposud
publikovano relativné malo a zabyvaly se spiSe 1écbou melanomu. Na druhou stranu bylo
zjisténo, ze NQOL1 hraje roli v melanogenezi, kdy normalni lidské melanocyty byly oSetieny
inhibitory NQO1 a doslo k snizeni melanogeneze, zatimco po podani rekombinantniho
adenoviru byla melanogeneze jasn€ indukovana, a to soucasné se zvySenim hladiny proteinu
TYR, tedy enzymu, ktery katalyzuje melanogenezi (Choi et al., 2010).

Studie Garate et al. (2010) se pokusila urcit expresi a zakladni funkci NQO1 pfti

proliferaci melanomovych bunék a zjistili, ze NQOL1 je ve vét§in€ melanomovych bunéénych
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linii nadmérné exprimovan. Exprese této oxidoreduktazy dale vyznamné indukuje progresi
bunécéného cyklu, coz vede k proliferaci melanomovych bunék.

Jiz bylo zminéno, ze vétsina studii NQO1 v souvislosti s melanomem se tykala 1éCiv.
Jednim z takovych 1é¢iv je i pfirodni produkt B-lapachon. Pokud byl spolu s B-lapachonem
pouzit jesté induktor NQO1 (aktivator Keap1/NRF2 drahy, kyselina karnosova) doslo k dalsi
expresi NQOL1 prostfednictvim stabilizace NRF2 a tim se zvysila cytotoxicita B-lapachonu ve
vSech melanomovych bunkach. Z toho tedy vyplyva, Zze osa NRF2-NQO1l muze byt
potencialné vyuzita jako terapeuticky cil u maligniho melanomu (Arakawai et al., 2018).
B-lapachon pouzili i ve studii Lamberti et al. (2018), ktefi vSak pozorovali i jeho toxicitu,
a proto pouzili jeho derivat PFB spolu s fotodynamickou terapii, ktera spociva v podani
fotosenzibilizatoru (PS), po kterém nasleduje in situ radiace viditelnym svétlem o specifické
vlnové délce. Excitace PS vede k fad¢ fotochemickych reakci a produkci ROS, coz ve
vysledku vede kindukci NQOL1l. Tim tedy dokazali, Ze soucasné pouziti PFB
a fotodynamické terapie zlepsilo terapeutické uc¢inky na melanomové bunky.

Uloha NQO1 v toxicité a karcinogenezi byla prokazana na modelu mysi NQO1 (-/-).
Tyto mysSi vykazovaly zvySenou citlivost na karcinogenezi klZze vyvolanou
7,12-dimethylbenz[a]anthracenem (DMBA). Pokud byla tato latka podavana NQO1 (-/-)
mySim a wild type mys$im, mély po 23 tydnech od prvniho podani DMBA NQO1 (-/-) mysi
vétsi nadory s vyssi frekvenci nez wild type mysSi. Pfi¢emz kozni nador se vyvinul u 100 %
NQOL1 (-/-) mysi a u 33 % u normalnich mysi. Z této studie vyplyva, ze NQOL (-/-) mysi
jsou nachyIn€jsi k rakoviné ktze a ze NQOL1l miize chranit bunky pfed karcinogenezi.
(Long et al., 2001). Ke stejnému vysledku dosli i Long et al. (2000) pouze s pouzitim
benzo(a)pyrenu.

Ve studii Iskander et al. (2005) byla u NQO1l (-/-) mySi po podani
benzo(a)pyrenového metabolitu benzo(a)pyren-trans-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxidu
a také snizenou apoptéozu a dosli tedy k nazoru, ze zménény redoxni stav buiiky spolu
s nedostatkem indukce p53 hraje vyznamnou roli ve zvyseni citlivosti NQOL (-/-) mysi na
rakovinu kiize indukovanou chemickymi latkami. Studium myS$i s nulovou expresi genu
NQO1 muze byt zakladem pro uréeni ulohy tohoto enzymu v souvislosti s citlivosti na
toxicitu a karcinogenezi také u lidi.

Gen NQO1 neni vysoce polymorfnim a u €lov€ka byly identifikovany pouze dvé
polymorfni varianty genu, a to NQO1*2 a NQO1*3 (Maitland-van der Zee a Daly, 2012).

Polymorfismus NQO1*3 vznika substituci T za C v pozici 465, ktera vede ke zméné
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argininu za tryptofan v pozici 139 (R139W, rs 1131341). Tato zaména vede k produkci
enzymu NQO1, ktery postrada vazebné misto pro chinon, vykazuje tedy omezenou aktivitu
Vv pripad¢ nékterych substratl a ziejmé pouze snizuje celkovou expresi proteinu NQO1, aniz
by néjak vyznamné ovlivnil jeho pfirozenou bunéénou aktivitu ve srovnani s wild type
genotypem (Lienhart et al., 2017). Frekvence vyskytu variantni alely je v populaci relativné
nizka, a to v rozmezi 0-5% (Gaedigk et al., 1998), bez vyznamného vlivu na funkci NQO1
a Z tohoto diivodu se stanoveni polymorfismus NQO1*3 standardné neprovadi a tedy i tato

diplomova prace se dale bude zabyvat pouze polymorfismem NQO1*2.

4.1.1 Polymorfismus NQO1*2

Traver et al. (1992, 1997) charakterizovali polymorfismus v genu NQOL1 pii kterém dochazi
k substituci T za C v pozici 609, ktera vede ke zméné prolinu na serin v pozici 187 (P187S,
rs1800566). NQO1*1 kdéduje normalni enzym, zatimco alela NQOI1*2 koduje enzym se
snizenou aktivitou a genotyp NQO1*2/*2 ma enzym katalyticky neaktivni. Frekvence alely
NQO1*2 se v riiznych etnickych populacich pohybuje mezi 0,22 (bélosi) az 0,45 (Asiaté).
Frekvence genotypu NQO1*2/*2 se pohybovala mezi 4 % u bélocht, 5 % u Afroamericant,
16 % umexickych Hispanci a 22 % Vv ¢inskych populacich (Kelsey et al., 1997;
Vasiliou et al., 2006).

Polymorfismus C609T v exonu 6 je rizikovym faktorem pro fadu malignit, véetné
plic, tlustého stfeva, jater, prsu a také pankreatu (Lafuente et al., 2000; Siegel a Ross, 2000;
Menzel et al., 2004; Sarmanova et al., 2004; Siegel et al., 2012; Zheng et al., 2014).
V metaanalyze Lajin a Alachkar (2013) zahrnujici 92 studii s 21178 ptripady rakoviny byla
posouzena kombinace vyskytu C609T polymorfismu a malignit. V ramci této metaanalyzy
bylo zjisténo, ze polymorfismus genu C609T genu NQO1 je dulezitym genetickym
rizikovym faktorem u rakoviny, a to zejména u rakoviny mocového méchyie.

Studie prokazaly, ze homozygotni jedinci stouto mutaci (TT) vystaveni benzenu
maji az 7x vyssi riziko rakoviny kostni dfené, coz muze vést napf. k aplastické anémii ¢i
leukémii (Rothman et al., 1997; Nebert et al., 2002). Fagerholm et al. (2008) zjistili, ze
homozygotni varianta 609TT siln¢ piedpovida Spatné pieziti u Zen s rakovinou prsu, coz je
zvlastné patrné po chemoterapii epirubicinem a U p53-aberantnich nadort. Pfeziti po
metastazovani bylo snizeno u homozygotli NQO1*2*2, coz dale implikuje nedostatek NQO1
v progresi rakoviny a rezistenci na 1éCbu. Ztéto studie vyplyva, ze genotyp NQO1 je

prognostickym a prediktivnim markerem u rakoviny prsu.
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Analyza Spanélské populace slozené z 247 pacientd s kolorektdlnim karcinomem
ukazala vyznamnou tlohu variantni alely NQO1*2 jako rizikového faktoru, a navic byla tato
alela spojena se zvysenou frekvenci mutaci genu KRAS, ktery je také mutovan u pacientli
s melanomem (Lafuente et al., 2000; Cicenas et al., 2017). Ve spojitosti s genem NQO1 byly
také publikovany pohlavni rozdily u rakoviny plic, kde zeny nekuracky, které mély alespon
jednu variantni alelu, mély vyznamné vyssi riziko onemocnéni (Saldivar et al., 2005).
Pohlavni rozdily by mohly souviset napi. s hormonalnimi vlivy uvniti organismu.

Ve studii Sarbia et al. (2003) uréovali prevalenci polymorfismu C609T u pacienti
s adenokarcinomem jicnu (OAC), srdce (CAC) a zaludku (GAC). Distribuce genotypu NQO1
C609T byla mezi kontrolami vyznamné odliSnéd ve srovnani s pacienty S t€émito malignitami.
Celkova frekvence alely 609T byla 0,141 u kontrol, 0,270 u pacienti s OAC,
0,241 u pacientti s CAC a 0,192 u pacientti s GAC. Jednotlivci nesouci jednu nebo ob& 609T
alely méli 2,85krat vyssi riziko pro vyvoj OAC a 2,18krat vyssi riziko pro vyvoj CAC nez
wild type homozygoti. Z téchto zavéra vyplyva, Ze uréeni genotypu NQO1 muzZe nabyt na
vyznamu jako prediktivni marker Vv budoucich studiich adenokarcinomu horniho
gastrointestinalniho traktu.

NQO1 hraje dilezitou roli zejména Vv 1é€beé nadord, chinony totiz predstavuji velkou
a rozmanitou skupinu protinadorovych 1é¢iv. NQO1 je exprimovan ve vysokych hladinach
v celé¢ fad¢ solidnich nadorti, a proto je tento enzym vhodny pro intracelularni aktivaci
léciva. Pouziti NQO1 jako prediktivniho biomarkeru pro senzitivitu na chinonova
protinadorova 1éciva je presvédCivy. Aktivita NQOL a jeho exprese lze snadno méfit ve
vzorcich biopsie nadord, ale hladiny NQO1 se mohou v pribéhu ¢asu zna¢né lisit pasobenim
xenobiotik ¢i faktora prostfedi. Alternativnim testem pro predikci exprese NQO1L tak mutze
byt stanoveni polymorfismu NQOI1*2, kdy by tento test identifikoval mutované jedince,
ktefi budou na lé¢bu reagovat méné piiznivé nebo mohou mit zvySenou toxicitu kvili
neschopnosti aktivovat tyto l€ky v nadorovych buiikdch. Je proto dilezité v dalSich studiich
potvrdit, zda NQO1 a jeho polymorfismus NQOI1*2 hraje klinicky vyznamnou roli
v protinidorové aktivité jednotlivych 1ékii (Siegel et al., 2012). Rada z t&chto 1ékii jako napf.
17-AAG ¢i mitomycin C by mohla byt také pouzivana u 1é¢by melanomu (Demirci et al.,
2000; Kasai et al., 2016; Mielczarek-Lewandowska et al., 2020).

NQO1 je tedy dulezitym prvkem v protinddorové terapii, ale existuje jen malo
informaci o tom, zda odpovéd’ na tato 1éCiva je ovlivnéna polymorfismem NQO1*2. Proto je

potieba dalSich studii k testovani této hypotézy.
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5 Familiarni melanom a karcinom pankreatu

Recentni studie poukazuji na souvislost mezi vyskytem (familidrniho) melanomu
a dédicnym karcinomem pankreatu. Jedna se predevSim o stejné mutace zdrodecné linie
genu CDKNZ2A. Vsechny tyto studie prokazuji zvySené riziko karcinomu pankreatu u rodin
s melanomem a mutaci v genu CDKN2A, ale pfesny vztah mezi timto genem a karcinomem
pankreatu zstava neznamy.

Karcinom pankreatu je vysoce agresivnim onemocnénim se Spatnou progndézou
a vysokou mortalitou. Mira pteziti 5 let je mensi nez 5 % a smrt obvykle nastava po 1 roce
od diagnézy a pouze u 20 % pacienti mize byt nddor v dobé diagndézy odoperovan.
Problémem je hlavné pozdni diagnostika tohoto onemocnéni diky nejednoznaénym
ptiznakim. Zhruba 3-10 % karcinomi pankreatu je dédi¢ného charakteru (Bartsch et al.,
2002; Lynch et al., 2002).

Stejné jako u melanomu je genetika karcinomu pankreatu zna¢né neznama. Studie
Bartsch et al. (2002) zkoumala frekvenci mutaci genu CDKN2A u rodin s pfitomnosti
melanomu ¢i karcinomem pankreatu. 18 rodin pouze s karcinomem pankreatu nemélo
zadnou mutaci, zatimco u 2 z 5 rodin s karcinomem pankreatu i melanomem se vyskytovaly
patogenni mutace Q50X a E119X. Jednalo se o mutace postihujici izoformu p16™<**
u izoformy p14*"F nebyla prokazana z4dna mutace.

Ghiorzo et al. (2012) testovali 225 jedincu italské populace s karcinomem pankreatu,
ktera ukazuje, Ze mutace genu CDKNZ2A se vyskytuji u 5,7 % z nich s ptevladajici mutaci
E27X a G101W. U 16 rodin s rakovinou pankreatu byla mutace nalezena u 5 rodin. Tato
zjisténi naznacuji, ze tyto rodiny mohou nést rizné mutace genu CDKN2A. coz mize byt
uzite¢né pro identifikaci rizikovych pacientt.

Mutace p16-Leiden (c.225_243 del) je nejcast&jsi mutaci genu CDKN2A zpiisobujici
familiarni melanom v Nizozemsku. Tato delece zptsobuje posun ¢teciho ramce, o kterém se
predpoklada, ze vede k vyrazng zkracenému proteinu p16™<**. Jedinci s touto mutaci také
maji 15-20% celozivotni riziko rozvoje rakoviny pankreatu. Ve studii Vasen et al. (2000)
byla tato mutace pfitomna u 19 rodin z27 a Vtéchto rodinich bylo 86 pacientt
s melanomem. Druhou nejéastéj$i malignitou byl pravé zhoubny nador pankreatu.
V 8 rodinach bez mutace pl6-Leiden nebyl ani jeden piipad rakoviny pankreatu. Zminuji
vsak, Ze tato mutace nemusi byt jedinym rizikovym faktorem pro rozvoj rakoviny pankreatu,
protoZe mezi rodinami existuje variabilita ve vyskytu této malignity (Gruis et al., 1995;

Vasen et al., 2000).
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Studie Harinck et al. (2012) zpochybnila piedpokladanou zbyte¢nost testovani rodin
postizenych karcinomem pankreatu, ale bez melanomu, na mutace v genu CDKNZ2A.
Zkoumali 28 takovych rodin a zjistili, Ze mutace pl6-Leiden (c.225_243 del) a mutace
.19 _23dup se nachazi u 6 rodin. Dosli tedy k zavéru, ze analyza mutaci genu CDKN2A by
méla byt zahrnuta také do genetického testovani rodin pouze s karcinomem pankreatu.

Studie Lal et al. (2000) prokazala u 2 ze 14 pacientd jak s karcinomem pankreatu, tak
melanomem mutace 149S a MS3I, pifiCcemz obé varianty vedou ke snizené funkci proteinu
CDKNZ2A. Diky témto vysledkiim dospéli k ndzoru, ze vznik pankreatického karcinomu
a melanomu neni nahoda, ale mulze v nékterych ptipadech souviset se zarodecnymi
mutacemi genu CDKN2A. Tato studie také posiluje piedstavu, Zze geneticka predispozice by
méla byt zvazovana u vSech pacientdl s vice riznymi primarnimi malignitami.

Dalsi studie némecké populace naopak naznacuje, ze mutace genu CDKNZ2A se
nevyskytuji u pacientd s karcinomem pankreatu Vvrodingé, zcehoz vyplyva, Ze je
nepravdépodobné, aby mutace tohoto genu byly ukazatelem predispozice ke karcinomu
pankreatu, pokud sou¢asné neni v rodin¢ diagndza melanomu (Slater et al., 2010).

Z téchto studii vyplyva, Ze analyza genu CDKNZ2A by méla byt zahrnuta do
genetického testovani v rodinach, které maji v rodinné anamnéze jak melanom, tak karcinom
pankreatu. Stejnym zptsobem by na vySetfeni mutaci CDKN2A méli byt testovany i rodiny
pouze s karcinomem pankreatu. Tim by doSlo k lepSimu rozpoznavani osob ohrozenych
karcinomem pankreatu a melanomem.

Z duvodu popsanych vyse proto byly pro na$i studii vybrani nejen pacienti
s melanomem v roding, ale také s vyskytem karcinomu pankreatu v rodin¢. Bohuzel jsme
neziskali data ani od jednoho pacienta piimo s karcinomem pankreatu vzhledem ke $patné

progndze tohoto onemocnéni.
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6 Cile prace

Hlavnim cilem experimentdlni ¢asti bylo otestovat pacienty, ktefi méli v rodiné melanom ¢i

karcinomem pankreatu. Rozd¢leni dil¢ich ¢asti experimentii bylo nasledovné:

I.  Ziskani dobrovolnikt pro studii.

ii.  Praktické zvladnuti vybranych laboratornich metod v laboratofi klinické genetiky.
iii.  Zjisténi mutaci v genu CDKN2A, CDK4 a NQOL u ucastniki studie.
iv.  Vytvofeni dotazniku pro pacienty a jeho zpracovani.

V.  Zpracovani ziskanych dat.
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7 Material a metody

Praktickd cast mé diplomové prace byla vykondna v genetické laboratoii GENLABS s.r.o.
v Ceskych Budgjovicich pod vedenim Mgr. Dagmar Riegert Bysttické, Ph.D. V praktické
¢asti se vénuji analyze sledovanych mutaci a polymorfismi v genech CDKN2A, CDK4
a NQO1. Mutace a polymorfismy v genech CDKN2A a CDK4 byly vysetfeny metodou PCR
amutace vgenu NQO1l pomoci metody PCR-RFLP. V ramci praktické casti bylo
analyzovano 35 dobrovolnikd. 25 experimentd bylo provadéno s DNA izolovanou
z bukalniho stéru, kde vySetfovanym materidlem jsou epitelialni bunky z ustni sliznice
a 10 experimentdi bylo provedeno s DNA izolovanou z periferni krve, kde vySetfovanym
materidlem jsou leukocyty.

Analyza genu CDKNZ2A zahrnovala stanoveni mutaci ve vybranych exonovych
oblastech (exony la, 1B, 2, 3 a 4), nékterych intronovych oblastech a exon-intronovych
piechodech.

Analyza genu CDK4 zahrnovala stanoveni mutaci v exonu 2.

Analyza genu NQOL1 zahrnovala stanoveni alelové varianty NQO1%*2, ktera vznika
substituci thyminu za cytosin v nukleotidové pozici 609, a nemutované varianty genu

NQO1*1 (wild type).

7.1 Utastnici studie

V ramci vyzkumu bylo nutné vyhledat dobrovolniky s vyskytem melanomu ¢i karcinomu
pankreatu v rodiné. Celkem se studie zacastnilo 35 dobrovolnikd (20 Zen a 15 muzd).
Vsichni dobrovolnici byli s vyzkumem seznameni a podepsali informovany souhlas s Géasti
ve vyzkumu, ktery byl pfilozen ke kazdé odbérové bukélni soupravé, ¢i byl predan

pacientovi osobné. Informovany souhlas je uveden v Ptiloze 2.

7.1.1 Dotaznik

Pro ziskani dalSich informaci o pacientech byl vytvofen on-line dotaznik tykajici se jejich
zdravotniho stavu a zdravotniho stavu jejich rodinnych piislusnikd. Otazky byly
formulovany nasledovné, napt.: ,,Byl Vam pii vySetteni kiize diagnostikovan kozni nador
(melanom)?*; ,,Vyskytuje se ve Vasi rodin¢ nékdo jiny s diagnostikovanym melanomem?*.
Dotaznik je uveden v Pfiloze 3. Data ziskana z dotazniku byla nasledné statisticky

zpracovana.
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7.1.2 Odbér biologického materialu

V ramci vyzkumu byly odebrany primarni vzorky periferni krve ¢i bukalniho stéru pro
izolaci DNA u vsech 35 selektivné vybranych dobrovolniki. Odbérové soupravy pro bukalni
stér (Isohelix SK1 Buccal Swab) byly pacientim zaslany poStou nebo piedany osobné.
Periferni krev byla odebirana v Biochemické laboratoti EUC Kliniky v Ceskych
Budgjovicich. Bukalni stér i periferni krev byli ihned zpracovany tak, aby nedoslo k jejich

znehodnocent.

7.2 lzolace DNA

[zolace DNA probihala z bukélniho stéru ¢i periferni krve. Vzhledem k malym odchylkam
ve vysledné koncentraci DNA nebyla volba primarniho zdroje DNA zdsadni. Pouze
u jednoho pacienta, ktery provedl bukalni stér, bylo zazadano o novy odbér kvuli nizké
koncentraci DNA.

7.2.1 lzolace DNA z bukalniho stéru

Izolace DNA ze stéru bukalni sliznice byla provadéna pomoci izolacniho kitu GeneAll
ExGene™ Clinic SV mini dle doporuéeni vyrobce. Reagenty izola¢niho kitu jsou uvedeny
nize (Tab. V).

Odchylky od protokolu doporuc¢eného vyrobcem jsou V pouzitych koncentracich
reagentil. Dale se liSili n¢které kroky postupu, kdy prvni krok s pfidanim PBS pufru byl
vynechan a doSlo pouze k pfidani proteinasy K a BL pufru. V poslednim kroku bylo pfidano
50 pl misto doporuc¢enych 200 ul elu¢niho AE pufru z divodu ziskani vyssi koncentrace
izolatu DNA. Nasledovala inkubace pii pokojové teploté (RT) prodlouzena na dobu 5 min.
misto doporucené¢ 1 minuty. Tento eluéni krok byl opakovan tak, ze ziskany objem ze
zkumavky byl napipetovan zpét na kolonku a zopakovana byla také inkubace prodlouzena na
5 min. a centrifugace. Po zopakovani byly u vSech vzorku kolonky odstranény a u vzorka
bylo provedeno méfeni koncentrace DNA. Vyizolovana a fadné¢ oznacend DNA byla

skladovdna v mrazicim boxu pti -20 °C.
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Tab. V: Reagenty izolagniho kitu GeneAll ExGene™™ Clinic SV mini pouzité pro 1 izola&ni

reakci z bukalniho stéru.

Reagenty Objem (ul)
Proteinasa K 40

BL buffer 400

BW buffer 600

TW buffer 700

AE buffer 50

7.2.2 lzolace DNA z plné krve

Izolace DNA z pIné krve byla provadéna pomoci izolaéniho kitu GeneAll ExGene™ Clinic
SV mini dle doporuceni vyrobce. Reagenty izola¢niho kitu jsou uvedeny nize (Tab. VI).
Odchylky od protokolu GeneAll ExGene™ Clinic SV mini jsou pouze v poslednim
kroku, kdy bylo pfiddno 50 pl misto doporucenych 200 pl eluéniho AE pufru z divodu
ziskani vyss$i koncentrace izolatu DNA a nasledovala inkubace pii pokojové teploté (RT) po
dobu 5 min. misto doporucené 1 minuty. Tento eluéni krok byl opakovan tak, ze ziskany
objem ze zkumavky byl napipetovan zpét na kolonku a zopakovéna byla také inkubace
prodlouzend na 5 min. a centrifugace. Po zopakovani byly u vSech vzorki kolonky
odstranény a u vzorkd bylo provedeno méfeni koncentrace DNA. Vyizolovand a fadné

oznacena DNA byla skladovana v mrazicim boxu pii -20 °C.

Tab. VI: Reagenty izola¢niho kitu GeneAll ExGene™ Clinic SV mini pouZité pro 1 izolagni

reakci z pIné krve.

Reagenty Objem (nl)
Proteinasa K 20

BL buffer 200

100% ethanol 200

BW buffer 600

TW buffer 700

AE buffer 50
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7.3 Fluorometrie

Koncentrace DNA u vSech vzorki byla méfena fluorometrem (Quibit Fluorometr 2.0,
Thermo Fisher Scientific) za pouziti kitu Qubit™ dsDNA HS Assay (Invitrogen). Reagenty
kitu jsou uvedeny nize (Tab. VII). Po vytemperovani vSech reagencii na RT byl pfipraven
zasobni roztok. Bylo smichano 199 ul Qubit™ dsDNA BR pufru s 1ul Qubit™ dsDNA BR
reagentu a smés byla pomoci stolni centrifugy (Microspin FV-2400; Biosan) vortexovana
a stodena. Pro pripravu standardéi bylo ve dvou mikrozkumavkach Qubit™ assay tubes
smichano 190 ul zdsobniho roztoku s 10 pl ptislusnych standardi. Pomoci roztokt
obsahujicich standardy byl fluorometr zkalibrovan a pfipraven pro méfeni koncentrace DNA
u vzorkd.

Pro méfeni vzorkti bylo smichano 198 ul zdsobniho roztoku se 2 pul métené DNA ve
specidlnich mikrozkumavkach Qubit™ assay tubes. Smés byla kratce zvortexovana
a inkubovana pfi RT alespoft 2 minuty. Nasledné byla zméfena koncentrace u vSech vzork

DNA na zkalibrovaném fluorometru.

Tab. VII: Reagenty kitu Qubit™ dsDNA HS Assay (Invitrogen) pouzité pro méfeni
koncentrace DNA.

Reagenty Objem (ul)
Qubit dsDNA BR buffer 199
Qubit dsDNA BR reagent 1

Qubit dsDNA BR standard #1 10
Qubit dsDNA BR standard #2 10

38



7.4 Analyza genii CDKN2A a CDK4

Pro analyzu geni CDKN2A a CDK4 se vyuzivda metoda PCR. B¢éhem PCR se
Vv pozadovaném vzorku amplifikuji useky DNA o rtznych velikostech. Analyza genu
CDKN2A zahrnovala stanoveni mutaci v exonovych oblastech (exony la, 1B, 2, 3 a 4),
nékterych intronovych oblastech a exon-intronovych pfechodech. Analyza genu CDKA4
zahrnovala stanoveni mutaci exonu 2. Po PCR reakci doslo k piec¢isténi produktt a jejich
sekvenaci v externi firmé¢ SEQme s.r.0. Analyza sekvenac¢nich reakci byla provedena opét

Vv laboratofi pomoci programu Chromas.

74.1 PCR

Po izolaci DNA a zméfeni jeji koncentrace byly pomoci metody PCR specificky
amplifikovany oblasti genu CDKN2A a CDK4. Jeden vzorek byl problematicky jak nizkou
koncentraci DNA, tak zfejmé i pfitomnosti inhibitori a PCR reakce byla nékolikrat
opakovana 1 se zménou vstupniho mnozstvi DNA, zménou pouZité polymerazy ¢i modifikaci
reak¢éniho protokolu. Ani jeden piistup se vSak neosveédcCil, a proto bylo zazadano o novy
odbeér, ktery byl zpracovan pivodnim postupem popsanym nize.

Pro PCR amplifikaci byly pouzity specifické primery uvedené v tabulce VIII.
Sekvence primerd byly pfevzaty z Bioptické laboratofe v Plzni a primery byly vyrobeny

firmou Elisabeth Pharmacon, spol. sr. o.

Tab. VIII: Sekvence primerd pro PCR reakci.

PCR . Velikost
Exon/intron Smér Sekvence primeru 5°-3"
reakce templatu (bp)
F AGTTAAGGGGGCAGGAGTG
1 1B 333
R AAACAAAACAAGTGCCGAATG
| F ACCGGAGGAAGAAAGAGGAG 510
2 a
R CCCTTCAGATCTTCTCAGCATT
3 ) F AGCTTCCTTTCCGTCATGC 399
R GGGTACAAATTCTCAGATCATCA
Gen CDKN2A
3 F CAGAAGCCAGAGCACATGAA 156
4
R CAGCTTGCGATAACCAAAGG
. F GGTAGGGACGGCAAGAGAG 168
5
R CCTGTAGGACCTTCGGTGAC
F TACATGCACGTGAAGCCATT
6 Intron 4 159
R TTCTTTCAATCGGGGATGTC
F GCGACTTTTGGTGATAGGAGTC
Gen CDK4 7 2 292
R CAACCCTCCACCACCTTCT
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Nejprve bylo potieba pFipravit tzv. master mix. K tomu byl pouzit kit MyTaq™™ Red
DNA polymerase (Bioline) dle doporuceni vyrobce. Pro vétsi vytéznost PCR reakce byl
navic pouzit dimethylsulfoxid (DMSO). Reagencie a jejich objemy pouzité pro piipravu
mastermixu jsou uvedeny nize (Tab. IX). Pfiprava PCR mixu byla provadéna v chladicim
stojanu v PCR boxu. Do 1,5 ml mikrozkumavky byla napipetovana deionizovana H-O,
5x MyTaqg Red Reaction Buffer, MyTaq Red DNA polymerase, DMSO, forward a reverse
primery. Vysledny objem jedné reakce byl 48ul. Do mastermixu byly nasledné
pfipipetovany 2 pl izoldtu DNA. Zkumavka byla nésledné zvortexovana a stocena

v minicentrifuze (Microspin FV-2400; BioSan).

Tab. IX: Slozeni 1 PCR reakce.

Reagenty Objem (ul)
deionizovana H,O 34
5x MyTaq Red Reaction Buffer 10
MyTaqg Red DNA polymerase 5U/ul 0,5
DMSO (100%) 2,5
Forward primer (20 pmol) 0,5
Reverse primer (20 pmol) 0,5

Prubéh PCR reakce je uveden v tabulce X. Pro amplifikaci byl pouzit gradientovy PCR
cycler (MultiGene, Labnet). Po PCR amplifikaci byly PCR produkty vizualizovany pomoci

gelové elektroforézy (viz kapitola 7.6 Gelova elektroforéza).

Tab. X: Prabéh PCR reakce.

1 cyklus Teplota (°C) Cas (min)
Denaturace 95 9
40 cykli Teplota (°C) Cas (min)
Denaturace 95 1
Annealing 60 1
Elongace 72 1
1 cyklus Teplota (°C) Cas (min)
Finalni elongace 72 7
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7.4.2 Precisténi PCR produkti genu CDKN2A a CDK4

7.4.2.1 GeneAll Expin™ Combo GP kit

Po provedeni PCR reakce byly PCR produkty pieéistény pomoci GeneAll Expin'™ Combo
GP kitu, jehoZ reagenty jsou uvedeny v tabulce XI.

Odchylka od protokolu je pouze v poslednim kroku, kdy bylo pfidaino 10-30 pl
ddH,0 (podle kvality PCR produktu) namisto doporuc¢enych 50 ul.

Po precisténi byly vzorky vizualizovany pomoci gelové elektroforézy (viz kapitola

7.6 Gelova elektroforéza). Takto piecisténé vzorky byly pfipraveny pro sekvenacni reakce.

Tab. XI: Reagenty GeneAll Expin™ Combo GP kitu pouZité k pre¢isténi 1 vzorku.

Reagenty Objem (ul)
PCR produkt 45

PB buffer 225

NW buffer 700

ddH,0 10-30

7.4.2.2 ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup

Pokud po PCR reakci nebyly PCR produkty na gelové elektroforéze dobie viditelné, byly
precistény enzymaticky pomoci ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup, jehoZ reagenty jsou
uvedeny v tabulce XII. Po smichani reagent byla smés pomoci PCR cycleru (MultiGene,
Labnet) inkubovana 15 min. pii 37 C kvuli degradaci zbyvajicich primert a nukleotida
a dale byla smés inkubovéana 15 min. p¥i 80 °C kvili inaktivaci ExoSAP-IT™ ¢inidla. Takto

precisténé vzorky byly ptipraveny pro sekvenacni reakce.

Tab. XI1: Reagenty ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup pouZité k pro predisténi 1 vzorku.

Reagenty Objem (ul)
PCR produkt 5
ExoSAP-IT™ 2
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7.4.3 Sekvenaéni reakce

Precisténé PCR produkty byly pfipraveny pro sekvenacni analyzu tak, ze bylo smichano
pottebné mnozstvi pre¢isténého PCR produktu odpovidajici 50 ng DNA (1-5 ul dle kvality
precisténého PCR produktu) s 10 pmol forward ¢i reverse primerem stejnym jako pii PCR
amplifikaci a smés byla doplnéna ddH,O do 10 ul. Reagenty pro jeden vzorek jsou uvedeny
v tabulce XIII.

Tab. XIII: SloZeni 1 vzorku pro sekvenaci.

Reagenty Objem (ul)
PCR produkt 1-5
Forward ¢i reverse primer 0,5

ddH20 4,5-7,5

Primery pouzité pro sekvenaci jsou uvedeny v tabulce XIV. Takto ptipravené vzorky
byly odeslany na sekvena¢ni analyzu firmé¢ SEQme s.r.o. Celkem bylo provedeno 344

sekvenacnich reakci vCetné opakovani né€kterych problematickych reakei.

Tab. XIV: Primery pouzité k sekvenac¢ni analyze.

PCR Velikost
Smér Sekvence primeru 5°-3°
reakce templatu (bp)
1 F AGTTAAGGGGGCAGGAGTG 333
2 F ACCGGAGGAAGAAAGAGGAG 510
3 F AGCTTCCTTTCCGTCATGC 399
Gen CDKN2A
4 R CAGCTTGCGATAACCAAAGG 156
5 F GGTAGGGACGGCAAGAGAG 168
6 R TTCTTTCAATCGGGGATGTC 159
7 F GCGACTTTTGGTGATAGGAGTC 292
Gen CDK4
8 R CAACCCTCCACCACCTTCT 292

7.4.4 Analyza dat

Ziskana data ze sekvenace od firmy SEQme s.r.0. byla upravena pomoci programu Chromas
a pomoci programu BLAST® byly sekvence porovnany s databazi sekvenci NCBI. Na
zakladé porovnani sekvenacnich dat testovaného vzorku a referentni sekvence ve vyse
uvedené genové databazi bylo ovéteno, zda jsou pacienti nositelem néjaké mutace. Vysledky

sekvenacni analyzy budou blize popsany v kapitole 8.
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7.5 Analyza genu NQO1

Pro analyzu polymorfismu genu NQO1 (rs1800566) se vyuziva metoda PCR-RFLP, ktera
kombinuje dvé metody: polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a polymorfismus délky
restrikénich fragmentti (RFLP). Béhem PCR se v pozadovaném vzorku amplifikuje
specificky usek genu o velikosti 196 bp. Poté se provadi restrikéni $tépeni PCR produktu
pomoci restrikéni endonukledzy Hinf I. V ptipade vyskytu polymorfismu NQO1*2 se v PCR
produktu vyskytuje $tépné misto a Hinfl rozstépi PCR produkt na fragmenty o jasné
definované velikosti, a to 119 bp a 77 bp.

7.5.1 PCR

Po izolaci DNA a zméfeni jeji koncentrace byl pomoci metody PCR a specifickych primeri
amplifikovan pozadovany usek genu NQO1.

Pro PCR amplifikaci byly pouZity specifické primery, jejichZ sekvence byly pievzaty
z prace Bian et al. (2008). Primery byly vyrobeny firmou Elisabeth Pharmacon, spol. s.r.o.
a jejich sekvence jsou uvedeny v tabulce XV.

Tab. XV: Sekvence primert pro PCR reakci.

Smér Sekvence primeru 5°-3" Velikost templatu (bp)
F AAGCCCAGACCAACTTCT

Gen NQO1 196
R GCGTTTCTTCCATCCTTC

Nejprve bylo potieba pripravit tzv. master mix. K tomu byl pouzit kit MyTaq™ Red
DNA polymerase (Bioline) dle doporuceni vyrobce. Pro vétsi vytéznost PCR reakce byl
navic pouzit DMSO. Reagencie a jejich objemy pouzité pro pfipravu mastermixu jsou
uvedeny nize (Tab. XVI). Ptiprava PCR mixu byla provadéna v chladicim stojanu v PCR
boxu. Do 1,5 ml mikrozkumavky byla napipetovana deionizovana H,O, 5x MyTaq Red
Reaction Buffer, MyTaq Red DNA polymerase, DMSO, forward a reverse primery.
Vysledny objem jedné reakce byl 48ul. Do mastermixu bylo nasledné ptipipetovano 1-5 pl
izolatu DNA (objem zavisel na koncentraci DNA ve vzorku). Do pozitivni kontroly byly
napipetovany 2 ul DNA jiz zméfeného vzorku s heterozygotni variantou genu NQOI a do
druhé pozitivni kontroly byly napipetovany 2pl DNA jiz zmé&feného vzorku s homozygotni
(wild type) variantou genu NQOI. Zkumavky byly nasledné zvortexovany a stoceny

v minicentrifuze (Microspin FV-2400; BioSan).
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Tab. XVI: Slozeni 1 PCR reakce.

Reagenty Objem (ul)
deionizovana H,O 34,3

5x MyTaq Red Reaction Buffer 10

MyTaq DNA Polymerase 5U/ul 0,2

DMSO (100 %) 2,5
Forward pmer (20 pmol) 0,5
Reverse primer (20 pmol) 0,5

Pribéh PCR reakce je uveden v tabulce XVII. Pro amplifikaci byl pouzit gradientovy
PCR cycler (MultiGene, Labnet). Po PCR amplifikaci byly PCR produkty vizualizovany pomoci

gelové elektroforézy (viz kapitola 7.6 Gelova elektroforéza).

Tab. XVII: Prubéh PCR reakce.

1 cyklus Teplota (°C) Cas
Denaturace 95 5 min
32 cykla Teplota (°C) Cas
Denaturace 95 30s
Annealing 55 30s
Elongace 72 1 min
1 cyklus Teplota (°C) Cas
Finalni elongace 72 10 min

¥_ 7w

7.5.2 Restrik¢ni Stépeni

Vysledné PCR produkty o velikosti 196 bp byly Stépeny za pouziti restrikéniho enzymu
Hinf 1. Reagencie pouzité pro restrik¢ni $tépeni jsou uvedeny v tabulce XVIII. Restrikéni
misto je zobrazeno na obr. 7.

Nejprve bylo potfeba pfipravit mix pro restrikéni $tépeni. Do zkumavky bylo
napipetovano pro kazdy vzorek 4,5 ul restrikéniho pufru 10x CutSmart a 10 U (1ul)
restrikéniho enzymu Hinf I dle nasledného poctu reakci. Smés restrikéniho enzymu a pufru
byla pipetou promichana a stocena. Nasledn¢ bylo ke kazdému PCR produktu ptipipetovano
5,5 pl této smési a zkumavky byly stoceny pomoci stolni centrifugy (Microspin FV-2400;
BioSan) a inkubovany v miniinkubatoru (Mini Incubator, Labnet) pti teploté 37 °C po dobu
minimalné 60 minut. Vizualizace produktt restrikéniho $tépeni byla provedena pomoci gelové

elektroforézy (viz kapitola 7.6 Gelova elektroforéza).
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Obr. 7: Restrikéni misto enzymu Hinf I.

Tab. XVII1I: Reagenty pouzité pro restrikéni §tépeni 1 PCR produktu.

Reagenty Objem (ul)
Restrikéni enzym Hinf T (10 U/pl) 1
10x Restrik¢ni pufr CutSmart 4,5

7.5.3 Analyza dat

V disledku zamény nukleotidu C za T na pozici 609 v genu NQO1 vznikd nové $tépné
misto. Restriktdza Hinf I rozstépi PCR produkt o velikosti 196 bp na 2 fragmenty o velikosti
119 bp a 77 bp. Pokud neni pfitomna mutovand alela, PCR produkt se nestépi. Pokud je
vV PCR produktu pfitomna mutovand i normalni alela vznikaji nasledkem restrikéniho §tépeni
3 fragmenty o velikosti 196 bp, 119 bp a 77 bp. Vysledky PCR-RFLP budou popsany
v kapitole 8.

7.6 Gelova elektroforéza

Po provedeni PCR reakce byly PCR produkty vizualizovany pomoci gelové elektroforézy na
4% agardozovém gelu. Zasobni roztok 10x TBE byl pfipraven z prasku 10x TBE Buffer
(Thermo Scientific), ktery se rozpustil v deionizované vodé a doplnil se na objem 1 litru
deionizovanou vodou. Ze zasobniho roztoku byl ptipraven pracovni roztok 1x TBE, ktery byl
ziskan smichanim 50 ml 10x TBE se 450 ml deionizované vody.

Pro ptipravu barveného gelu byly pouzity 4 tablety obsahujici 0,5g agardzy
(FastGene Agarose Tablets, Nippon Genetics), 50 ml 1XTBE a pro vizualizaci 15 pl
fluorescen¢ni barvy Midori Green Advanced DNA Stain (Nippon Genetics). Smés byla
ohfivana, ¢astecné zchlazena a poté nalita do elektroforetické formy s hiebeny, kde také
ztuhla. Ztuhly gel pfenesen do elektroforetické vany (Mupid® One Elecrophoresis System)
a zalit roztokem 1xTBE tak, aby byl v pufru zcela ponoten.

Pro kontrolu amplifikace bylo na 4% gel naneseno v pifipadé¢ 7 amplifika¢nich reakei
pokryvajicich vybrané oblasti geni CDKN2A, CDK4 anebo Vv ptipadé amplifikacni reakce
odpovidajici genu NQO1 vzdy 5 ul PCR ptislusného PCR produktu a 5 pl hmotnostniho markeru
FastGene 100 bp DNA Ladder H3 RTU (Nippon Genetics) umoznujiciho stanoveni piiblizné
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délky PCR fragmentl. Elektroforéza probihala zhruba 10 minut pti 135 V. Poté byl gel pfenesen
na detekéni systém (FastGene GelPic LED Box, Nippon Genetics) a byly odecteny vysledky
amplifikace. Stejnym zpusobem byly také vizualizovany pieéisténé PCR produkty pouZité pro

sekvenaci. V piipad¢ restrikéniho $tépeni bylo na gel pipetovano 20 ul §tépeného PCR produktu.
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8 Vysledky

8.1 Koncentrace DNA

Koncentrace DNA u izolovanych vzorkli se pohybovala v rozmezi od 5,64 do 467 ng/ul
(podrobny piehled namétenych koncentraci u jednotlivych vzorka viz Ptiloha 4), coz bylo pro

pouzité metody (PCR, sekvenace, PCR-RFLP) dostacujici.

8.2  Zjisténé varianty v genu CDKNZ2A a CDK4

Typicky vysledek gelové elektroforézy po PCR amplifikaci vybranych oblasti genit CDKN2A

a CDK4 je znazornén na obrazku 8.

Obr. 8: Vizualizace PCR produkti genu CDKN2A a CDK4 pomoci gelové elektroforézy. PCR1 (333bp), PCR2
(510bp), PCR3 (399bp), PCR4 (156bp), PCR5 (168bp), PCR6 (159bp), PCR7 (292bp), marker — FastGene 100
bp DNA Ladder H3 RTU (Nippon Genetics) (zdroj vlastni).

V této diplomové praci byly diagnostikovany dva genové polymorfismy v genu
CDKNZ2A ato A148T a c.*29C>G, které budou déle popsany.

8.2.1 Varianta A148T

Na zaklad¢é porovnani sekvenci byl u vzorku ¢. 10, tedy u pacienta s malignim melanomem
vroding, prokazan vyskyt benigni varianty Al48T (c.442G>A; rs3731249)
V heterozygotnim stavu v exonu 2. Pfi této mutaci dochdzi k zaméné€ alaninu kédovaného
sekvenci GCG za threonin koédovany sekvenci ACG v kodonu 148. Typicky vysledek

sekvenace pro heterozygotni stav je vidét na obrazku 9.
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Obr. 9: Priklad sekvenaéni analyzy genu CDKN2A, PCR 3, vzorek ¢. 10. Cerna Sipka oznacGuje heterozygotni
stav R (G i1 A) pro benigni mutaci v genu CDKN2A ¢.442G>A (rs3731249) (zdroj vlastni).

8.2.2 Varianta c.*29C>G (C500G, nt 500)

Druhou variantou nalezenou u pacientd byla varianta ¢.*29C>G (rs11515), ktera je
Vv literatuie popisovana také jako nt500 ¢i C500G. Typicky vysledek sekvenace pro

heterozygotni stav (CG) je vidét na obrazku 10 a pro homozygotni (wild type) stav (CC) na
obrazku 11.
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Obr. 10: Vysledek sekvenaéni analyzy genu CDKN2A, PCR5, vzorek ¢&. 34. Cerna $ipka oznaduje S (C i G)
stav pro CDKN2A ¢.*29C>G (rs11515) (zdroj vlastni).

Obr. 11: Vysledek sekvenaéni analyzy genu CDKN2A, PCRS, vzorek ¢&. 35. Cerna $ipka oznacuje
homozygotni stav C/C pro genovou variantu genu CDKN2A ¢.*29C>G (rs11515) (zdroj vlastni).

48



Tab. XIX ukazuje pomérné zastoupeni genovych variant CDKN2A pro ¢.*29C>G.
Heterozygotni genotyp CG byl nalezen u 8 pacientd (22,9 %), homozygotni varianta CC
byla prokazana u 27 pacientti (77,1 %). Homozygotni varianta GG se nevyskytovala ani

V jednom piipade¢.

Tab. XIX: Zastoupeni variant polymorfismu ¢.*29C>G v této studii.

Melanom Karcinom Neznamy vyskyt melanomu ¢i
Genotyp | Pocet (%) ]

V rodiné pankreatu v rodiné | karcinomu pankreatu v rodiné
cc 27 (77,1%) | 16 4 7
CG 8(229%) |5 1 2
GG 0 -- -- --

Zajimavé je porovnani riznych vyskytii genotypi €.*29C>G u jednotlivych pacientd.
U 6 pacienttl, ktefi onemocnéli malignim melanomem se wild type genotyp CC vyskytoval
v péti piipadech (83 %) a heterozygotni varianta CG pouze V jednom piipadé (17 %).
Zkoumany soubor dale zahrnoval 17 ucastnikl, u nichz se maligni melanom vyskytl
v roding, ptficemz varianta CC byla prokazana ve 12 piipadech (75 %) a varianta CG pak
pouze ve 4 ptipadech (25 %). Podobn¢ to bylo u pacienti s vyskytem karcinomu pankreatu
v roding, kdy varianta CC se vyskytovala ve 4 piipadech (80 %) a varianta CG pak pouze
V jednom piipadé (20 %). Od 9 pacientti jsme bohuzel neziskali vypInény dotaznik, proto
jsme nemohli s jistotou uréit rodinnou anamnézu, a zjistit, zda maji pouze maligni melanom
nebo i karcinomem pankreatu v roding.

Tab. XX ukazuje pomérné zastoupeni variant polymorfismu ¢.*29C>G v populacnich

studiich ve srovnani s vysledky této diplomové prace.

Tab.XX: Zastoupeni variant polymorfismu ¢.*29C>G.

Genlabs s.r.o. Orlow et al. (2007) Polakova et al. (2009)
Genotyp Pocet (%) Pocet (%) Pocet (%)
cC 27 (77,1 %) 2645 (73,2 %) 431 (71 %)
CG 8 (22,9 %) 922 (25,5 %) 159 (26 %)
GG 0 46 (1,3 %) 18 (3 %)
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8.3 Zjisténé varianty v genu NQO1

Typicky vysledek gelové elektroforézy po PCR amplifikaci je zndzornén na obrazku 12.

Obr. 12: Vizualizace PCR produktti genu NQOL1 po restrikénim $tépeni pomoci gelové elektroforézy. Jamka 1
a 4 obsahuje vzorek s genotypem NQO1*1/*1 (196 bp), jamka 2 a 3 obsahuje vzorek s genotypem NQO1*1/*2
(fragmenty o velikosti 196 bp, 119 bp a 77 bp) jamka 5 obsahuje hmotnostni marker — FastGene 100 bp DNA
Ladder H3 RTU (Nippon Genetics) (zdroj vlastni).

V tabulce XXI jsou uvedeny referen¢ni hodnoty pro PCR RFLP popsanou v kapitole
7.5 a pro polymorfismus genu NQOL1.

Tab. XXI: Referen¢ni hodnoty pro polymorfismus genu NQO1 C609T.

Stépeny PCR produkt Vysledny genotyp

196 bp Nemutovany homozygot C/C (wild type)
196+119+77 Heterozygot C/T

119+77 Mutovany homozygot T/T

Tab. XXII pak ukazuje pomérné zastoupeni variant polymorfismu genu NQOL1 v této
studii. Homozygotni (wild type) genotyp CC byl nalezen celkem u 19 pacienti (68 %)
a heterozygotni varianta CT u 9 pacienti (32 %). Homozygotni varianta TT se nevyskytla

ani v jednom ptipadé.
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Tab. XXII: Zastoupeni variant polymorfismu C609T genu NQO1 této studii.

Melanom | Karcinom Neznamy vyskyt melanomu ¢i
Genotyp | Pocet (%) ]
v rodiné | pankreatuv rodiné | karcinomu pankreatu v rodiné

cC 19 (68 %) | 10 4 5
cT 9(32%) |5 1 3
TT 0 - - -

Zajimavé je opé&t porovnani, u jakych pacientt se jaky genotyp polymorfismu C609T
vyskytoval. U 7 dobrovolnikti nebylo mozné tento polymorfismus detekovat z diivodu at’ uz
malé koncentrace DNA ¢i nedostatku DNA pro analyzu z diivodu opakovani sekvena¢nich
reakci pfi zjiStovani mutaci geni CDKN2A a CDK4. U 6 pacienti s malignim melanomem
se genotyp CC vyskytoval u tfech pacientl (50 %) a ve tfech pripadech pak heterozygotni
genotyp CT (50 %). U 11 dobrovolnikti s malignim melanomem v rodiné se varianta CC
vyskytovala u 8 piipadi (73 %) a varianta CT pak u 3 ptipada (27 %). Podobné to bylo
u tcastnikt s karcinomem pankreatu v rodiné, kdy varianta CC se vyskytovala u 4 pfipada
(80 %) a heterozygotni varianta CT pak v jednom piipadé (20 %). Od ostatnich pacienti
jsme bohuzel neziskali vypInény dotaznik, proto jsme nemohli s jistotou urc¢it rodinnou
anamnézu, a tedy zda maji pouze maligni melanom ¢i i karcinomem pankreatu v roding.

Mezi 1éty 2014-2020 bylo v genetické laboratoii GENLABS s.r.o0. vySetteno celkem
126 pacientli na polymorfismus NQO1 C609T, vysledné frekvence jednotlivych genotypii
uvadi tabulka XXIII.

Tab. XXIII: Vysledné frekvence genotypid genu NQO1 *1/*1 a NQOI1 *1/*2 v laboratofi
GENLABS s.r.0.

Genotyp NQO1 (rs 1800566) Pocet (%)
CC (*1/*1) 91 (72 %)
CT (*1/*2) 35 (28 %)
TT (*2/*2) 0
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8.4 Vyhodnoceni on-line dotazniku

Celkem bylo provedeno genetické vysetieni mutaci v genech CDKN2A a CDKA4

a polymorfismu NQO1 C609T u 35 dobrovolnikii. Pouze 25 znich vyplnilo on-line

dotaznik. Sumarizovana data o vysledku vySetfeni a odpovédich z on-line dotazniku jsou

znazornéna v tabulce XXIV.

Studie se zacastnilo 20 zen a 15 muzl a jejich pramérny vek byl 38 let (41 let u zen

a 34 let u muzt). U 6 pacientd se vyskytoval maligni melanom piimo a 17 dobrovolnikd pak

potvrdilo vyskyt maligniho melanomu v rodinné anamnéze. Ve sledovaném souboru se

nevyskytoval ani jeden vzorek od pacienta s karcinomem pankreatu. Vysettili jsme vSak

5 pacientdt s karcinomem pankreatu v rodinné anamnéze. DalSich 20 tc¢astnikit mélo jinou

malignitu v rodin¢ (leukémie, rakovina prsu, rakovina plic, rakovina slinné zlazy, rakovina

tlustého stfeva, rakovina kostni diené a rakovina déloZniho ¢ipku).

Z 28 pacientil vysetienych pro polymorfismy CDKN2A ¢.*29C>G a NQO1 C609T,

se pouze V jednom piipad¢€ nachazeli oba polymorfismy soucasné v heterozygotnim stavu,

a to u pacienta s malignim melanomem.

Tab. XXIV: Vysledky vySetieni a data z on-line dotazniku.

Potvrzena
Potvrzena M'\./.I , | Potvrzena KI.D. . Potvrzena | jina
Vzorek | Pohlavi | VEk /CA:\&KS'}II_ZA CCI,?;;\CI:Z;AG NQOL1 | diagnéza léllei: l{:ych diagnéza lélli:ll:.ijh jind malignita
MM rodiny KP rodiny malignita | Eleni
rodiny

1 Jena 55 | AA CcC - 0 1 0 0 1 1

2 sena 26 | AA CcC CcC nd nd nd nd nd nd

3 sena 52 | AA CcC - nd nd nd nd nd nd

4 Zena 43 | AA CC CT 0 1

5 muz 34 |AA CcC CT 0 1

6 Zena 55 |AA CG - 0 1

7 muz 39 |AA CG cC nd nd nd nd nd nd

8 muy 14 | AA CcC CcC nd nd nd nd nd nd

9 muy 53 |AA CcC CT nd nd nd nd nd nd

10 Zena 30 |AT CG CcC 1 1

11 muz 65 |AA cC cc 1

12 Zena 27 |AA CG CcC 1 0 0

13 muy 14 | AA cC CT nd nd nd nd nd nd

14 mus 7 AA CcC CT nd nd nd nd nd nd

15 sena 33 |AA CG CcC nd nd nd nd nd nd

16 muz 29 |AA CcC - 0 1 0 0 0 1

17 Yena 28 | AA CcC - 0 1 0 0 0 1

18 Yena 49 | AA CcC - 0 1 0 0 0 1

19 Yena 59 |AA CcC CcC 1 1 0 0 0 0
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Potvrzena
CDKN2A | CDKN2A Potvrzena MI\./.In ‘ch Potvrzena KI.D.n ‘ch Potvrzena | jina
Vzorek | Pohlavi | Vék | X702 | “50-0~ | NQOL | diagnéza ‘é'lei:ﬁyc diagnéza ‘é'lé':lﬁyc jind | malignita
MM rodiny KP rodiny malignita | Elend
rodiny

20 muz 28 |AA cC cC 0 1 0 0 0 0

21 muz 33 |AA cC cC 0 1 0 0 0 0

22 sena 45 | AA cC cC 1 0 0 0 0 1

23 Jena 49 |AA CG cC 0 0 0 1 0 1

24 muz 25 |AA CcC cC 0 0 0 1 0 1

25 muz 26 | AA CcC cC 0 0 0 1 0 1

26 muz 52 |AA CcC cC 0 0 0 1 0 1

27 Sena 45 |AA CG cC 0 1 0 0 0 1

28 mu 43 |AA CcC cC nd nd nd nd nd nd

29 Sena 42 | AA cC cC 0 1 0 0 0 1

30 Jena 62 |AA cC CT 0 1 0 0 0 1

31 zena |1 |AA cC - 0 1 0 0 0 1

32 Jena 37 | AA CcC CT 1 0 0 0 0] 1

33 Yena 36 | AA ccC CT 0 1 0 0 0 1

34 muz 43 |AA CG Il 1 nd nd nd 1 nd

35 Jena 46 | AA CcC CcC 1 0 0 0 0 0

nd — no data, mm — maligni melanom, kp — karcinom pankreatu, mutantni genotyp
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9 Diskuse

Cilem této diplomové prace bylo otestovat bud’ piimo pacienty anebo jejich piibuzné
trpici malignim melanomem anebo karcinomem pankreatu na piitomnost mutaci v genech
CDKN2A a CDK4 a polymorfismu C609T v genu NQO1. Celkem bylo geneticky vysetifeno
35 dobrovolniki. Stézejnim doplnénim informaci bylo vyplnéni on-line dotazniku vedouciho
ke zjiSténi rodinné anamnézy pacientl. Z 35 dobrovolnikd vyplnilo dotaznik pouze 25,
protoze dotaznik byl Ucastnikim studie zasilan az zpétné¢ a tito dobrovolnici bohuzel
nereagovali ani na opakované pokusy o komunikaci. U 10 dobrovolnikti jsme tedy nemohli
zjisténé genetické varianty piifadit k jedné ¢i druhé skupiné diagnozy, protoze u nich nebyla
znama celkova anamnéza. Co se tyCe ziskdvani informaci o ucastnicich studie pomoci
on-line dotazniku, je na misté pfipustit, Ze dotazniky méli byt dobrovolnikiim posilany
rovnou s informovanym souhlasem a odbérovou soupravou na izolaci DNA, ¢imZ by se
docililo vyplnéni dotaznikii od vSech ucastnikli. Dotaznik byl vSak vytvofen az v prub&hu
studie a toto jiz bohuzel nebylo mozné. Dale by byly zajimavé vzhledem Kk analyzovanym
genim také informace o 1éCbe a ptipadn€ 1 o pfitomnosti metastaz u pacientii postizenych
nékterym z uvedenych typt malignit.

Na zdklad¢ ziskanych dat jsme vySetfili 6 pacient s malignim melanomem.
Zajimavé bylo zjiSténi, ze primérny veék téchto Sesti pacientti v nasi kohorté byl 46 let
(46 u Zen a 43 u muzi), coz neodpovida prumérnému medianu véku pacientti s malignim
melanomem, ktery je u zen 61 let a u muzh 65 let. Tato skuteCnost by mohla byt zptisobena
obecné vysSim povédomim o diagnostice a prevenci melanomu. Dal§im diivodem by mohl
byt také opakovany vyskyt nadorovych onemocnéni v rodindch téchto pacientli, coz jisté
vedlo ke zvySené pozornosti jich samotnych a také jejich oSetfujicich 1ékait z hlediska
prevence a véasného zachytu nadorovych onemocnéni.

V genu CDKN2A bylo doposud popsano 671 ruznych mutaci, z nichz 126 bylo
popsano jako patogennich, 6 jako benignich a 328 jako mutaci s nejasnym vyznamem.
Zbytek se rozdéluje do kategorii pravdépodobné benigni, pravdépodobné patogenni ¢i
rizikovy faktor. Jedna se o mutace asociované nejen s melanomem, ale s riznymi jinymi
malignitami (ClinVar. [online]). CDKN2A je obrovsky gen, ktery je slozen z 27573 bazi,
pticemz kodujici sekvence tvoti pouze 4400 bazi, coz je 16 % z celkového poctu bazi (NCBI

Nucleotide [online]; Gene: CDKN2A [online]). Z 9 exont a tedy kodujicich oblasti genu

INK4A ARF
6 4

jsou standardné sekvenovany pouze ty exony, které tvoii izoformy pl apl , tedy

exony la, 1B, 2 a 3. Vcelém genu se nachazi obrovské mnozstvi zjisténych mutaci
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a polymorfismi (viz Ptiloha 5). Je pravdépodobné, Ze i mutace v intronovych oblastech
a 3" a5 neptekladanych oblastech mohou potencidlné ovliviiovat funkci genu CDKNZ2A.
Piikladem mutze byt intronova mutace c.*102-105A>G (IVS2-105 A/G, rs1060501266)
ptitomna hluboko v intronu 2, ktera ovliviiuje sestfih genu CDKN2A (Harland et al., 2001).
Ve studii Goldstein et al. (2007) byla tato mutace nalezena u 9 rodin z UK a Australie
a jednalo se o jednu z nejcastéj$ich mutaci. Studie Harland et al. (2001) pak stanovila
frekvenci vyskytu této mutace na 15 % u anglickych rodin bez pfitomnosti jinych mutaci
v genu CKDN2A. Mutace 1VS2-105 A/G byla také zahrnuta do analyz v této diplomové
praci. Z tohoto divodu je dilezité, aby byly vice prozkoumany pravé tyto oblasti, coz mize
vést k porozuméni procesu vzniku rtiznych malignit a tim K vyvoji novych metod 1é¢by.
V této diplomové praci byly vgenu CDKN2A objeveny 2 varianty a to A148T
vexonu 2 ac.*29C>G v 3'UTR oblasti, které budou dale diskutovany. V genu CDK4 pak
nebyla zjiSténa Zadna mutace.

V online databazi ClinVar a ve vétS§iné doposud publikovanych studii je varianta
CDKN2A A148T pouze polymorfismem a je popisovana jako benigni, a tedy nema vliv na
funkénost transkripéni varianty genu CDKN2A oznatovanou jako protein pl6"<*A
(Lilischkis et al., 1996; Spica et al., 2006; Bertram et al., 2002; NCBI. ClinVar. [online]). Ve
studii McKenzie et al. (2010) se tento polymorfismus choval jako protein divokého typu ve
vSech funkénich testech a byl tedy schopen zastavit bunéény cyklus. Nebylo prokazano, Ze
by tato mutace ohrozila funkci proteinu, ale dosud publikované studie poukazuji na moznou
spojitost tohoto polymorfismu s dalsimi mutacemi genu CDKN2A. Polska analyza kolektivu
Debniak et al. zroku 2005 provedena na polské populaci vSak poukazuje na moznou
asociaci této mutace s mirn¢ zvySenym rizikem vzniku melanomu obzvlasté u lidi mladSich
50 let. Studie Harland et al. (2014) z Australie pak pozorovala skute¢né zvySené riziko
spojené s variantou CDKN2A A148T, pfi¢emz vSechny australské piipady mély ¢asny nastup
onemocnéni, coz naznacuje, ze Ufinek této varianty je pravdépodobné silnéjsi v mladSim
véku. Bakos et al. (2011), ktefi se zabyvali touto mutaci u populace jizni Brazilie, kterd ma
nejvetsi incidenci melanomu v jizni Americe prokdzala vyssi frekvenci této mutace
U pacientl s vice primarnimi melanomy ¢i s familiarnim vyskytem melanomu (21,4 %) nez
U pacientii se sporadickym melanomem (10,1 %). Funk¢ni testy pak prokazaly, Ze vysledny
variantni protein ma snizenou u¢innost pii inhibici buné¢né proliferace ve srovnani s wild
typem, coz vede k domnénce, Ze tato varianta neni zcela benigni, jak je bézné uvadéno ve
validovanych klinickych databazich. Ve studii Puig et al. (2005) provedené na Spanélské
populaci byla varianta CDKN2A A148T identifikovana u 13,5 % pacientii s vice primarnimi
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melanomy, coz je vice nez u zdravych kontrol (5,45 %). Tyto studie tedy poukazuji na
moznou asociaci varianty CDKN2A A148T s vyskytem maligniho melanomu. Dalsi studie
prokazaly, ze varianta CDKN2A A148T je nadmérné¢ zastoupena nejen u pacientl
s melanomem, ale také u pacientti s rakovinou prsu, plic a mocového méchyie a je tedy
dulezitym prediktorem malignity (Debniak et al., 2006; Borkowska et al., 2011). Zminéné
studie vSak byly provedeny pouze na polské populaci a jejich vysledky tedy nelze aplikovat
na jiné populace. V této diplomové praci byla varianta CDKN2A A148T detekovana pouze
u pacientky (dcery) s vyskytem maligniho melanomu v rodin¢ (postizena matka), a tedy
nelze vyvodit zavéry, zda je tato mutace piimo Spojena s rizikem vniku maligniho melanomu
¢i nikoliv. Geneticka analyza vétsi skupiny pacientti postizenych malignim melanomem
Vv riiznych populacich by mohla ukazat skute¢nou frekvenci této konkrétni mutace. Nasledné
by mohlo byt vypocitano relativni riziko (OR) vzniku maligniho melanomu u nositelii této
mutace. Je potieba dalSich nezavislych populacnich studii tykajicich se jak familiarnich, tak
sporadickych melanomil, aby mohlo byt s urcitosti fe¢eno, ze mutace CDKN2A A148T ma ¢i

nemé dopad na funkci proteinu p16"™ <44

, a tedy mize byt povazovana za patogenni mutaci
Vv piipad¢é maligniho melanomu.

Druhou zjisténou mutaci V této diplomové praci je mutace CDKN2A c¢.*29C>G
nachazejici se ve 3' nepiekladané oblasti (3'UTR) genu. Tato oblast je zodpovédna za
spravnou regulaci genové exprese na posttranskripéni trovni (lokalizace mRNA, stabilizace
mRNA, regulace translace) a tedy jakékoliv naruseni v této oblasti mize vést k celé fad¢
onemocnéni vcetné malignit (Lopez de Silanes et al., 2007; Przybyla et al., 2015). Jakym
zpusobem tato varianta ovliviiuje riziko melanomu vSak doposud neni jasné. Mohlo by se
jednat o zménu stability transkriptu CDKN2A nebo o zménu Grovné transkripce, ptipadné by
mohla byt ve vazebné nerovnovaze s dosud neidentifikovanou variantou, ktera je piimo
zodpovédna za zvySenou citlivost na melanom. Mohlo by také dojit k naruseni funkce genu
zménou sestfthu mRNA, coz vede k preskakovéani exontl ¢i k retenci intrond (Mayer et al.,
2000). Dle doposud publikovanych studii je tato mutace povazovana za polymorfismus.
Studie Harland et al. (2014) neprokazala zddnou spojitost polymorfismu CDKNZ2A
€.*29C>G s rizikem vzniku melanomu, jelikoz frekvence této mutace byla 27 % u pacientli
s melanomem a 26,8 % u zdravych kontrol. Dle Orlow et al. (2007) pfitomnost tohoto
polymorfismu vykazuje mirn€ zvySené riziko pro vznik melanomu u nositeli homozygotni
varianty (CC ¢i GG). Ob¢ uvedené studie ale naznacuji, Ze je potieba provést dalsi analyzy
k potvrzeni této hypotézy. Aitken et al. (1999) popisuji souvislost CDKN2A ¢.*29C>G

S rizikem familidrniho melanomu, ale zfejmé az ve spojeni s dalSimi genetickymi faktory.
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Frekvence mutované alely byla mirné zvySena u 514 pacientd s melanomem (14,2 %) ve
srovnani s 200 kontrolami (11,1 %). Pokud byly ptipady melanomt rozdéleny na zakladé
familidrniho rizika vyskytu melanomu, dosSlo k vyznamnému posunu a polymorfismus
CDKNZ2A ¢.*29C>G mél nejvyssi frekvenci u rodin s nékterou z mutaci CDKN2A, a to
pfedevsim u rodin keltského puvodu (Aitken et al., 1999). Sauroja et al. (2000) publikovali
prokézali, ze tento polymorfismus je spojen s vyrazné kratsi dobou progrese od primarniho
(diagnézy primarniho melanomu) k metastatickému melanomu. U pacientii bez tohoto
polymorfismu byla primérna doba progrese 30 mésici, zatimco u pacientd s polymorfismem
to bylo pouze 6 mésicii. To znamena, Ze tento polymorfismus mize vyznamné ovliviiovat
transkripty p16™ ** a p14”%F. Dosli k zavéru, Ze sice nelze povazovat polymorfismus
CDKN2A ¢.*29C>G za hlavni prognosticky faktor onemocnéni, ale jakékoliv abnormality
genu pusobicich jako kontrolni body GI1/S faze bunéného cyklu jsou jednim
z nejvyznamnéjSich faktorli nezbytnych pro rozvoj maligniho melanomu. Tyto vysledky
svéd¢i o mozné uloze tohoto polymorfismu a zifejmé i dalSich polymorfismi v 3'UTR pi1
iniciaci a progresi melanomu. K objasnéni potencialni asociace polymorfismt v oblasti
3'UTR je potieba déle vysetiovat rodiny s témito polymorfismy.

Polymorfismus CDKN2A ¢.*29C>G byl zkouman také v souvislosti s jingym typem
malignit jako je napft. karcinom hlavy a krku, adenokarcinom horni ¢ésti traviciho traktu ¢i
zhoubny nador vajec¢nikl ale ani v jednom ptipadé nebyla prokdzdna spojitost mezi timto
polymorfismem a vznikem malignity (Pinheiro et al., 2014; Geddert et al., 2005; Yan et al.,
2008). Tento polymorfismus byl v dalSich studiich naopak spojovan s vyskytem
kolorektalniho karcinomu, rakoviny mocového méchyie a rakoviny délozniho ¢ipku
(McCloud et al., 2004; Sakano et al., 2003; Vargas-Torres et al., 2014). U glioblastomu pak
byla tato varianta spojena s horsi prognézou a vys$$im vékem (Royds et al.,, 2011). Dalsi
studie provedend na indické populaci poukazuje na to, Ze genotyp CG ¢i GG ma protektivni
efekt vrozvoji rakoviny vaje¢nik@t (Thakur et al., 2012). V Ceské republice byla
v souvislosti stimto polymorfismem publikovana pouze jedna studie tykajici se
kolorektalniho karcinomu, kterda ale nepotvrdila Gcast genu CDKN2A na tomto typu
malignity (Polakova et al., 2009).

V této diplomové praci byla nejvice zastoupena homozygotni varianta CC (wild type)
S procentudlnim zastoupenim 77,1 % a heterozygotni genotyp CG s 22,9 %. Homozygotni
genotyp GG nebyl zjistén ani v jednom piipad¢é. Tyto vysledky odpovidaji populacnim

studiim, které ovSem byly provedeny na nesrovnatelné vétSim vzorku populace viz Tab. XX
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v kapitole 8.2.2 Varianta ¢.*29C>G (C500G, nt 500) (Orlow et al., 2007; Polakova et al.,
2009). V obou studiich byl nalezen i homozygotni genotyp GG, ktery se v této diplomové
praci nevyskytoval, coz by pravé mohlo byt ovlivnéno velikosti vySetfovaného souboru.
Studie srovnatelna jak mnozstvim pacientd, tak zjiSténym zastoupenim jednotlivych mutaci
je studie Veinalde et al. (2013) provedena na lotySské populaci. Zde bylo vySetfeno
20 pacientli s malignim melanomem v rodiné. Polymorfismus CDKN2A A148T byl zjistén
u 2 pacientit (10 %) a polymorfismus CDKN2A ¢.*29C>G u tfech pacienti (15 %). Jina
studie tykajici se také lotySské populace se 125 pifipady maligniho melanomu zachytila
mutaci CDKN2A A148T v6 % a polymorfismus CDKN2A ¢.*29C>G v 18 % pacientti
s malignim melanomem (Pjanova et al., 2007).

Dale byla v této diplomové praci u pacienti s malignim melanomem ptitomna vzdy

6™ A i p14”~F budou ziejme plnit plnohodnotné

jen varianta CC a transkripéni varianty pl
své funkce v bunééném cyklu. Lze tedy predpokladat, Ze v patogenezi melanomu bude hrat
roli jiny faktor nez mutace v genu CDKN2A, ktera zde nebyla objevena. U dobrovolnikii
s melanomem v roding byla vSak heterozygotni varianta CG pfitomna u 4 pacientti ze 17 a ti
by tak mohli mit nejen zvysené riziko vzniku maligniho melanomu, ale i rychlejsi progresi
tohoto onemocnéni v piipadé rozvinuti melanomu.

Zaveérem lze shrnout, ze v genu CDKN2A existuje obrovské mnozstvi mutaci jak
Vv kddujicich, tak nekddujicich oblastech, pficemz zaddna studie se jeSté nezamétila na jejich
moznou koexistenci a jejich vliv na vSechny transkripéni varianty genu. Je tedy
pravdépodobné, Ze i mutace v 3’a 5 neptekladanych oblastech spolu s dal§imi mutacemi

mohou ovliviiovat funkci téchto variant a takova budouci studie by mohla vnést nové

poznatky do patogeneze a 1é¢by maligniho melanomu.

V této diplomové praci byl u 28 pacientt charakterizovan také polymorfismus C609T
v genu NQOL, pii kterém dochazi k substituci T za C v pozici 609, kterd vede ke zméné
prolinu na serin v pozici 187 (P187S). Genotyp CC je spojen s nejveétsi aktivitou enzymu
zastoupena nemutovana homozygotni varianta CC (wild type) s procentualnim zastoupenim
68 % a heterozygotni genotyp CT s 32 %. Homozygotni genotyp TT nebyl zjistén ani
Vv jednom piipade. V letech 2014-2020 bylo v genetické laboratofti GENLABS vySetieno
celkem 126 jedincti, u nichz byl testovan polymorfismus C609T v genu NQO1 pomoci
metody PCR RFLP. Nejvice zastoupen byl homozygotni genotyp CC s procentudlnim
zastoupenim 72 % a heterozygotni genotyp CT s 28 %. Homozygotni genotyp TT se
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nevyskytoval ani v jednom ptipadé€. Zjisténé frekvence tak odpovidaji datim ziskanym v této
diplomové praci. Navic vysledky odpovidaji také hodnotam typickym pro bélosskou
populaci a koreluji s daty ziskanymi studii tohoto polymorfismu u 347 zdravych obyvatel
Ceské republiky (Stsova et al., 2005). V ramci kavkazské populace byl heterozygotni
genotyp CT detekovan u vétsiho procenta jedinci (39,5 %) ve srovnani s nasimi vysledky.
Navic byli ve studované populaci detekovani také mutovani homozygoti TT a to ve 4.4 %
(Kelsey et al., 1997). V této diplomové praci varianta TT nebyla detekovana ani v jednom
ptipade, coz mize byt zplsobeno malym vysetfovanym souborem ¢i nizsi prevalenci této
varianty v ceské populaci.

Na otazku, zda hraje NQOL roli v patogenezi melanomu se snazili odpovédét
Chenget al. (2010). Pouzitim technologie tkanovych mikroCipli a imunohistochemie
zkoumali expresi genu NQOL1 v dysplastickych névech a primarnich melanomech. Zjistili, ze
exprese je vyrazné zvySena prave u melanomui ve srovnani s névy, a to predevSim u Zen, coz
ale mohlo byt ovlivnéno genetickymi rozdily pozorovanymi u riznych podtypti melanomu.
Tato zjisténi naznacuji, zZe NQO1l mize hrat dulezitou roli v prvotnich fazich vyvoje
melanomu. Jeho fyziologickou funkci je detoxikace potencialné mutagennich sloucenin,
a tedy snizena aktivita NQOL ziejm¢ predisponuje melanocyty k progresi rakoviny.

U 126 vzorkih tkani od cinskych pacienti s pankreatickym duktalnim
adenokarcinomem byl zkouman prognosticky vyznam nadmérné exprese NQO1 ve srovnani
s kontrolnimi vzorky tkani zdravého pankreatu. U malignich vzorki byla siln¢ pozitivni mira
exprese NQOL1 (65,9 %) ve srovnani s kontrolami (10,9 %), coz naznacuje, ze NQO1 muze
hrat dulezitou roli v progresi onemocnéni. Vysoka exprese NQO1l muze byt nezavislym
prognostickym biomarkerem pro vcasnou diagnostiku a progndézu a potenciondlnim
molekularnim cilem u pacientt s pankreatickym adenokarcinomem. Dalsi vyzkumy by také
mohli ovéfit, zda by inhibitory NQO1 mohly byt vhodné pouzity pii 1é€bé pacientii
a pankreatickym adenokarcinomem (Ji et al., 2017).

Dalsi studie zabyvajici se NQO1 v souvislosti s malignim melanomem a karcinomem
pankreatu by mohly v budoucnu pomoci objasnit patogenezi téchto malignit a piipadné
navrhnout nové metody 1é¢by se zamétenim pravé na genovou expresi NQO1.

Heterozygotni varianta CT, kterd vede k enzymu NQO1 se snizenou aktivitou byla
Vv této diplomové praci detekovana u 2 pacientit s melanomem, u kterych nebyla detekovana
zadna jind mutace genu CDKN2A a polymorfismus v genu NQO1 by mohl byt iniciatorem
kancerogeneze, protoze enzym se snizenou aktivitou nebyl schopen detoxikovat potencialné

mutagenni slouceniny a mohlo dojit k progresi rakovinného bujeni. Snizend aktivita tohoto
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enzymu by také mohla mit vliv na 1écbu téchto pacientti. Dale byla tato varianta detekovana
u 3 dobrovolniki s melanomem vrodiné a u 1 dobrovolnika s karcinomem pankreatu
v rodin¢ a vzhledem Kk tomu, Ze tento gen mize hrat dilezitou roli v progresy obou malignit,

je dilezité u téchto pacientti dbat na spravnou prevenci.

U 28 dobrovolnika se podatilo vySettit gen CDKN2A, CDK4 i NQO1. U poloviny
ptipadi byl nalezen vzdy jeden heterozygotni genotyp pro sledované geny (CG pro
CDKN2A ¢.*29C>G nebo CT pro NQO1*2) a 13 piipadt nemélo pfitomno ani jednu mutaci
v analyzovanych genech. Pouze u jednoho pacienta byly nalezeny dva rGzné variantni
genotypy CG pro CDKN2A ¢.*29C>G a CT pro NQO1*2 v heterozygotnim stavu a to
U pacienta, ktery v minulosti onemocnél malignim melanomem. Zajimavé by bylo od tohoto
pacienta zjistit dal$i informace o jeho 1éCbé a progresi onemocnéni, zda mél ptitomny
metastaze apod. Tento pacient vSak byl jednim z téch, ktefi nevyplnili on-line dotaznik ani
po opakované prosbé a neni tedy pravdépodobné, ze by chtél poskytovat dalSi informace

0 svém zdravotnim stavu.

Dals$im ptfinosem pro tuto diplomovou praci by bylo porovnat vysledky z této studie
s dostate¢né velkou kontrolni skupinou bez ptitomnosti maligniho melanomu ¢i karcinomem
pankreatu Vv rodinné anamnéze. Porovnani takovych skupin by bylo ve své podstaté
piinosnéjsi a vysledky by vice vypovidaly o mozné asociaci nalezenych polymorfismt
a mutaci v genu CDKN2A a NQO1 s malignim melanomem.

V ramci této diplomové prace byl vySetfen pomérné maly pocet participanti. Neni
vSak jednoduché presvédCit pacienty, ktefi trpi néjakou malignitou, ¢i jejich rodinné
piislusniky, ke spolupraci. VéEtsi vzorek by patrné ukazal mnohem §ir$i souvislosti a mohlo
by se jednat o prvni takovou studii v Ceské republice tykajici se mutaci gent
predisponujicich k malignimu melanomu. V ptipadé vSech analyzovanych genti by jisté bylo
pfinosem vysSetfit expresi téchto genti pfimo v buitkach melanomu. V dne$ni dob¢ vSak neni
prakticky mozné vySetfovat histologické vzorky od pacientii jinde nez na patologickych
oddélenich nemocnic ¢i v bioptickych laboratotich.

Plosné genetické testovani pacientd s malignim melanomem ¢&i karcinomem
pankreatu a jejich rodinnych piislusnikii by se mohlo v budoucnu stat dilezitym krokem
k objasnéni ptesnych pfi¢in vzniku a rozvoje maligniho melanomu a potencialné¢ by mohlo
pomoci objevit nové latky k 1é¢bé této malignity. O néco takového se snazi napt. Cesky

projekt CZECANCA, ktery cili u pacientii s dédicnym nddorovym onemocnénim na
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219 gend, zahrnujicim mimo jiné i gen CDKN2A a CDK4. Jedna se o molekularné-genetické
vySetfeni pomoci diagnostického NGS panelu. Vysledky tohoto projektu zatim nebyly
publikovany (Soukupova et al., 2016). Vzdy je vSak velmi dulezit¢é dbat na spravnou
interpretaci genetickych testl v $irSim kontextu zjisténych poznatkti. Na zakladé ziskanych
poznatkd v této praci muze byt napiiklad velmi vhodné vySetfeni mutaci v genech BRAF
a NQO1, které ziejmé hraji vyznamnou roli v odpovédi na 1é¢bu u pacientd S malignim
melanomem, a které dosud neni v klinické praxi pouzivano.

Piestoze jsme analyzovali omezeny pocet pacientd S melanomem a karcinomem
pankreatu a jejich rodinnych pfislusnikt,, vysledky této studie nds vedou k zavéru, ze
patogenni mutace genu CDKN2A ziejmé¢ nebudou hlavnim predisponujicim faktorem pro
maligni melanom v Ceské republice. Maligni melanom tedy bude pravdépodobné zpiisoben
mutacemi v jinych méné rizikovych melanomovych genech ¢i dal§imi environmentalnimi

faktory.
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Zavér
V ramci diplomové prace byly shrnuty poznatky o malignim melanomu, coz je
neuroektodermovy nador, ktery vznika z melanocytii a je jednim z nejzhoubnéjsSich koznich
nadorit se strm¢ rostouci incidenci. V souCasné dob¢ je vCasna diagnéza u pacientl
Cilem experimentalni Casti bylo detekovat mutace nejen v bézné vySetfovanych
genech CDKN2A, CDK4, ale také polymorfismus C609T v genu NQO1. Cetnost mutaci se
Vv této studii ve srovnani s podobnymi popula¢nimi studiemi vyznamné neliSila. Budouci
vyzkum téchto 1 dalSich potenciondlné predisponujicich genti by vSak mohl do této
problematiky vnést nové poznatky, které by nam pomohli porozumét biologické podstaté
vzniku a rozvoje melanomu a tim ptispét k vyvoji novych metod Ié¢by snizujicich mortalitu
spojenou s malignim melanomem. Cilem genetického testovani je také identifikace vysoce
rizikovych pacientdi, u nichz by bylo mozné zahajit procesy prevence a ptipadné vcasné
diagnostiky. V ptipadé melanomu je vSak dulezita i edukace populace a bézna dostupnost
zakladniho dermatoonkologického vySetfeni s naslednou odbornou péci. V poslednich letech
se vSak diagnostika a celkova kvalita I¢kaiské péce vyrazné zlepSuji a vysoké procento

nadorovych onemocnéni je diagnostikovano v terapeuticky piiznivéjSich stadiich.
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Prilohy

Priloha €. 1: Zndzornéni pravidel ABCDE (Arenbergerova a Arenberger, 2005).

A — Asymetrie — lozisko je nepravidelné s nesymetrickym tvarem

Asymetricky tvar Symetricky tvar

B — Borderline — okraje loziska jsou cipaté, nepravidelné se zatezy a vybézky

Nepravidelny okraj Pravidelny okraj

C — Colour — barva loziska se méni, tmavne a stava se skvrnitym

bW
. §\'0-, L
y g '\\

NS

8
0

A

Vicebarevny projev Jednobarevny projev
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D — Diameter — prumér loziska je nad 5 mm a trvale se zvétSuje

Veétsi nez 5 mm Mensi nez 5 mm

E — Elevation — rist do vysky ¢i evolution — vyvoj v Case

T AP T -
s p i

Vyvyseny projev Plochy projev
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Priloha €. 2: Informovany souhlas.

G_ 5 era. SOUHLAS 5 GENETICEYM LABCRATORNDM VY SETRENIM
Lipowra 1 TEQ/% 1 T 1
= Jolce T
GEN BS 370 05 Caska Budejovics 2 B 1
L‘ \ Melskulame gunseticka laberatot Vypmacoval: Mgr. Dagmer Risgert Bystticka PaDr
Odbomoest B1&

Souhlas s genetickym laboratornim vyvietienim

0 OwefentpotiTzent diagnozy nemoci a'nebo vivojove vady: ...
0 Zjisténl predispozice pro nemoc Tebo VEVOIOVOW VAR . ..o e e e e e
0  Zjistén prenasecstel pro nemoc a'mebo vyvojovou vadi:. ...
O Eopimalizach Io0by . e

Alternativy navrhovansho genetickélio vvietfeni (jejich vhodmost, primos a rizika):

B. PROHLASENI VYSETROVANE OSOBY
B. 1. Za vyie ovedenym acelem soublasim s odbérem dile uvedensho vzorkun z mého téla a s provedenim
téchto vyietTenl:
Cytogeneticka vyietTen:
O Earyoryp (analiza chromosomi)
TEOB oo e

Molekulirné geneticka vyietfent:
O Wyletfemd Pro chOTobI. ..o e e e e e e e e
o 5 TS TR

Jina vyietreni:

Ze vzorkn:
O Zilmikrev Osliny O tkad ke, sval
S T TSRS NOURRRUR

B. 1. Souhlas vyietrovane osoby/zakonneho zastupce:
Potvrznji, Ze mi bylo poskyimnto poradenstvl ke genetickenm laboratornimu vyieifeni za tielem jak nvedeno
shora a Ze jsem poskytoute informaci porozumeél’a. Lekatem mi bylo sdéleno a vysvétleno nasledujici:
s+ Tfel, povaha, pfedpoklidany pfinos genetického lsboratorniho vySetfeni
s Moy dopad vysledkt genstického vyietfeni na mé zdravi, na zdravi mrych potomki (budoucich
generaci) a zdravi geneticky piibuznych osob
s  Riziks neofekévanych naleml, cof jzou ndlezy, které nejsou iifelem genetického laboratornibe
vySetfanl presto je analvza geneticke informace zjistl. Neodekavane nalery lze rozdélit na skupinu
nilezi, které mohou mit pro pacienta a ozoby s nim geneticky piibumeé zavainy dopad (napf. zvyiens
nackynost k nadorovym onemocnénim nebo nepotvrzend otcovstvt). Druhou skupinou jsou nalezy,
které se odlifnji ndlezh béinych, ale jejich konkrémi dopad na soucasny a‘nebo budouci zdravemd staw
pacients a geneticky piibnzné osoby nelze na zikladé soufasnych znalest stanowvit.

GENLABS s.ro_ Geneticka lnl:rma‘har GENLABS:; Lipova 1739/, 370 05 Ceské Budijovice 2,
& 018 53 B03, spol. vedena 1 Méstského soudu v Praze. odd. C, vl 212429
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GENLS "BL ,2;‘;"“' SOUHLAS 5 GENETICEYM LABCRATORNDM VY SETRENDMM
Lipora 1753/ sl stramky 2
= ries T
&EN BS 370 05 Coska Badtjondics 2 — R
h \ Molakulims gunaticks laboramt Vypmacoval: Mgy Dagmoar Riagurt Byatticka Ph D
Obarnost B16

Mél'a jsem mofmost vie si fadné, v klidu a v dostatefné poskytmutém Sase zvasit, mél'a jsem moZnost s lakate
zeptat 0a vie, co jsem povaZoval'a za pro moe podstamé a poTebné védét a probrat 5 nim vie, Cemu jsem
nerozumal’s Ma tv to mé dotazy jsem dostal’a jasnou a storumitelnon odpoved.

B. 31 Rozhodl'a jsem, 7e se vzorkem bude po nkonceni testovam nalozeno takto:
Seunhlas se skladovinim

O Pokud to bude moZné a‘nebo icelng, bude mibj vzorek skladovan pro dalil vyietfeni provedsna k mému
prospéchu 2 prospéchu mych pr'"b'lm'-'l:h Pred genstickym vyietfenim, kiere by se prov sdélo za jimymi wlely
nezuvedeno v £ast A, budu fadné poudena a toto vySedenl buds vady provedeno aZ s novym informovanym
sonhlasem. Vzorek bu.de skladovan n poskytovatale zdravomich sluzeb wwedeného v zihlawi nebo v laboratori
spolupracujiciho poskytovarels a to nejryie po dobua 50 let.
¢ Jestlize bude vzorzk mého biclogickeho materialn dale skladovan, souhlasim ‘mesoublasim s jeho
vyuZinm ke kontrole kvality DMA diagnostky (vzorek je pouzit jsko kontrola pro vyietfeni jinsho
pacienta).
+ Souhlasim/mesoublasim™ s anonymnim vyuzitm skladovaneho biclogického materiahn v lékatskem
vyzkumu dédifnych onemocnéni
+ Souhlasim/nesouhlasim® s tm 2= mobu byt znovn kontaktovan's, ns adrese wvedsné ve zdravomicke
dokumentaci, za ufalem souhlasn s vynfitim mého skladovaneého biologického materiah v konkrémim
vyzkumnem projekiu.
MNesouhlas se skladovanim
O Mij vzorek bude po provedeni genesického laboratornihe vySedeni zlikvidovin max. po 15 mésicich od data
domfeni do laboratofe = tim rizikem Ze nebmde jiz moine v budoucnost vysledek vyietfeni v pfipadé potieby
znowva ovefit 4 2e dikvidevind vzorku miZe vést ke zhorfeni dostupnost dizgnostky u rodinmich piisluinikd
Dile jsem si védorn, e pro dalsi peneticke testovani bude nutmy novy odbér materiala.
B. 4. Dale =i preji nasledujici:
¢  Abych s vysledky genetického laboratormihe vyietfend - byl(a) / nebyl{a) seznamen(a)*
+  Abych s visledky neodekavanych nalezi byl{a)/nebyl(a) seznimen(a) =
¢  Abyv o vysledcich vySetfeml a/mebo neefekavanych nalezech® byly informovany nasledujic osoby:

+ Souhlasim/ nesoublasim* s vyuZitim visledk genstického laboratorniho vyietfeni a relevanmich
informaci o mém rdravomim stavu, viems fotodokumentace, k védecksm a viukovim dfelim za
pedminky, 22 tyte adaje bodou prezentovany a publikevany pouze v anonymmi formé.

Na zakladé tohoto poudeni prohlatuji, Ze souhlasim s odbérem przluiného vzorkn z mého téla a s
provedenim vvie popsaneho genetickébo laboratornihs vySetieni s podmmkami uvedenymi vvie.
Tsem si védoma, = sviij souhlas mobu kdykoliv pisemné odvelat.

Podpis vyietfované osoby (zikonneho zistupce)

* yybranon varisnm oznacte

GENLARBS s.r.o., Genetickd laboratof GENLABS; Lipova 1788/9, 370 05 Ceské Budgjovice 2,
I 018 53 805, spol. vedena u Méstského sowdu v Praze. odd. C, vi 212629
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Priloha €. 3;: Dotaznik.

GENLABS s.r.o.

MEDIPONT s.r.0. — ambulantni klinika

Matice skolské 1786/17 G E N LA B S
370 01 Ceské Budé&jovice

DOTAZNIK PRO VEDECKY VYZKUM

Tento védecky projekt vznikl ve spolupraci genetické laboratofe GENLABS s.r.0. a Katedry
medicinské biologie Ptirodovédecké fakulty Jihoceské univerzity za finanéni podpory
Studentské grantové agentury (SGA) PfF JU.

1) Vase jméno a piijmeni

2) Byl/a jste v minulosti na vysetieni ktize?
CDdano [0 ne
3) Pokud ano, pro¢ jste na vysetieni ktize ptisel/la? (Vyberte jednu nebo vice odpoveédi)

[] na doporuceni praktického 1ékaie

[0 mél/a jsem mnoho pigmentovych znamének
[0 mél/a jsem znaménko, které se zménilo

[0 mél/a jsem kozni nddor v minulosti

[] kozni nador ma ¢len rodiny

O chtél/a jsem si nechat vysettit kizi
4) Byl Vam pii vySetieni kuze diagnostikovan kozni nador (melanom)?
Oano 0O ne

5) Pokud ano, v kolika letech a v jakém stadiu?

Vek v dobé diagnozy:
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Stadium melanomu v dobé diagndzy:

6) Vyskytuje se ve Vasi rodin€ nékdo jiny s diagnostikovanym melanomem?
Cdano [ ne

7) Pokud ano, jaky je Vas pribuzensky vztah?
[0 matka [ otec [J sestra [J bratr [J dcera [ syn [ stryc [ teta

O jiny:

8) Byla Vam diagnostikovana rakovina slinivky?

] ano 1 ne

9) Pokud ano, v kolika letech?

10) Vyskytuje se ve Vasi rodin¢ nékdo jiny s diagnostikovanou rakovinou slinivky?
Ldano [ ne

11) Pokud ano, jaky je Vas ptibuzensky vztah?
[0 matka [ otec [ sestra [ bratr [ dcera O syn O stryc [ teta

O jiny:

12) Byl Vam diagnostikovan jiny typ rakoviny?
Oano 0O ne

13) Pokud ano, jaky typ?

14) Vyskytuje se ve Vasi rodin€ n€kdo jiny s jinym typem rakoviny?

[ ano O ne
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15) Pokud ano, s jakym typem a jaky je Vas piibuzensky vztah?

Typ rakoviny:

Ptibuzensky vztah:

[0 matka [J otec [J sestra [ bratr [J dcera O syn [ stryc [ teta

O jiny:
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Priloha ¢. 4: Koncentrace DNA.

Vzorek Koncentrace | Vzorek Koncentrace | Vzorek Koncentrace
(PK, BS) DNA (ng/pl) (PK, BS) DNA (ng/pl) (PK, BS) DNA (ng/pl)
1 (BS) 20,4 16 (BS) 18,1 31 (BS) 13,2

2 (BS) 25,3 17 (BS) 5,64 32 (BS) 112

3 (PK) 25,8 18 (BS) 16,6 33 (BS) 108

4 (PK) 28,3 19 (PK) 27,2 34 (BS) 71,1

5 (PK) 42 20 (BS) 37 35 (BS) 133

6 (PK) 38,6 21 (BS) 74,4

7 (PK) 71,7 22 (PK) 120

8 (BS) 80,2 23 (PK) 92

9 (BS) 107 24 (BS) 45,6

10 (BS) 104 25 (BS) 95

11 (BS) 467 26 (PK) 48,8

12 (BS) 204 27 (PK) 24,5

13 (BS) 128 28 (BS) 67

14 (BS) 130 29 (BS) 29,9

15 (BS) 101 30 (BS) 71,4
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Priloha & 5: Sekvence genu CDKN2A s vyznaCenymi variantami (Gene: CDKN2A —
Marked-up sequence. [online]).

3 prime UTR SNV Coding sequencelFrameshift] Inframe deletion
Missense Non-coding exon [
Splice region Start loss Stop gained Synonymoous

Exony jsou zvyraznény tucéné

GCHCGCGHGGTHTARCRENS A T ClcGCARMENMGCAGGCT CHRGET CBRGGHAC CGEBNIEAGCGCRCCGGCCTEAAGG

CBclicTcCcTGGRCTCGACT THMBGCGCHCBGAGAGCCHGCGAGCCEGCGT CRNMGETCCTGGACRAGAREBBNMGCCTC

BcrraBrBcccocilAciRECCRGCTHCTCCRCATTC TCHBGCTGCCEElGT GTCHTCRACTE A C CRICEHIICIRE
ESEEeNEE CE T TcCT TR CECER T T TACTRETCCCAAACRGBACCGCTTTTCCTGTCTHCCAGC TGRAAARGAGGA
AGGNAGABIAT CCYGAAAGGAT R TRA TGT GEAARA A LREGRRGRA CRERACRT GG AR GGUGABMGGAGAGAGE
VR cARRRR T CRGRMGGHGGGRT CANGHRRAGT CERER T G T CHGGGCRCERGGCACRCURECEARGCGGCRG
MlGCCARMGGTCGHCARGACAACCATRC TECEEGABGACGCHRCGA C A NN I SN ISV NGNS

Reeder . 2 RcrrRcaccrrcarelTlAGATGClic CRc TR TG TRAAGEGTTAAAACCGARRATAAANATRD
GSTAGAYACHAWGSACTHGGTRCTTSTCCCAGCCASKVKCCCTCGGCGACRCGKGCAGCTGGRARRRRAATGRGMGYS
CRRCRCYGYGSVRTGTMYAGRTGTCGCRTCAGAGKCGTGCRGCRGTTTMGT TTAAY TTCGCTTKTTTTCCAATCTLG
Al AGRWGCGGAGYGGCWT TYAGTTCAAAMMTGACAT TCRRCCTCCTGAT TGGYGGANAGRGCARTSAKATKACCTCG
CTTTCCY¥TTCTTCCTTTTTCATTTTTAAATAAYSTAGTTTGAMGAATGRAAGHCKTTCGACDARSGGAGCCHGGAATA
AAAYAAGGRGRAYAGGGGRGCGGDRACGCRASC/ GCECCAGAAYHBSCKGSRGCGCGSCTRWKC! 1 (e TAGGGHCHTR

TBARGTGACRGHTGTAGCERRGGGCHGAGCTCHCHGCHESE T R T T CHAGCRIGT CHGCINICENIGGCClTCcACCRCEG
GGCGIC-C GC.GNGGG.EGGAAGAE;GGGEGG.GGGGGCGCAEACGMGGGAAAGWGGCGGG.GGUAG

GQCTCAGAGCCG!T!C\_IAGATCTTEGAGGTC!GGGDGSGRGKBGGGGKGGGRKGGGKGKGRRGGKGARGGKRSGVGK
SGGSMGCRCTYHGKGAAGGYGRKWGYGCSCCYGCGRRGCRGAGWKGGRYRDSGKNCSGTKYRTGGRTSSYRKTVTGMA
RT{AADRRBDCAGGAGTGKYKYYGCHYWHCHCYGBTRYCAMARGGBSEYDCAGCERCTGBVRAKCTHRGYYYYRGAGG
MRGCRAGAWCAYGETGHGCWDGWTCYTGGYGEECCHSsGDATTERKYGBE_GCRDYYCCCIEEEAETGEGGETTT

kvvceryiandySs s asos T eaconcToEB s anc HionccscH oA IS VRIDCHVERD
B AGGTAGGARA -G:C T V.V SKeleDele]

TTTGGT . ‘GAT TCGTAAACRGATAATTCGTCTBTARCC
AACCRCYRGTGGAGGYTTCSCCDTTYRVRTTACAAYGAYWHASRCRWGTGRTTCTCKCAGTACYRWTSAACSKGGACY
TCCCTTYWCACAGCCCSTCAATCSTGGGAAACTGAGGCGAAYAGAGCTTCTMAAYCCACSKCAGAAG/CARIT AT CC
o /NP ANCS eleleiie R Y RNers  HE¥EGA SWSASACAMABACMYACACACACASAYACACACACACAVAYACASACIRIE
GAARRGTGTAMTTCAAGCAMNSITC T TRCTCCTTGGCRARAATTAT TGCEAABICRTNTAAGT TTTC TGGAGEMRGCC
TTTTTTCTCCCCAGCHTCCRRGCGCRATCARCCTCTCHCRACHTTECAGGAGARTGGACRANCEETGACHTACCRRGCR
NcBrcBCAREGACTTCCTGARATGC TAARARGCATRHCHREEA TC AR TACTGCIRCEACRAGCAAGCACTTCRITTCTT
GORGGAGTTTTGCARCCAACAGRGAANERGGCHTTCTHTCHGECTHACAGCHACHGGT CRERICRCHC TGARGGA T TGA
AACTGCTHRGCANARTGC TRy TANGTTTAGCAREMGACRGAACT GTAGAACTGT TCCTGAGAAATCCCARC TCREERGH
AMEREAGTCATCTHAGCARRA CIIRUNEC ACACMTTAAAAATGARGCCTANTHCTTGAAAAANMAGAATC CRECHARTT
TTRTCCTCAMMTGCAMRAATGTT GACMCRGCCRCRGTRAT TTCCTATARCCARCRAAACTGAAAGATMATATGTACAG
TTAAAATATGTRYAATGCTAATHAAAAMYTETRTART AARTHTEAAAGTARTTTAATGAGCHTTCACT TT TRMGACCE

TCRTTGTGGTATRCT TCRMCAGGAATRTATRGCTTCARARRGEAAAGCCHARGRRA CRGG T T T2 Falipgg . C TR

AATGTRAATTGTCTCTTTGACATGGAAATRTAAACCTGT TAAAAMTANCAGT G T TAATRMARTGTCTCAARTTHTAN

TAGHMAAAAARTHAGAAT CENTAGGATARRTGCACATT TTAFGRNIE A CT T TCATAT TRITRCAART TAA PSR A 2

TTTAGHRCAAAGGACHETATAAARRATT TCAGGGCCTGTRGC TGGAT TRGATTTTAATTCATTHTGAAACATTRAMAAG

RCHCTRRIT TG T TS CER T GG T TTATCRRTATCAGCAAAART TTAGCCARRGTGARFRETAACTHTRTGA
ATATARTTCHTAAMAT TRMTGTNTATATAAAA A TNV Faey  FIE T A A TRT T AN CHA TATRARA TR/ IR G T

TTAAAJINENAAGTTGCCTCTGAAAATCTGTARMAACRAAGTAGRAMARGTCRATGHATRTAAATGCHATRATTATGT

DR RN~ G T TAGGCCTA TN CHTAACRT TGTGGTGATTTTAARMTARAGAA AN T 2 IERRaa ” GRRGGRTAA TRT

AMATGCA YNNI C AARAATATTTAAATGAT AR TRATTGAAATAGATCEAET TTTTGTTATTTAGGTRITARRITCAR
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=441801072
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=430026480
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=434145051
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=433149528
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=427541945
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=427541945
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=418266480
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=418266480
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=441603223
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=422040860
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=433399931
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=433399931
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=439953542
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=439953542
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=428650882
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=428650882
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=432705174
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=429038020
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=429038020
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=434266666
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=441829944
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=441829944
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=444147293
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=444147293
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=438554013
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=431062314
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=423710394
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=440344155
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=426761637
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=435862274
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=435862274
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=443448685
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=445729377
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=444558773
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=514863471
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=439985770
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=444556042
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=444556042
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=445050082
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=439434265
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=424034894
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=430954567
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=430954567
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=430720736
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=430720736
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=426136424
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=419785222
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=432366969
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=435775730
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=445461360
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=445461360
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=427492021
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=427492021
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=441565579
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=447909619
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ARATCRTAMYATCAARGTRAMUTA2ARTAAAAA AR TCTGCTTTCTTAARTGAAT TATGTRAGTAACTAGAAATRT TR
AAAGTATRGCAAREETTAACARCAGCATTAT TANCHGGGC TIRICCT TTAAAAATANRTAT T TC TGGGRYTCRCETTCAG
APRATTTGANTCAGAT TTGCTRTGRGTHCCAGARATCGCATTTTAAATAAACACT TGAAGRARATACTARTACARGT
GGCCCARTGRGANMACAATTTGACAAATNYERACCARMT TT A VU~ A ACC THATT TCRgYCRSC TT TATCTTTGAATT
RARGTCCARGATTTTAGGTAAGAT THTARGINAGARTCAGTRTACTGGAT CCCARGCARRARAGERITEAGTAATCAG
TGGAGGRGTTANT TCRCERARTGAAGGAGACCCTTTATTAT TMTGHGANC CllNNs TRYMGA ANT GGA LIRS A ARG TRTT
BracaTRcCACAIEEENACAGTCAGAANRTAGT TT([ENONOV NNV 2 A CYAGATATAT TR T TTAAYGHTT
ACAGAACEMGECAGARAATTTHCACATAAGC TRIRTAAGATIRR TR TN T TT THAAAACACHATATACHCETMTTTCT
Ky Y RKelohXeleyaliie i uNele T C TC Y STSTSTSTSTSTSTVWSTCTSTSTGYGTGYGTGTGYGYGTGTGTGTGTGTGTG
eI A~ AGRGGTTTCTTTCATTTTATGAT CCRGACCAGGCTRGTAATAAACRTGCAMCHMTAAART TATG TN
NNGAAAAATCALAGCHMRGEGTTTCACAGGHTTAACT TAMRE THA TR TAAGHTCAGGGCAAGATRGCRGGEARA TH
TAGCCANARNAGARMAA ERANT TRTGGACAAAATGATRRRITCT THATRTC T CHGTAAAACHANRG T GATRECRENRD
AT TIR¥4 A CRMGAAGAA TRTAAGC TAA ARET A BAN T TATRACRAAAACTIAAA TINSGIRYOY CRET C AAA TR T VRN
P C TG TT TTAAGHTAANMARTTGTCTAATATTACACEAGT GRCTHTRCTRRTGTATTAGCRAAAAGIETRT TTTGCH
TTCTTTTCRCRAGTGCCECATTTTCTTGCTCTCATTCTCTTTHAGGETGCCAGAT CATC TRAMEIRGCARTRGTHTA
1[CHYSNeINe . CCEAATTTAAACRARERGCAGHTGTC TAGAGAACAA TGN THC CHCARY TGAANA TR TAAMTRITAAAT
GTCCRECATIRGACACTTTERMAT T TTACHCCREGCARTT TACATGC TRAR T NIV NE eIV TR¥ A T TATMT TTHA
CRTTTAMTTTTTRAAAGCHTERTT CRAL CHEREE CC TAAATCACK TR TN T TANTGT TTTCTTHAAAAACAATTA
GGAGGAGCTTAACAAMRATAGGECAMTTCARGTTCCMTTATCTAAT THAATTATCANAANATCCTTRRGT T T TR~ BRER
TTTCRITTTTTCATTTTGTAGARE T GCAGARTGAGRC THARAMABGTTGCATRGCCTACCARAAAGT CATTRACKARTA
RTTCAMAlATAGT TGAACT TGRT TGHCCAMGGARMGRTATAAA TERER TATH TGGTT TCAGTTCCATH TEREREA G TRA
ACHATTAIERENGALAGTIMT TAACCHTTTGCRMC TRTACTRTACTCAAGCRTHAGCFR TR TRAGT CACAGTRRIATA
TTTATTERTTGAAARGEGCH T ARERTC TTTCAARAAT T'T A NGERENGACCAAMRTAAAACHAGTGAAAAAT TCRYA TR
TGACTRTAMATRTAAATTARTTATTCC TR T T AN TAAA AR T A AR T GGGAT AR T T CACCAGCACRGGALR

MACT TRARGEN T GCARTRGAAAGATTACT TTCTRTARCATTCACRTGACCTRTGARCAGATTHTAT T TRR4T TTGCTTA
TTERCTGTCATGGTRCCRGARTGAARMA TGAGRA A IO RI~ GGCHT TCRTGTTCRATC TGIAAACCTGAGACCETA
TGGTAGTCCHRTMATAAGAGGTAGATRAAAMAGTATGTGTGAAGAGT@ACTGTAAACTTTACACAGTGTAMRTHTGT
CAGTTATTANRC TRV~ C TRV GCNE T TARGAAAGCARRT TRGT T TR T TRCAGTAAATACCTACT TCATRAT
AATTTRTCARTRTABCHAGAGANTTCTAAACTMCACTTTAAAAARATACKNA THATAA TN TAMA T T T TRTATT
CAGACTHMCTRGTATRT THCAAGETGTTAGGTAAAAT C ARG TAART T TGCATACRTTAAAT TCACAMCRGTRCAGAA
GATCTRTATGRTGRC CHAgGCTATANCTCTAAGRTARTCHARTATTCATAATCATTRAAGAGHTAT TAAGHAGTRT
TTRTGARCCCCTGTTHTHTAAGACAGRAAATCAAGTAGCT TTAGAAAAC TRIGAAAAAART T AMARTC TATCTTC
TAATAAMCCRGAATAATAAT TTRCARARRARTCACTGAAGATAAG TREATRTHTAATTCC TTCRGAAMGG T TGTHARY
D v[OhNe RINKoUN < VYA v [l Shlik VINOINS[O R A A AMAATTYWCTAAAAAT TMVIMMUNERRUN . AL A AAUNA TGTGTGTRTG
e TG TGTGANGAAAGGARTGATARGCAGAAACRT TACHGTCAT CRY TINGVNEA T TCARAAATGCC TACCIENRGAGGG
TGAMCTTCAGHENATTTTTATGCARATGTRAARAART TATHTAGAAGT ARCRTAT CRAAGAGTAACAMAAAATACACTA
AATARTATGCTHTCTTAAGRCTRAATTGACT T EEEE T T TTAAATCRGTACAGARTAAACARACAGRERTAT TCTGTTA
TCARTGCCTTTTTGARAARETAAT TARECARGT TINIVIANS T TA ANRR T ARCAAMANAAAAGANAAA A IR~ CRIC TCA
ACCCAGARACHCAARRGARAACANGAGT GGAAAMGT TARATCTGTANGHGAARA IS NNYNINN . 2. TAGGAAGCA
GTTACTHMATTTAATCARAGTTGATTATATETCATEAAGAAGTTGAT TCCCHTGARRGGART TGAATHRCRTATCAGRT
GAARAARGTGANT TGGGGARGAATGGTCTAACACAARAAAATTTTCTTGCAATCTT TRATAATATCAGACRGEAGANT
GGCTTCAGAAMTCTCHTAAGTTCAGGAAARGACACAGANAATTGAACKNAACININNER AN T AGART CCCYGARAG
CAACGEEACHTTTANMAGCRTACHT T THTARAGCCRVINNNAGCCRRANA ANCATTCHCCHTT TRRTEABRA2AMGCTTCCA
NMeTacATCRTRCCCCTCYAATTARAGTRR®ICTARAACCHGTRTTAAACEMATCAGTGARACATGAATATTAAACKHTHCR
CTBcCcACEAGTGAAAACKRAA THRARTATIRTT TATCTGT GANT TTCARCERTA THTCAGAAC TCliA ANERIC AMA TGH
B TCAGCAGCRTAMGCAGARATRAGATANTRTATATRETTRT G T TREYCAATTARAAAAGGACAGCHTATTTGARAG
BecarrRaTclGTRCTAHCRARAATGAAAAPRAGGGACRTHAGCINNNAGTAGT TTAGARAAAGTRAATTTTRCARTTCC
TCHGTTTTAARTRTAGT TTC THCRT TG TACHT TCHACTTGAAATGMACTCCAAGCAGTRGAGGTGGGTAGCHRTGAAT
GCAGAGGRAACAMTGAACACAGT GAMAMNCERICAGTGTCACKHEC TCRTGAT TTRA TRA GRCCIRN RN GRR - MRy
PSS TC A THACAMGGGAAACTTHGT TACAAARAARCTGT TTTTTCARARGIT TAGAAT TCAGAGGTAGCAT CRITACC
TTTTARAAGRGAAGCTTGTTGAAACCACAGEMACHTGC TAGAARGTACAGGAARTAATRAARAATTACTCARRAG
BACATTTATIMTGATGACCTAAATGAATAACTTCATIGTARATGTCATRTARRTTCTHAAAANATTAAAAREICACRRT
TTETTGAGAGHCT AR TRIC A MV AR T T TRAMR TR TCTGACATTCTTTATTRIC TCANRGT AR T TATRIGGRTAAR
TTTTATTTTCCCCAMTT TGTRMIAGTGAGGARRTAAAGGCT CNGAAART TTRNRTAANT TR TCAAGCCCAMAGAGCTR
GHAARERRAGAGRT CART TR~ BR T GART TRAAAGACTAGGC TTGTCHCAMT TRCRTANMGT GTCATTHCCARAAT TARG
ATTAAGGTRMGHT GGCATTTCCRRCCRMMCACATTAAGT CCRATTAARIAGC TGTGGCCATAGA A NENIOINGE
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WEFXFACAGGAACTGARTTCAACAGCTACRGCAARCATT TAMIAGC TGARTAACCANMAGC TACATAGT TCHTCARTAR
GTACCANTCCRCCATTTTGT THTHTAMAAATCARAATGRTRRE T TTRMAAAAACEAGT T TTRCARTATATTCAAFAGC
CHERTACHCTTTRAAAAACTRCRRTRC TATTTT TARGERGCART TAGARARCACCTTAAATRTCTRANAACAEEEACATC
ATTEAGTEAAT TATAACTHIEEECCAGTGRGA TROEI NN e AR T ARWIR T T TATGAARTGT TTT TRGAGAN
GTTHMGGAAAAMGCTGTAATARGT TARRAAANGC THAT TTCAAAATT GCT A RN C ACARTRITAAAGANRAAGCINGR

ENYNVAGGAAGAAGTAT TTCAAAATGT TNRINNNEYA T TRIC TTTGT CHGCRN TAGT T TTTCAT T T TRREMG TGCARRTA
ATTCEIRYNRONY T TRTAAHTATGTCGRGC TRTAATCAGGARAGCAAAT CAT TININNI T GARGGEACTGAATTAR KNG
ACTTTHAGGGGAMETTGCRTCRCTTTGAGTRECRAATTTRTANCACTANMGTATTACTREIT GAAGAATRAMCANAGAAG
CACAGTAGTTHCTGARAATCRBGAGTCAGTIRATCTTGGCCHAGGTTTTCHARRT TRICTRMAAAGCARABTCCTCARAAG
ARARGCRAGCAMTGATGAGTTGTCCACAATGIACTGATAAATTATCATTARGAAAACATATTGTARTARGGAGARITG
AGGACHTCTCAAACAEAACHGRGAANET TAMGTRTGAACTTTTCTTTTCCTHAT TRNM T AAGCEMT CT G2 RS AN EY
TR TFEVRAY T TN T CARGAAARARTAATACTHTC TRTEC CRTGGGANAGHT NG NN ININRIA B CRTATAAA
ACTGCTTGATGCTTGTCCATAGCT GGGCRTRGAAAAAA TRRTRRCCATTATTTTCTTGECAACT TTTAAT RN EENG
R T TATHT IR TTRR TTC TGCCTRTCTCCTCTRATTMTGTTTAT TN T TR T C AGCGMGAGGTCAATT
MTCAATARCTCTRETCTACHTAATINTNINEATAT IAATATGTGHATATARTATGTACRTRYRTRICANACTRTGHT
ARTHTTTTAGHGT TCEMAGYTRATCAAAMAGC TACAAAMAGATRMAAGTAAT TCRCCACHAGTAATTTANCHEACA TN
NN T TR C RN NN A A TAATTGTCTCCRTRAGCTGCAAARARNCCTCAT T TCRCAANA NGNS TR
O TR T T TR T AGTARATTTCTCACATAGAT TTAARATCACATTGTTTTGCACATAATTTAGAAAAGHTAMCTGC
TATATRRTANGTMATRTACTTHTAAGT TTCCTTCARAATATTNTTGGGAARATGATAATAGRTACTRCTARTTCHATA
MCCAGTTYACA NG GANACTAARGT TCRMAANTCREACTHEAANTRTAAT TANGCAT TAAATCTIIMAACACHTCARR
BAANTTTGCATTHTGTACTCCTTACTAAGATCRAGT TTRERTAGGARGETRAATT TTACAGTAATIMT GAARGACGRGA
RGTTGGCACHMGAGTTTRTAAAAGARTACETTCCRTAMRGCMAATANTAAATAATTGTGCTATATREATT TAANTARA
TAGAGAATHGTARAARCENGAAARAAAHATCCAATGT TTTGAAACT TRTAGAGE TN TACT CCCACRRACHCHE T GRRT
TTTCHTAGCARAT CHGT THGGABGTCTGCTRERCTT TCTHAGARGT C THRC TTTCAMGHT GAARCTATYT TTTHTCCT
TGTGGAACKYAARTERIT TAAATACCTTGCAATTATTTRCCTAAGAAAYTGHT TCTTRCCHTTTAAAA TRYTCTHACH
ACCCHCRTTGGACTERAIT TATCAGAATT T TTA T NRNERCHAGCT TCAGGARCACT T TGRCARTHCRGGGCTARACCRC
ARTCRGTRT TRACEMGTTTGTGATHATAC CRRTHT TG TARA TEA A RN CRE TRENES TNV VYV VNV VNVING C
TTTHTTCAGGGTAACAAAGTAGGT GGTAGAJRTRGGANAGCGRAMTC TAATT TCCTACATTATTGC TTRTCTARIATTA
ALRCRYNINNE AL T TRT TR TCCATTCNC TTTGCHTREAARTAATTATRTRTRGAEC CCAACRTCCERT THTAGAR
CTCATCTRMCAAGGCHTAACAMIRE TG TACCHGGGAGCHCHAT TACAGRRCATRGATC TERCTCTCATAAGCTACTTC
CRAACRARMECTCTTTAAT TATGCRARMY T T THCAGACER TR AR A TR TTT T TT Gl TAACACAAGTGTGAGRITGT
CATTTRTRAGAARGCANCEMCCCAGHCTTHCCTRCTCARATRAT TAN TG TRGECHCCACTCRAGARMT CATCRICAGTT

S e TSN E VNEe = 1= T2 TA T ATA YA YR Y RTATATATATATAYACAYRYRTATRTAYATATAY,
RTRTAYAYRTRYACRYRTRTATATATAYAYAYATTTTTTTTTY TTGIEEERR Y EHeNGH SHNEl i Rjele IelEeiEle)
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AGHTGGGAMTACARCHGCEFENICACETCRCCTGGC TAANNNENRG TAT CTT TREMA GA ISR GGRT TTCACCGTGTTA
CCTAGGATGRTC TR a2 FYas G TG AR CFR CHG C C TGN C TRCMERARTGCTGGGATTRCRGGCHTGAGE
CACCRCGCCTGGHAGAGAAGCAAATATANTCATRE THCRTACCAATACRTGCTRT TRCTAAGARREC TTMT TTCTTA
ATTAATANTGAMAACT TTAA ESYNGNNSS TRANA TATATTRRGTRCTCAGTTACTCTTTTTCYACTINNAG T TATRAR
TGATGATTCTAATAAAAGT ARCINNANENS T8 TACTARTTT TATHRT CINS AR A T8A TTAGAARGGCCATGGRCA
TAGTACAAAATTCIV XNV T CRTCRAATRTGAAAAGTAAGTCACATGCCCATCCCARTTCTTCATTTCHTTA
ccTHACHGGTARRAGCTTTTCCHGTAMETClCCAGARRTRT TCHRTGTATATTTTGTTT T TAACAMMAAGETATATTT
ARAAGAATTATCTTTAATINUNREMG TTAATAT TGAAACTGGTRRAGAAATATGTGTGTRTIMA TN TCACCTEA ~DRGRA
AACAATARENNINND . GAGAGCCCAINREIGAAAATTATGGACAAT GAATCTAGAAA THNARGINONAA A T T THRCAGTC
ARAAAATRGTTCATTARATACENERARAACTGTCRETTGCTCTCARBGTAGNGCTAT THESY TCARYMCCCTHTATTTTC
CTAACAARANMERTCTTGHT TRTCCCARGAAAMAFRTRCATAR TCHCARTCC TRCAATGC/ORMRT CAGARCCAGAAREC
ARCTCTGRAACACTRCCTTHTCAAGTATCTTTCTRTClC TTTAT GGTAATATGT TGAAMTEATATTCAMAT C TRYATAN
GACTARTCRTEATTTRTAGEGT TGRTGAAGHARTARCACCACTECAGHRCTTTCHT TAGT TTARACRRRIGTAATHRG
GTRWCCCTRCTGTGTCATGATCT CHANRM T CHGCTGCRTTCHCCAGTCTGGTTT TAARRARMAARRCARAAAGGCTTCH
CTGTCTGAGTHTMANMTCAACCCRTCCTCTCTANEMATAAGARGTATTCCAAACC THIARIERATTC TCRRAMITCCTARE
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686574228;vf=686565405;vf=686575656;vf=446477184;vf=686588639
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686574228;vf=686565405;vf=686575656;vf=446477184;vf=686588639
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686565405;vf=686575656;vf=426294772;vf=681872091
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686565405;vf=686575656;vf=426294772;vf=681872091
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686585502;vf=686586479
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686585502;vf=686586479
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686573017;vf=686585857
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686573017;vf=686585857
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686586687;vf=686564876;vf=681872090;vf=686588849
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686586687;vf=686564876;vf=681872090;vf=686588849
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686588403
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686588403
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=681872089;vf=686567113;vf=686568192;vf=419536708
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=681872089;vf=686567113;vf=686568192;vf=419536708
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=443492244;vf=686574082
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=443492244;vf=686574082
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686570435;vf=423917853
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686570435;vf=423917853
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=686570435;vf=686570441;vf=686585896
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=686570435;vf=686570441;vf=686585896
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=425288100;vf=686565080;vf=681872088;vf=423490348;vf=686585959
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=425288100;vf=686565080;vf=681872088;vf=423490348;vf=686585959
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=425288100;vf=686565080;vf=425290409;vf=433932851;vf=681872086;vf=686564617;vf=418483280
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=425288100;vf=686565080;vf=425290409;vf=433932851;vf=681872086;vf=686564617;vf=418483280
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=425288100;vf=686588794;vf=681872083;vf=681872084;vf=686570405;vf=424210536;vf=686582684;vf=686585834;vf=686586780
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=425288100;vf=686588794;vf=681872083;vf=681872084;vf=686570405;vf=424210536;vf=686582684;vf=686585834;vf=686586780
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=447842754;vf=425288100;vf=686574883;vf=446476280;vf=686570587
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=447842754;vf=425288100;vf=686574883;vf=446476280;vf=686570587
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=447842754;vf=686574883;vf=446476280;vf=424028940
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=447842754;vf=686574883;vf=446476280;vf=424028940
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686570264;vf=686586687;vf=447842754;vf=686585094;vf=686574883;vf=446476280;vf=686580147;vf=686581266;vf=686587717;vf=426300588
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686570264;vf=686586687;vf=447842754;vf=686585094;vf=686574883;vf=446476280;vf=686580147;vf=686581266;vf=686587717;vf=426300588
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686570264;vf=447842754;vf=686585094;vf=686587348;vf=686580147;vf=681872081;vf=686570583
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686570264;vf=447842754;vf=686585094;vf=686587348;vf=686580147;vf=681872081;vf=686570583
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686570264;vf=447842754;vf=686585094;vf=686587348;vf=681872080;vf=433928578;vf=686583454
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686570264;vf=447842754;vf=686585094;vf=686587348;vf=681872080;vf=433928578;vf=686583454
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588085;vf=686570264;vf=686587348;vf=686575683;vf=424210751;vf=681872079
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588085;vf=686570264;vf=686587348;vf=686575683;vf=424210751;vf=681872079
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588085;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743;vf=686570313;vf=433929319;vf=686569587
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588085;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743;vf=686570313;vf=433929319;vf=686569587
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686588085;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686588085;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686588085;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743;vf=686566450;vf=686584863;vf=446476007;vf=686569253
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686588085;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743;vf=686566450;vf=686584863;vf=446476007;vf=686569253
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686588085;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743;vf=686578573;vf=681872075;vf=681872076;vf=681872077;vf=686578174;vf=433932820
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686588085;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743;vf=686578573;vf=681872075;vf=681872076;vf=681872077;vf=686578174;vf=433932820
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743;vf=686578966;vf=686588563;vf=424838386;vf=447842505
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743;vf=686578966;vf=686588563;vf=424838386;vf=447842505
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743;vf=681872073;vf=686575489;vf=686581445;vf=686586437;vf=425741923
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743;vf=681872073;vf=686575489;vf=686581445;vf=686586437;vf=425741923
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686570264;vf=686569308;vf=686570866;vf=681872070;vf=686567335;vf=446475502
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686570264;vf=686569308;vf=686570866;vf=681872070;vf=686567335;vf=446475502
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686570264;vf=686569308;vf=686570866;vf=686587594;vf=433928546
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686570264;vf=686569308;vf=686570866;vf=686587594;vf=686588299;vf=681872069;vf=686578407;vf=427249875
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686570264;vf=686569308;vf=686570866;vf=686587594;vf=686588299;vf=681872069;vf=686578407;vf=427249875
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686565721;vf=686580307;vf=686570866;vf=686571887;vf=686575224;vf=686576180;vf=425421448
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=429285123
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=444694848
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=444694848
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=434189652
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=434189652
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=448321910
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=448321910
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=443346557;vf=440494963
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=443346557;vf=440494963
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442215053
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442215053
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=440818070
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=440818070
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=440092924
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=440092924
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=444678875
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=444678875
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442304371
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442304371
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=426682441
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=426682441
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430503628
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430503628
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=424774820
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=424774820
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=429785138
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=429785138
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442154756
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442154756
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=438561519
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=438561519
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442301998
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442301998
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=440702780
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=440702780
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=432647705
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=432647705
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=445293558
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=445293558
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=436973565
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=436973565
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=446719821
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=446719821
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=438556107
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=438556107
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=424309905
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=424309905
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=444458867
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=444458867
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=427787431
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=427787431
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430527693
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430527693
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430527693;vf=441509986
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430527693;vf=441509986
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430527693
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430527693
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=447307242
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=447307242
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=432548821
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=432548821
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=445022042
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=445022042
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=432400243
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=432400243
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=420970995;vf=686569149
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=420970995;vf=686569149
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686588433;vf=686570075;vf=686577894;vf=686587088;vf=686587097;vf=448243175
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686588433;vf=686581337;vf=686577894;vf=686574622;vf=686573519;vf=686566699;vf=686581470;vf=686585535;vf=445243506;vf=686566790
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686588433;vf=686581337;vf=686587930;vf=686585491;vf=686574778;vf=686576315;vf=686567866;vf=686588810;vf=681872027;vf=681872028;vf=686584633;vf=427648969
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686588433;vf=686581337;vf=686587930;vf=686585491;vf=686574778;vf=686576315;vf=686567866;vf=681872026;vf=686564706;vf=686565882;vf=419425810
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686588433;vf=686581337;vf=686587930;vf=686585491;vf=686574778;vf=686576315;vf=686567866;vf=681872026;vf=686564706;vf=686565882;vf=419425810
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