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SOUHRN

Maly vzrist u ditéte miize byt znakem mnoha zavaznych onemocnéni. Je popsana
celd tada pfiCin rozvoje této poruchy vcetné genetickych. Ackoliv je maly vzrhst
pfedmétem multioborového studia, v fadé ptipadi se nepodaii objasnit pfi¢inu tohoto
onemocnéni (idiopaticky maly vzrist, ISS).

Cestou optimalizace teploty annealingu primera a slozeni PCR smési byla zavedena
Sangerova sekvenace kodujicich oblasti genu NPR2 a jejich nejblizSich intronickych
oblasti (+/—20 nt), ktera splituje vSechny naroky kladené na metody uzivané v klinické
praxi. Rovnéz byla zachycena varianta NM_003995.4(NPR2):c.1711-8dupT neznamého
klinického vyznamu u 1 z 22 pacientt s ISS (4,5 %).

Protein genu NPR2 je vyznamné zapojen do spravného vyvoje a funkce chondrocyti
v rustovych ploténkach dlouhych kosti. Odhalend varianta by mohla objasnit pfi¢inu ISS

u pacienta, avsak je zapotiebi dalsiho studia k potvrzeni této hypotézy.
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SUMMARY

Short stature in children may indicate many serious diseases. A lot causes of the
development of this disorder have already been described, including genetic ones.
Although short stature is the subject of a multidisciplinary study, in many cases, it is not
possible to clarify the cause of this disease (Idiopathic Short Stature, ISS).

Sanger sequencing of the coding regions of the NPR2 gene and their nearest intronic
regions (+/- 20 nt) was set up by optimizing primers annealing temperature and the
components of the PCR master mix. This method meets all the requirements for being
used in clinical practice. Also, variant NM_003995.4 (NPR2): ¢.1711-8dupT of uncertain
clinical significance was detected in 1 of 22 patients with ISS (4.5 %).

The NPR2 gene protein is significantly involved in the proper development and
function of chondrocytes in the growth plates of long bones. This disclosed variant could
explain the cause of ISS in the patient, however further study is needed to confirm this

hypothesis.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ACAN aggrecan core protein
AK aminokyselina

AMDM  akromesomelicka dysplazie typu Maroteaux

bp par bazi

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

CNP natriureticky peptid C

CNV variabilita poctu kopii (z angl. copy number variation)

DMSO dimethylsulfoxid
dNTP deoxynukleotidtrifosfat
ddNTP dideoxynukleotidtrifosfat

FGF fibroblastovy rastovy faktor

FGFR3  receptor fibroblastového riistového faktoru 3

Gb gigabaze

GTP guanosintrifosfat

H* vodikovy kation

ID identifikac¢ni Cislo

ISS idiopaticky nizky vzriist (z angl. idiopathic short stature)
kb kilobaze

MAPK  mitogenem aktivovand proteinkindza

Mb megabaze

MLPA multiplex ligation-dependent probe amplification

MPS masivng paralelni sekvenovani

mRNA mediatorova ribonukleova kyselina

NPPC prekurzor natriuretického peptidu C

NPR?2 receptor natriuretického peptidu 2

NPR-B receptor natriuretickych peptidi typu B

PCR polymerazova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
PGM Personal Genome Machine

SHOX short stature homeobox

SNP jednonukleotidovy polymorfismus (z angl. single nucleotide polymorphism)

WT standardni alela (z angl. wild type)
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1 UVOD

Maly vzrist miize byt znakem mnoha zdvaznych onemocnéni. U déti s touto
poruchou jsou cestou kaskadové diagnostiky postupné vylouc¢eny exogenni a metabolické
pfi¢iny onemocnéni. Genetickd analyza je indikovana u déti, u kterych nebyla odhalena
jind pticina malého vzrustu (idiopaticky maly vzrust, ISS).

Cilem téchto analyz jsou zejména geny, jejichz produkty jsou zapojeny do spravného
vyvoje a funkce chondrocytl v ristovych ploténkéach dlouhych kosti.

Jednim z té€chto gentl je 1 Natriuretic peptide receptor 2 (NPR2) jehoz exprese dava
vznik transmembranovému receptoru NPR-B. Tento receptor je se svym ligandem jednim
z vyznamnych regulatort endochondralni osifikace. U nositeld patogennich
sekvenacnich variant tohoto genu dochazi k narusSeni parakrinni signalizace pii ristu
dlouhych kosti a obratli. Kone¢né fenotypové projevy variant genu NPR2 jsou variabilni.
Homozygotni varianty genu vedou ke vzniku vzacné akromesomelické dysplasie typu
Maroteaux, zatimco u heterozygoti je pozorovan maly vzrist, nékdy doprovazen
necharakteristickymi skeletalnimi poruchami.

Cilem této diplomové prace bude zavést metodu Sangerova sekvenovani genu NPR2
a ovéteni vhodnosti pouziti této metody v klinické laboratoti. Dale bude analyzovan

pilotni soubor 22 pacienti s ISS zavedenou metodou Sangerova sekvenovani genu NPR2.



il

CIiLE PRACE

Literarni reSerSe genu NPR2 a jeho produktu.
Zavedeni Sangerovy sekvenace genu NPR2.
Ovéfeni vhodnosti zavedené metody pro pouziti v klinické laboratofi.

Pilotni analyza skupiny pacientd s ISS zavedenou metodou.



3 LITERARNI PREHLED
3.1 Popis struktury a exprese genu NPR?2

Natriuretic peptide receptor 2 (NPR2) je gen kodujici jeden ze dvou integralnich
membranovych receptori pro natriuretické peptidy (Wang et al., 2015). NPR2 je
lokalizovan na kratkém raménku autosomalniho chromozomu 9
(chr9: 35791588-35809728, dle GRCh37.p13/hg19). Tento gen se skladéa z 22 exontl (viz
Obr. 1) a je velky 18,1 kb (NCBI, 2020). Soucasti genu jsou dvé domény, jedna slouzi
pro vznik proteinkindzy a druhda tvofi guanlyatcyklazu. Prepis NPR2 genu dava vznik
celkem 7 riznym transkriptim. AvSak pouze transkript NM_003995.4 kdéduje vysledny
funk¢ni protein o délce 1047 aminokyselin (AK) (ENSEMBL, 2020; NCBI Gene, 2020).
K vysoké expresi NPR2 genu dochazi v lidské tkani mozkové, plicni, ledvinové,

chrupavc¢ité a tkani vajecniki a varlat (Potthast et Potter, 2005).

| — 1 nnnmnon onnnn amnmr nn an ni
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Obr. 1: Struktura genu NPR2.

3.2 Struktura a funkce receptoru NPR-B

NPR?2 gen koduje integralni receptor pro natriuretické peptidy NPR-B (Natriuretic
Peptide Receptor B). Tento transmembranovy receptor se skldda z glykosylované
extracelularni domény, ktera vaze natriureticky peptid C (CNP). Dale je receptor tvofen
doménou preklenujici membranu a intraceluldrni homologni proteinkindzovou doménou,
kterd zajiStuje vazbu fosfath na 7 serinovych nebo threoninovych mist. Dalsi
intracelularni ¢ast receptoru tvoii dimeriza¢ni doména. Koncovou doménu receptoru tvori
guanylatcykldza katalyzujici konverzi guanosintrifosfatu  (GTP) na cyklicky
guanosinmonofosfat (cGMP) a pyrofosfat (viz Obr. 2). cGMP je vyznamny intracelularni
posel v signdlni transdukci a reguluje ¢cGMP-dependentni proteinkindzy, specifické

fosfodiesterazy a iontové kanaly fizené cyklickymi nukleotidy (Potthast et Potter, 2005).
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Obr. 2: Detailni struktura receptoru NPR-B (pfevzato a upraveno ze Shuhaibar et al.,

2015).

Aktivita natriuretického receptoru je regulovéana fosforylaci obdobné jako je tomu
u receptori  spojenych s  G-proteinem, avSak u receptoru NPR-B
fosforylace/defosforylace zpusobuje chovani opacné. Je-li NPR-B maximalné
fosforylovany, je nejvice vnimavy vici signalni kaskadé. Ve své defosforylované forme
je guanylatcyklaza B inaktivni (Dickey ef al., 2015).

Receptor NPR-B patfici do skupiny membranovych receptori je po aktivaci
ligandem CNP internalizovan, nasledn¢ degradovan v lysozomech a poté recyklovan zpét

na bunécny povrch (Pandey, 2015).

3.3 Vyznam NPR?2 v ristu dlouhych kosti

V obdobi mezi narozenim a dospivanim dochazi u savct k nejvyznamnéjSimu
prodluzovani kosti. Tento proces je kontrolovin mnoha proteiny a ptipadnd aberace
ovliviwjici jejich konformaci, strukturu nebo funkei mize zptsobit zménu v délce kosti,
tedy jeji zkraceni, ale i prodlouzeni. Jednim z regulatort je pravé guanylatcykldza B

(NPR-B) kédovana genem NPR2 (Shuhaibar ef al., 2017).



Receptor NPR-B hraje kli¢ovou roli v signalni draze endochondrélni osifikace, ktera
je zodpovédna za rust dlouhych kosti koncetin a obratlii (Amano et al., 2014). Aktivace
receptoru vyzaduje pritomnost ligandu CNP a fosforylaci na intracelularnich serinech ¢i
threoninech. Po nasednuti ligandu CNP na receptor NPR-B dochazi k dimerizaci NPR-B
a nasledné aktivaci cytosolické domény guanylatcyklazy, kterd syntetizuje druhého posla
cGMP z molekuly GTP. cGMP déle aktivuje cGMP-dependentni proteinkindzu typu II
a ta inhibuje mitogenem aktivovanou proteinkinazovou (MAPK) drahu v signalni draze
receptoru 3 pro rastovy faktor fibroblastt (FGFR3) (viz Obr. 3). Ukolem CNP-NPR-B

drahy je tedy zvyseni proliferace a terminalni diferenciace chondrocytt (Olney, 2006).
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Obr. 3: Princip signalni drahy CNP-NPR-B ve spojeni s FGF-FGF3 drahou (pfevzato
a upraveno z Klag et Horton, 2016).

3.4 Genetické aberace postihujici NPR2

Odhaleni kauzédlni varianty v zodpovédnych genech ma zasadni vyznam pro
diagnézu, prognozu a predikci u pacientt, pfipadné pro vhodnou 1é€bu onemocnéni.
Urceni genetické pti¢iny vzniku onemocnéni umoziuje také urceni rizika u piibuznych

osob a jejich nasledné vysetieni (McPherson, 2006).



Gen NPR2 muze byt poSkozen rizn¢ velkymi zménami. Ackoliv je klinicka
podobné fenotypové obrazy i u variant mens$ich (< 51 pb) (ClinVar, 2020).

Celkem je klinicky popsano 32 variant o délce vétsi nez 1 Mb, které mimo jiné geny
zasahuji 1 gen NPR2. Na zakladé¢ doporuceni Miller et al. z roku 2010 jsou vSechny
klasifikovany jako patogenni nebo pravdépodobné patogenni. Pouze varianta
NC _000009.11:g.(? 34645556) (36277059 ?)dup je klasifikovana jako nezndma.
Klinicky obraz nositelil téchto variant zahrnuje akromesomelickou dysplasii, epifysalni
chondrodysplasii, nespecifické skeletalni abnormality a jiné (ClinVar, 2020).

S nastupem sekvena¢nich technik byly odhaleny varianty menSiho charakteru
(<51 pb). Celkem bylo zaznamenano 160 takovych zmén (viz Tab. 1) a z nich byl u po¢tu
24 prokazan patogenni klinicky vyznam. DalSich 20 je interpretovano jako
pravdépodobné patogenni. Nositelé¢ téchto zmén maji obdobny klinicky fenotyp jako
pacienti s rozsahlejSimi variantami (tj. akromesomelickd dysplasie, epifysalni
chondrodysplasie, nespecifické skeletalni abnormality aj.). Celkem 34 variant je
klasifikovano jako benigni ¢i pravdépodobné benigni. V neposledni fad¢ bylo popsano
76 variant, u kterych je klinicky vyznam nejasny a u 6 variant je klinickd interpretace
riznd u riznych autord zdznamu (konfliktni interpretace) (ClinVar, 2020). Procentudlni

rozlozeni variant podle jejich klinického vyznamu je znazornéno v Grafu 1.

Tab. 1: Prehled variant genu NPR2 menSich nez 51 bp dle jejich klinické signifikance

(pfevzato a upraveno z ClinVar, 2020).

Interpretace Pocet variant Celkf)vy pocet
variant
Patogenni 24
Pravdépodobné patogenni 20
Bemgm/p'ravrdepodobne 34 160
benigni
Nejasny klinicky vyznam 76
Konfliktni 6




Konfliktni
4% Patogenni

15%

Pravdépodobné
patogenni
12,5%

Benigni/pravdépodobné
benigni
21%

Graf 1: Klinicky vyznam genetickych variant genu NPR2.

3.5 Molekularni mechanismy variant NPR2

vvvvvv

vzacnych genetickych variant nejasného klinického vyznamu. Dikazy o patogenité
genetické varianty jsou zasadni pro poskytnuti optimalni péce, ptredpovézeni pribéhu
onemocnéni a poskytovani genetického poradenstvi ostatnim ¢leniim rodiny (Rodenburg,
2018).

Byla popsana fada molekularnich mechanismii, které mohou narusit spravnou funkci
posunujici ¢teci ramec) a varianty vedouci ke vzniku nového stop kodonu. U missense
variant neboli variant ménicich smysl zalezi na zdamén€ aminokyseliny v polypeptidovém
fetézci. Zavaznost missense variant je do jisté miry predvidatelnd pomoci predikénich
nastrojii (napt. SIFT ¢i PolyPhen). Avsak nezastupitelnou roli zde hraji funkéni analyzy
(Hu et Ng, 2012).

Funk¢ni analyza je dilezitym nastrojem pro objasnéni a popis molekularnich
mechanisml vybranych sekvenénich variant genu NPR2. Vyzkum produkce cGMP
mutantnimi butikami in vitro je stéZejni metodou pro vétsi porozuméni toho, jak varianta
ovliviluje downstream signalizaci, a tim 1 skeletalni vyvoj. Odhadnuti mnozstvi
vyprodukovaného ¢cGMP ve vzorku je zalozeno na principu radioimunoanalyzy ci

enzymové imunoanalyzy (Dickey et al., 2017).



U n¢kolika alel genu NPR2 je zndm jak funk¢éni dopad danych variant, tak i poptipadé
jejich klinicky patogenni vyznam. U jedné ze 3 sekvencnich variant, jejichz vznikly
polypeptidovy produkt se nachazi v extracelularni domén¢, dochazi k zaméné¢ isoleucinu
za valin (V1871) v receptoru. Ta nevykazuje vyznamnou odchylku v produkci cGMP
ve srovnani se standartni variantou alely (WT) po stimulaci ligandem CNP, z tohoto
divodu je tato sekvenéni varianta shledana jako funkéné neutralni. U dalSich dvou
heterozygotnich missense variant, konkrétné¢ substituce cysteinu za arginin (R110C)
a kyseliny glutamové za glutamin (Q417E), dochazi k vyznamnému poklesu v produkci
cGMP po vystaveni proteosyntetického produktu ligandu CNP in vitro. Tyto poznatky
prokazuji dominantn¢ negativni efekt téchto dvou variant a také to, ze jejich dominantné
negativni mechanismus odpovidd molekularni patogenezi mutaci NPR2 genu (Amano
etal.,2014).

Dalsi 3 heterozygotni varianty NPR2 se vyznacuji patogennim dopadem
na fyziologickou funkci receptoru NPR-B v buiice, ktery je genem kdédovan. Dvé z téchto
missense variant jsou lokalizovany v extracelularni oblasti receptoru vazajici ligand CNP.
U prvni z nich dochézi k zdméné serinu za prolin (S76P) a u druhé argininu za prolin
(R263P). Tteti varianta s vyménou argininu za cystein (R819C) se nachazi v oblasti mezi
kindzovou doménou a guanylatcyklazovou doménou. Nésledkem kazdé této varianty
dochazi v in vitro analyze k podstatnému poklesu hladiny po stimulaci CNP oproti
buitkam transfekovanym WT receptorem a prazdnym vektorem (Vasques et al., 2013).

Pro studium hypotéz na molekulérni Grovni tykajicich se konkrétnich variant ma své
misto také konfokalni mikroskopie. Spolu s imunofluorescenénim znacenim umoziuje
konfokalni mikroskop lokalizovat receptor NPR-B v bufice a potvrdit tak ptipadné
defekty v transportu receptorti v buiikach s patogenni variantou NPR2 genu. Existuji
rozdily v chovani bun¢k obsahujici ur€ité missense varianty pozméiujici extracelularni
CNP-vézajici doménu a v chovani WT bunék s NPR-B receptory, které se transportuji
k plazmatické membrané a vykazuji silnou kolokalizaci s proteinem asociovanym
s plazmatickou membréanou, tzv. H-Ras. U buné¢k s variantou S76P dochazi alesponi
k ¢astecné normalnimu pifenosu NPR-B k plazmatické membrané, avSak u bunék
s variantami R263P a R819C dochdzi vlivem ztraty funkce k retenci proteinovych
produktii na endoplazmatickém retikulu. U bunc¢k s nékterymi dal§imi podobnymi
variantami 1ze pravé po vizualizaci identifikovat vazbu defektnich receptorti s proteinem
kalnexinem pfitomného uvniti endoplazmatického retikula. Je tak pravdépodobné, Ze

pravé pouze Castecna glykosylace snizuje aktivitu receptoru a nedochézi tak k jeho



pfesunu k bunéénému povrchu. Pro plné porozuméni dominantné negativnich efektt

NPR?2 variant jsou zapotiebi dalsi studie (Hume et al., 2009; Vasques et al., 2013).

3.6 Klinicky obraz pacientti s poruchou NPR?2

Nejnovejsi studie prokazaly signalizaci CNP-NPR-B jako zdsadni pii kosternim
vyvoji u lidi. Vysledkem bialelické loss-of-function aberace inaktivujici guanylatcyklazu
B je akromesomelicka dysplazie typu Maroteaux (AMDM). Typickymi znaky této
autozomaln¢ recesivni genetické choroby jsou extrémné nizky vzrist a kratké koncetiny,

zaktivené predlokti, zkracené metakarpy a ¢lanky prsti viz Obr. 4 (Lebl et al., 2019).

Obr. 4: Fotografie demonstrujici charakteristické patologické projevy AMDM (ptfevzato

a upraveno z Faivre et al., 2000).

Heterozygotni varianty genu NPR2, u kterych je inaktivovana pouze jedna ze dvou
alel, se projevuji niz§im vzrastem s nespecifickymi skeletalnimi abnormalitami, napf.
disproporéni poruchou vzristu. Uvadi se, Ze u 6 % pacienti s ptivodni diagnézou ISS
byva nalezena pravé heterozygotni varianta genu NPR2. Primérnd vyska takovych
heterozygoti byva v dospélosti nizsi o 5,7 cm nez primérnd vyska kontrolnich osob
(Vasques et al., 2013).

Naopak varianty NPR2 zpusobujici zisk dalsi funkce (gain-of-function), a tudiz

zvyseni hladiny cGMP, v chrupavce vedou k prodluzovani dlouhych kosti. (Amano et al.,



2014). Jedna se o epifyzarni chondrodysplazii typ Miura. U pacientl se projevuje typicky
vy$$im vzristem, zpravidla trpi mirnou skoliézou, vbocenymi kyclemi s epifyzarni
dysplazii a makrodaktylii, tedy, Ze jejich prsty jsou neptirozen¢ dlouhé a hubené (Miura

etal.,2012).

3.7 Signalni draha NPR?2 p¥i ristu kosti u mySich modelu

Mysi modely jsou dilezitym néstrojem pro studium lidskych geni a pro manipulaci
s nimi pomoci transgennich technologii. Vice nez 99 % mysich genti je homolognich
vzhledem k lidskému genomu, coz spolu s kratkou reprodukéni dobou déla z mysi idedlni
organismus pro zkoumani fyziologickych a patologickych stavii (Kofinek er Sedlacek,
2012).

Laboratornimi vyzkumy bylo zjisténo, ze existuje fetézec chemickych signala, které
spojuji dva dulezité proteiny FGFR3 a NPR-B ovliviiujici prodluzovani kosti. V ptipade¢,
ze je FGFR3 receptor aktivni, z NPR-B receptoru jsou odebirany molekuly fosfati,
dochazi tim ke snizovani produkce cGMP. Blokace NPR-B, a s tim spojend redukce
tvorby druhého posla, vede ke vzniku kratSich kosti. Az ve studii na mysich z roku 2017
byla funkénost tohoto kontrolniho mechanismu prokézana i na skute¢nych kostech. Pro
vyzkum byly pouzity geneticky modifikované mysi, u kterych patogenni varianta NPR2
genu neumoziuje odstraniovani molekul fosfatl z proteinkindzové domény NPR-B
receptoru. Stale aktivni receptor tak produkuje vysoké mnozstvi cGMP potiebné pro
endochondralni rist kosti. Vysledkem jsou delsi kosti o 8—14 %, coz dokazuje rentgenovy
snimek ocasni kosti modifikované mySi v porovnani se standartni (viz

Obr. 5) (Shuhaibar et al., 2017).
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Obr. 5: RTG snimek ocasni kosti normalni mysi a mysi s geneticky modifikovanym

NPR?2 genem (pievzato a upraveno ze Shuhaibar ef al., 2017).
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3.8 Moznosti genetické analyzy NPR2

Pii vybéru ze soucasnych metod pro detekci genetickych aberaci genu NPR2 je
rozhodujici velikost mozné aberace a stim souvisi predevSim rozliSovaci schopnost
vhodnych technik. Pro odhaleni vétSich zmén na urovni nékolika Mb slouzi metoda
G-pruhovani (Gullapalli et al., 2012). VétSina strukturnich zmén je vSak na Grovni desitek
¢i jednotek bp, pro jejichz zachyceni je nutné pouzit citlivéjsi metody jako je Sangerovo

sekvenovani ¢i masivné paralelni sekvenovani (MPS) (Rusk, 2011).

3.8.1 Karyotypizace G-pruhovanim

Cytogenetickd metoda pro karyotypizaci G-pruhovani umoziuje detekci
chromozomalnich aberaci. Maximalni rozliSeni této metody je 5 Mb, tudiz je mozné
G-pruhovéanim zachytit velké duplikace genu NPR2 na chromozomu 9 (Riegel, 2014).

Principem této metody je izolace metafdznich chromozomil po inkubaci kolcemidem
rozrusujici mitotické vieténko, nasledna inkubace s trypsinem a obarveni Giemsovym
roztokem. Trypsin je proteolyticky enzym a umoziuje denaturovat euchromatické
histonové proteiny. Z tohoto diivodu se oblasti DNA s vysokou transkripéni aktivitou,
tj. euchromatin, jevi jako svétlé pruhy. Vzniklé tmavé G-pruhy odpovidaji vysoce
kondenzovanému chromatinu s malou ¢ Zadnou transkripni aktivitou,
tj. heterochromatinu, ktery nese mnoho histonii ochraiujici pfed plisobenim trypsinu

(Howe et al., 2014).

3.8.2 Metoda Sangerova sekvenovani

Sangerova metoda sekvenovani zroku 1977 je zaloZena na principu terminace
syntézy noveé vznikajicitho fetézce. Jednotlivé deoxyribonukleotidy (dNTPs) jsou
komplementarn¢€ inkorporovany k jednovldknové DNA molekule a zarovenn dochazi
k ndhodnému zaclenéni dideoxynukleotidu (ddNTP), a tim k dokonéeni syntézy nového
fet¢zce. ddNTP na rozdil od dNTP postradd hydroxylovou skupinu na pozici
3" uhlikového skeletu, kterd je kli¢ovou pro enzym polymerdzu umoznujici prodlouzeni
fetézce o dalsi bazi (Sanger et al., 1977). Pouzitim rizné barevné znacenych ddNTPs,
napf. dnes nejcastéji fluorescencné, umoziuje provadét danou reakci v jediné zkumavce.
Vysledkem jsou vldkna DNA o vSech moznych délkach s jednim koncovym znacenym

ddNTP, ktery je nasledné detekovan laserem béhem kapilarni elektroforetické separace
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(viz Obr. 6). Prectené signaly jsou prevadény do vysledného sekvenogramu (Heather

et Chain, 2016).
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Obr. 6: Jednotlivé kroky pii sekvenovani dle Sangerovy metody (pievzato a upraveno

ze Zhang et al., 2014).

Prestoze Sangerovo sekvenovani je metodou prvni generace, patii stale mezi
nejspolehlivéjsi metody pro vyhledavani v DNA sekvenci. Sekvenacni pfistroje jsou
schopny vyprodukovat desitky az stovky ¢tenych tisekti o délce mirn€ pod 1 kb (Podnar
et al., 2020). Nevyhodou Sangerova sekvenovéani v porovnani s technologiemi nové
generace je predevSim cena v pfepoctu na jednu osekvenovanou bazi a také propustnost

odréazejici pocet prectenych bazi za jeden sekvenacni béh (Besser ef al., 2018).
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3.8.3 MPS Ion Torrent

Nové metody sekvenovani prekonavaji nedostatky jako jsou nizka kapacita
a relativné vysoka cena Sangerova sekvenovani zalozeného na elektroforéze. MPS
technologie umoznuji paralelné sekvenovat tisice DNA molekul, z tohoto divodu jsou
generovana data o vysoké kvalité i kvantit€ za relativné kratky cas. V soucasné dobé je
na trhu dostupnych hned nékolik MPS platforem. V klinické praxi jsou dvéma
nejpouzivanéj$imi platformami Illumina (nejbéznéji typ Miseq) a lon Torrent (nejbéznéji
PGM) vzhledem k jejich flexibilni kapacité¢ a rychlému ¢asu analyzy (Guan et al., 2012).

Metoda pracuje s izolovanou DNA. Prvnim krokem je piiprava templatu, kterd
zahrnuje  pfipravu  knihovny  pomoci  fragmentace @~ DNA  na  useky
o maximalni délce n¢kolika stovek bazi a jejich ligaci se specialnimi oligonukleotidovymi
adaptory. Nasleduje emulzni PCR (polymerdzova ftetézova reakce), pii které je
sekvenacni knihovna smichdna s malymi iontovymi kulatymi c¢asticemi, tzv. Ion
Sphere™  Particles, na jejichz povrchu jsou kovalentn& pfipojeny adaptory
komplementarni k adaptorm pfipravenych fragmentti. Amplifikace probiha
v mikrokapic¢kach vodného roztoku s olejem (Heather e Chain, 2016). Po simultanni
amplifikaci nasleduje iontova polovodi¢ova sekvenace. Mikrokulicky s miliony kopii
DNA fragmentd jsou umistény na specialni polovodi¢ovy kiemikovy ¢ip nesouci miliony
mikrojamek, na jejichz dné¢ je umistény detektor zaznamenavajici zmény pH (Kohn et al.,
2013). Pii kazdém zatazeni nukleotidu DNA polymerazou dojde k uvolnéni pyrofosfatu
a vodikovému protonu (H") z hydroxylové skupiny na tietim uhliku deoxyribosy. Tento
uvolnény H" dokaze projit iontove selektivni vrstvou na dné mikrojamky a zptsobi tak
zménu povrchového napéti. Chemicky signal je preveden do digitalni podoby pocitatem
(Kringel et Lotsch, 2016). Mikrojamky ¢ipu jsou zaplavovany jednotlivymi nukleotidy
(dNTP), dojde-li k jeho inkorporaci ke komplementarni bazi v fetézci, zméni se pH o0 0,02
jednotky. Pokud se zaradi v 1 cyklu nukleotidi vice, je zména vysledného signalu vyssi.
Pfi ¢teni homopolymernich usekd, tj. sekvence identickych nukleotidti, v§ak dochazi
k vysoké chybovosti, jelikoz metoda pii detekci velké sily signalu nedokdze presné
rozlisit, zda bylo pfidano napt. 9, 10 nebo 11 adeninti po sobé (Kolisko, 2017). Maximalni
délka v homopolymernich tsecich, kterou dokéze systém spravné urCit na zakladé

uvolnénych H', je 7 nukleotidii (Beranek, 2016).
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Obr. 7: Schéma postupu sekvenace na platformé Ion Torrent. a) pfiprava knihovny
emulzni PCR; b) detail sekvena¢niho chipu s mikrojamkami; c) sekvenace (pfevzato

a upraveno z Churko et al., 2013; Kohn et al., 2013).

Tato semikonduktorova sekvenacni technologie je rychlou metodou vzhledem
k real-time sekvenaci fragmentti o délce ¢teni 200 nukleotiddi a zéroven se fadi mezi
nizkonékladové, ponévadz béhem sekvenovani neni potieba fluorescencné znacenych
nukleotidl, a tudiz ani drahé detekéni optiky a vysokovykonného laseru. Nejvétsim
nedostatkem této platformy je vysoka chybovost v homopolymernich tsecich DNA

dosahujici 1,78 % (Ambardar et al., 2016).
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Tab. 2: Predstavené systémy lon Torrent (pfevzato a upraveno z Dlamini ef al., 2020;

Thermo Fisher Scientific, 2020).

, Délka Cas 1 béhu Maximalni Kompatibilni
Systém v . . ye
cteni [hod] kapacita Cipy
PGM 200400 1-2 10 Mb-1 Gb 314,316 a 318
Ion Proton 200 2,5 15 Gb Ion PI v3
30 hod/cely 4,8-6 Gb/tadek
Genexus 400 Gip  192-24 Gblcely cip GX3
on S5 900400 6,5-19 15 Gb
system Ion 510, Ion 520,
Ion 530 a Ion 540
Ion S5 XL 200 2,5 10-15 Gb
Ion S5 Plus 200400 10-11,5 30 Gb Ton 510, Ton 520,
Ion 530, Ion 540
Ion S5 Prime ~ 200-400 6,5 50 Gb a lon 550
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material
Pro zavedeni a optimalizaci Sangerova sekvenovani genu NPR2 byla pouzita
referenéni DNA spole¢nosti Promega (Human Genomic DNA, G1521). Pro ptipravu
pilotnich dat optimalizovaného protokolu Sangerovy sekvenace genu NPR2 byl pouzit
biologicky materidl souboru 22 pacientt s idiopatickym malym vzristem indikovanych
ke genetické analyze NPR2, u nichz byly vylou¢eny chromozomalni aberace v Laboratofti
cytogenetiky a cytogenomiky na Ustavu lékatské genetiky Fakultni nemocnice Olomouc.
Rovnéz u nich byla vyloucena pfitomnost patogennich variant v poctu kopii (CNV)
a bodovych variant (SNP) v genu SHOX.
Veskera geneticka vySetieni byla indikovana klinickym genetikem. Byla odebrana
zilni krev do 9ml zkumavky s EDTA za informovaného souhlasu pacienti nebo jejich

zakonnych zastupcu.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
e Agardéza (VWR Chemicals, kat. ¢islo: 438795A)
e Chlorid amonny (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: 254134)
e  Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: 746398)
e DMSO (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: W387520)
e EDTA (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: 03609)
e Ethanol 96,5%, p.a. (Lékarna FNOL, datum ptipravy: 4. 7. 2019)
e Exonukledza I 4000 U (Thermo Fisher, kat. ¢islo: ELO011)
e FastAP termosenzitivni alkalicka fosfatdza (Thermo Fisher, kat. ¢islo: EF0654)
e GelRed (Labmark, kat. ¢islo: 41003)
e Hydrogenuhli¢itan draselny (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: 237205)
e Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: S8045)
e Proteinaza K (Eurobio, kat. ¢islo: GEXPRKO00-6R)
e SDS (Serva, kat. ¢islo: 20760.03)
e TRIS (Sigma Aldrich, kat. ¢islo: 252859)
e TRIS 10mmol-l"! o pH 8,2 (Lékarna FNOL, datum piipravy: 19. 6. 2019)
e  TRIS-HCI (Thermo Fisher, kat. ¢islo: 4322682)
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e Voda v PCR Cdistoté (Top Bio, kat. ¢islo: P440)
Pouzité soupravy

e Big Dye® XTerminator™ Purification Kit (Thermo Fisher, kat. ¢islo: 4376486)

e Big Dye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher, kat. ¢islo:
4337454)

e Combi PPP Master mix (Top-Bio, kat. ¢islo: C208)

e 3.1 SeqStudio™ Cartidge (Thermo Fisher, kat. ¢islo: A33671)

e SeqStudio™ Cathode Buffer Container (Thermo Fisher, kat. ¢islo: A33401)

Pouzité roztoky a jejich priprava

e LB pufr (Lysis buffer): 8,825 ¢ NH,CI (155mmol-I'"), 1,001 g KHCO; (10mmol-1'"),
0,372 g EDTA (Immol-l'), doplnéno deionizovanou vodou do
1 1, hodnota pH upravena ptidanim cca 800 ul 1mol-l1"! NaOH na 7,3-7.,4

e NLB pufr (Nuclear Lysis buffer): 1,211 g 10mmol-I"! TRIS-HCI (10 ml 1mol-I'"),
23,376 g 400mmol-1"! NaCl, 0,745 g 2mmol-I"' EDTA (4 ml 0,5mol-I'!), dopln&no
deionizovanou vodou do 1 1, pH 7,3-7,4 upraveno pfidanim cca 800 ul 1mol-1'!
NaOH

e 20% SDS (w/v): 5 g SDS doplnéno deionizovanou vodou do 25 ml

e 20mg'ml! proteindza K: 500 mg proteindzy K doplnéno deionizovanou vodou do
25 ml

e 0,5x TBE pufr: 27 g TRIS, 13,75 g kyseliny borité, 1 ml 0,5mol-I"' EDTA, pH 8,
doplnéno deionizovanou vodou na 5 1

e TE pufr: 2,5 ml lmoll! TRIS-HCI, 0,5 ml EDTA (0,5mol-I"!), dopln&no

deionizovanou vodou do 250 ml

4.3 Pouzité oligonukleotidy

Pomoci online nastroje primer-BLAST byl navrhnut design oligonukleotidovych
primert (BLAST, 2020). Dle referen¢ni sekvence GRCh37/hg19 bylo navrzeno celkem
18 parti primerti k amplifikaci vSech 22 exont (viz Tab. 3). Oligonukleotidy byly dodany
firmou Sigma-Aldrich v lyofilizovaném stavu. Nésledn¢ byly rozpustény odpovidajicim
mnozstvim vody v PCR ¢istoté. Vysledna koncentrace byla 100 pmol-1'l. Do sekvena¢ni

reakce byly oligonukleotidy desetkrat ziedény.
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Tab. 3: Prehled primert pouzitych na PCR amplifikaci a Sangerovo sekvenovani.

pljiiirf::u Sekvence primeru (5' — 3') proilcl:(?[bp] Exon

NPR2_1F ATCCCAGCCTACCTAGCCTACT

NPR2 1R TGATCCCAACCACCACATACAG 7 1

NPR2 2F GGGGTTGATAGGTTAGGGCA

NPR2 2R GCCTGGTTCCTAGGGTTTCTT 7 ?

NPR2 3F CAAAGCCTTCAGACTCACCTGT

NPR2 3R ATCCTGGACAGAAGCGGAGA e :

NPR2_4F AGTCAGGTCAAGCTTTGGGG

NPR2 4R ATCTTGAGGTGTGGGCAACT e !

NPR2_5F AATATGGCAGAGTTGCCCACA

NPR2 5R AGTTTTGGTTCTGCCCCGA . ’

NPR2_6F CTGGGGAGAAAAGCAGCGAA

NPR2 6R AGAGGGAGGGATGCAGACGTA e ‘

NPR2_7F TCTCCATTCTGCCAAGTCCG

NPR2 7R AGAAACCTACTACCCTATCCCA 7 k

NPR2_8F AGCCCTGTCTCTCAGGTGTA

NPR2 8R TGGGGACCAGAACAAGCAAAT o i

NPR2 9F CCCAGCACATTGGCTTGTAAT

NPR2 9R AAGGAAATGCTAGAGAGCAGTG 320 ’

NPR2 10F ATCTTTGCCAACACCGGTCA

NPR2 10R ACCCCTTGCCCATCTAGCC . 10
NPR2 11 12F CCCGGCAGGTTCTGTTTGAA 11
NPR2 11 12R  AGACCATGGGAATAAGGGGAG o al2

NPR2 13F TCCTGCTTCCTTGGGTGGAAA

NPR2 13R AAAAGAGGAAACCGGCTGGC 7 N
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Tab. 3: Pokracovani.

Nazev PCR

primeru Sekvence primeru (5' — 3') produkt [bp] Exon

NPR2 14 15F ACCTAGGGATGGTGGGAGAG 14
NPR2 14 15R CCCCACTTCATGCACTAGGAC 8 als

NPR2 16F CGGCCAGACTTTGGACAGATTA

NPR2 16R GCATAGCTGATGTGGAGACAGA 22 1

NPR2 17F GCAGCCACATACACTTTCCC

NPR2 17R GCCATCAAAAGATGTGGGAACT W v

NPR2 18F  ATGAGTTTGTTCTAGAGTTCCCACA

NPR2 18R GTAAGGTGTGTGGGGTTCAGG 2! °
NPR2 19 20F TGTCAAGCTTGTCTCCCTCTA 19
NPR2 19 20R AGGAACTGTGGTCTCTCAGAT 28 a20
NPR2 21 22F CTCCCAGGGATGGTTGGT 1

315 a22

NPR2 21 22R TTTCCCTGGAAGTGGGAGAGT

4.4 Pouzité pristroje a pomiicky

e Analyticka digitalni vdha (Boeco)

e Automaticky sekvenator ABI 3130 (Thermo Fisher)
e Centrifuga FVL-2400N (Biosan)

e Chladnic¢ka kombinovana (Electrolux)

e Geneticky analyzator SeqStudio (Thermo Fisher)

e  Mikrovinna trouba (Eta)

e  Multifunkéni ttepacka MPS-1 (Biosan)

e Stolni nechlazena centrifuga NF 400 (Niive)

e Termocyklér C1000 (Bio-Rad)

e  Transluminator MiniBis Pro (Serva)

e Vana pro agar6ézovou elektroforézu JSB-30 (Shelton Scientific)

e  Zdroj napéti GPS 200/400 (Pharmacia)
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4.5 Pouzité softwary

e Sequence Scanner v1.0

4.6 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.6.1 Izolace DNA z plné krve metodou dle Millera

Biologicky material pacienti sISS byl izolovan vysolovaci metodou neboli

Millerovou metodou:

1.
2.

S A

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Odebrana krev byla pielita do 50ml zkumavky (falkony).
Do zkumavky bylo pfiddno 50 ml LB vychlazeného pufru a promichéno.

Zkumavka (falkona) s krvi a LB pufrem byla inkubovana pti pokojové teploté
a po dobu 15 min.

Poté probéhla centrifugace po dobu 30 min rychlosti 1 000 g.

Supernatant byl slit tak, aby na dné ztstal pelet bilych krvinek.

K peletu bylo pfidano 5 ml LB vychlazeného pufru a promichéano.

Opét byla falkona stocena rychlosti 1 000 g po dobu 10 min.

Supernatant byl slit, pelet byl lehce oplachnut vychlazenym LB pufrem a poté
byla nechéna zkumavka oto¢ena dnem vzhiru na ubrousku.

K okapanému peletu byly pfidany 3 ml NLB pufru, 50 pl proteindzy K,
150 ul 20% SDS. Smés byla dikladné protfepana (cca 15 s).

Nasledovala inkubace v termostatu ptes noc pii 37 °C.

Nasledujici den byl pfidan 1 ml 6molI'! NaCl a smés byla diikladné& protiepana
(cca 15 s).

Probéhla centrifugace pfi rychlosti 5 000 g po dobu 15 min.

Supernatant byl prelit do oznacené Cisté zkumavky o objemu 10 ml.

Probéhla centrifugace pfi rychlosti 5 000 g po dobu 10 min.

Supernatant byl slit do popsané Cisté zkumavky o objemu 15 ml a ta byla
doplnéna 96% vychlazenym ethanolem z mraznicky.

Pomalym pfevracenim zkumavky byla smés promichévana az do vysrdzeni
DNA.

Do pfedem oznacené mikrozkumavky (typu Eppendorf) byl nalit 1 ml 70%
ethanolu a pfenesena vldkna vysrazené DNA pomoci sterilniho sklenéného
hacku, ktery byl po ponofeni do mikrozkumavky zalomen a ziistal tak s DNA

uvnitf.
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18. Zkumavka byla stocena rychlosti 14 000 g po dobu 5 min.

19. 70% ethanol byl opatrn¢ slit na ubrousek.

20. Pii pokojové teploté se po dobu 1 hod nechala vyschnout DNA.

21. VTE pufru se nechala DNA rozpustit, pficemz mnozstvi TE pufru se fidilo
vychozim mnozstvim krve, tj. na 1 ml krve bylo pouzito 50 ul TE pufru.
Mikrozkumavka byla fadné opatiena Stitkem se jménem, rodnym cislem
a eviden¢nim c¢islem.

22. DNA byla rozpousténa pii pokojové teploté pres noc nebo 1 hod pfii 65 °C za
soucasného michani na michacce.

23. Mikrozkumavka s DNA byla uschovana do lednice, popf. do mrazaku
o teploté¢ —25 °C.

4.6.2 Optimalizace Sangerova sekvenovani

PCR amplifikace

1. Rozmrazené reagencie PCR mixu (viz Tab. 4) byly promichdny na vortexu
a zcentrifugovany.
2. PCR mix byl pfipraven podle Tab. 4 s DMSO nebo Tab. 5 bez DMSO do 1,5ml

mikrozkumavky.

Tab. 4: Slozeni reakéni smési obsahujici DMSO pro PCR amplifikaci.

Objem [pl] na 1

Latka reakei Celkovy objem [pl] na 1 reakei
PPP Master Mix 3,75
H>O v PCR C¢istoté 2,10 6,6
DMSO 0,75

Tab. 5: Slozeni reakéni smési bez DMSO pro PCR amplifikaci.

Objem [pl] na 1

Latka Celkovy objem [pl] na 1 reakci

reakci
PPP Master Mix 3,75
6,6
H>O v PCR ¢istote 2,85
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3. PCR mix v 1,5ml zkumavce byl promichén a stocen.

4. Homogenni PCR mix byl rozpipetovan po 6,6 ul do 200ul zkumavek.

5. Do jednotlivych zkumavek bylo ptfidano 0,4 pl ptisluSného paru primerti
uvedenych v Tab. 2 (0,2 ul forward a 0,2 pl reverse primeru).

6. Nakonec bylo do kazdé zkumavky napipetovano 0,5 pl referencni DNA.

7. PCR zkumavky byly uzavieny, vloZzeny do termocykleru a byl nastaven teplotni

a ¢asovy program uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6: Zakladni teplotni a asovy rozpis PCR reakce.

Teplota [°C] Cas Pocet opakovani
95 180 s 1
94 30s
Viz Tab. 7 30s 9
72 90 s
90 30s
24
Viz Tab. 7 30s
72 90 s 1
10 pauza neomezeno

8. Pro optimalizaci podminek PCR amplifikace jednotlivych exonid genu NPR2 bylo
nutné najit vhodnou teplotu annealingu 1 vhodné sloZzeni PCR mixu (s DMSO vs.

bez DMSO). Piehled vsech testovanych podminek je uveden v Tab. 7.
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Tab. 7: Ptehled vSech testovanych podminek v PCR reakci.

Par primeru Pouzité teploty [°C] Pouziti DMSO
NPR2 1F aNPR2 IR 55 Ano
53 Ano
NPR2 2F a NPR2 2R
55 Ano
50 Ano
53 Ano
NPR2 3F aNPR2 3R
54 Ne
55 Ano
53 Ano
NPR2 4F a NPR2 4R
55 Ano
NPR2 5F aNPR2 5R 55 Ano
NPR2 6F a NPR2 6R 55 Ano
NPR2 7F aNPR2 7R 55 Ano
55 Ano
NPR2 8F a NPR2 8R
57 Ano
NPR2 9F a NPR2 9R 55 Ano
53 Ano
NPR2 10F a NPR2 10R 54 Ano
55 Ano
50 Ano
50 Ne
NPR2 11 12FaNPR2 11 12R 53 Ano
54 Ne
55 Ano
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Tab. 7: Pokracovani.

Par primert Pouzité teploty [°C] Pouziti DMSO

NPR2 13F aNPR2 13R 55 Ano
53 Ano

NPR2 14 15F aNPR2 14 15R
55 Ano
NPR2 16F a NPR2 16R 55 Ano
NPR2 17F aNPR2 17R 55 Ano
NPR2 18F a NPR2 18R 55 Ano
NPR2 19 20F aNPR2 19 20R 55 Ano
NPR2 21 22F aNPR2 21 22R 55 Ano

Elektroforeticka separace PCR produkti

Pro detekci PCR produktl byla provedena gelova elektroforéza. K separaci byl

pouzit 1,5% agardzovy gel a barvici roztok GelRed. Separace probihala v elektroforetické

vang pro agarézovou elektroforézu.

Piiprava 1,5% agaro6zového gelu s barvicim roztokem GelRed

1.

Na analytické vaze bylo do ¢isté misky navdzeno 0,9 g agardzy. Toto mnozstvi
bylo pfesypéano do Sroubovaci lahve.

V odmérném valci bylo odméfeno 60 ml 0,5x TBE pufru. Cely objem byl
ptelit do lahve s agar6zou.

Sroubovacim vickem byla lahev uzaviena (pouze lehce utahnuta) a zahiivana
v mikrovlnné troub€ na asi 1 min.

Po uplném rozpusténi agarézy v 0,5x TBE pufru byl roztok promichan
krouzivym pohybem.

Do homogenniho roztoku bylo ptidano 6 pl barviciho roztoku GelRed a opét
byl roztok krouzivym pohybem lahvi promichan.

UV transparentni gelova podlozka 7 x 10 cm byla vloZena do stojanu a byla
do ni nalita pfipravend homogenni smés. Ptipadné vzduchové bubliny byly
odstranény plastovou $pi¢kou a byl nasazen hiebinek.

Gel tuhnul nejméné 30 min.
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8. Poté byl hiebinek vyjmut a ztuhnuty gel i s UV transparentni podlozkou byl
vlozen do elektroforetické vany. V ptipadé potieby byl do vany dolit 0,5x
TBE pufr po rysku tak, aby byl gel zcela ponoten.

Elektroforeticka separace

1. Vzhledem k zbarveni PCR produktu nebyla potieba nanaSeciho pufru. 3 ul
kazdého PCR produktu byly napipetovany do jednotlivych jamek
v ponofeném gelu.

2. Elektroforetickd souprava byla uzaviena vikem a pfipojena ke zdroji
stejnosmérného elektrického proudu.
Elektroforéza probihala pti 90 V po dobu 30 min.

4. Pot¢ byl gel vlozen do UV translumina¢niho zatfizeni MiniBis Pro

a fotodokumentac¢nim zatfizenim byla potizena jeho fotogafie.

Enzymatické preciSténi PCR produkti

1. Ke zbylym 4,5 pl PCR produktu v mikrozkumavce bylo pfidano 0,5 pl
exonukleazy I a 1 pl FastAP termosenzitivni alkalické fosfatazy. Cely objem
v mikrozkumavce byl kratce a jemné promichan pipetovanim a stocen.

2. Mikrozkumavka s DNA templatem a enzymy byla 15 min inkubovana pfii
37 °C a 15 min pfi teploté 85 °C v termocykléru.

Sekvena¢éni PCR reakce

1. Nafedénim byl pfipraven sekvena¢éni kit Big Dye™ Terminator v3.1
s fluorescenéné znaenymi ddNTPs. Pro fedéni byl pouzit BigDye® Terminator
vl.1 & v3.1 5x sekvenacni pufr v poméru 1 : 8 ¢i fedici pufr BDX 256 v poméru
1:256.

2. Do cistych mikrozkumavek byla po 4 ul rozpipetovana pfipravena sekvenacni
smés pro potiebny pocet vzorki (viz Tab. 8).

3. Ke smési bylo pripipetovano 0,5 ul samostatného forward nebo reverse primeru.

4. Nakonec byl pridan 1 pl precisténého DNA templatu.
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Tab. 8: Slozeni PCR sekvenaéni smési na 1 reakci.

Celkovy objem na

Reagencie Objem [pl] jednu reakei [ul]

BigDye® Terminator v1.1 & v3.1 5x

sekvenacni pufr 0,750
BDX64 pufr 0,469
PCR voda 2,750 4,000
Nafe.dény sekvenaéni kit (Big Dyeﬂ\f‘ 0.031
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit) ’
Primer o koncentraci 10 pmol-ul™! 0,500
DNA templat 1,000 1,000

5. Ptipravena smés o objemu 5 pl byla kratce a jemné promichana pipetovanim
a poté vlozena do termocykleru, na némz byl nastaven sekvenacni teplotni profil

uvedeny v Tab. 9. Tento program byl dan vyrobcem reakéniho kitu.

Tab. 9: Teplotni a ¢asovy profil termocykléru pro sekvenacni PCR reakci.

Teplota [°C] Cas [s] Pocet cykla
94 120 1
96 10
50 °C/(1 °C/s) 5 34
60 240
10 pauza neomezeno

Precisténi sekvenacnich produkti

1. K preCisténi sekvena¢nich produktd byl pouzit Big Dye® XTerminator™

Purification Kit, ktery byl vytemperovan na laboratorni teplotu.
2. Do 1,5ml zkumavky byla dle poctu vzorkd pfipravena smés pro precisténi

produktii po sekvena¢ni PCR dle Tab. 10.
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Tab. 10: Slozeni smési pro post-sekvenacéni purifikaci na 1 reakci.

Celkovy objem [pl]

Reagencie Objem [pl] na 1 reakci na 1 reakei
SAM™ roztok 22.5
27,5
XTerminator™ roztok 5

3

. Mikrozkumavka byla uzaviena, upevnéna na tfepacce a vortexovana po dobu

40 min pii 2 600 rpm. Po celou dobu tfepani byly produkty sekvenacni PCR

chranény pied svétlem alobalem.

4. Po promichani byla smés centrifugovana 2 min pii rychlosti otaceni 1 000 g.

Kapilarni elektroforéza v pristroji SeqStudio

Kapilérni elektroforéza byla provedena sekvena¢nim analyzatorem SeqStudio od

vyrobce Thermo Fisher. Kapilary analyzatoru byly naplnény univerzalni separacni

matrici v podobé& polymeru POP1™,

1.

96-jamkova desticka byla umisténa do lamindrniho boxu a zde byla

dekontaminovana UV lampou.

. Ze zkumavky bylo oparn¢ pipetou odebrano 15 pl supernatantu

a pfepipetovano do klasické dekontaminované 96-jamkové desticky.

Desticka s 96 jamkami byla uzaviena gumovym septem (tzv. scolexem),
zcentrifugovéana na 2 min pfi zrychleni 1 000 g.

Desticka byla zasazena do plastového drzéku, uzaviena krytem a vloZena do
sekvenacniho analyzatoru SeqStudio.

Byla spusténa kapilarni elektroforéza dle Tab. 11. Cas separace jednotlivych

sekvenacnich produktl byl dan jejich ocekavanou délkou.
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Tab. 11: Specifické parametry a hodnoty pro sekvenovéani exontit NPR2 genu kapilarni

elektroforézou SeqStudio.

Parametr Hodnota
Teplota 60 °C
Elektrické napéti nastiiku 1,2 kV
Doba nastiiku 20s
Elektrické napéti separace 8,5kV

2 200 s/exony 5,7,9a 18

2 500 s/exony 3,6, 10a 17

Cas separace
3400 s/exony 2, 4, 8, 13, 14+15, 16, 19+20 a 21+22

4 600 s/exony 1 a 11+12

Analyza a zpracovani sekvenacnich dat
1. K vyvolani bazi (neboli base calling) byl pouzit software Sequence Scanner.

2. Specifitnost pozorovanych sekvenci byla ovéfena nastrojem Alignment

Sequences Nucleotide BLAST (BLAST, 2020).

Verifikace metody

Pro verifikaci metody byly hodnoceny parametry:

1. Mez stanovitelnosti — tj. nejmensi mnozstvi analytu ve vzorku, které mize
byt stanoveno jako exaktni hodnota s pozadovanou hodnotou nejistoty. Byla
pouzita referenéni DNA, kterd byla nafedéna na koncentraci > 10 ng-pl!
a< 10 ng-pl .

2. Reprodukovatelnost — ukazuje vzajemné porovnani mezi sériemi (v riznych
dnech a riznymi pracovniky). Pracovnik 1 provedl verifikaci dne 16. 10. 2019
a pracovnik 2 provedl verifikaci dne 21. 10. 2019. Kazdy pracovnik pouzil
jiny termocyklér a jiny sekvenator.

3. Opakovatelnost — vzajemné porovnani vysledkii v jedné sérii (soucasné
vjeden den a jednim pracovnikem). Analyza byla provedena 2x dne

17.10. 2019.
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4. Robustnost — poskytuje informaci o spolehlivosti béhem bé€zného pouzivani.
Je takova vlastnost metody, kdy malou zménou jejich parametrti, poskytuje
metoda porad spravné a piesné vysledky. Dvéma pracovniky byly pouzity 2
rizné koncentrace DNA, tj. 10 ng-ul! a 880 ng-ul™!

5. Specifi¢nost metody — pravdépodobnost negativniho vysledku testu v ptipadé
nepiitomnosti hledané varianty testované¢ho znaku. Jedna se o pomér mezi
spravnou negativitou (TN) a souctem spravné negativity a falesné pozitivity
(FP) dle vzorce TN/(TN + FP). Byla stanovena porovnanim vysledki
sekvenace genu NPR2 Sangerovym sekvenovanim a MPS. K empirickému
vyjadieni rozdilu byl pouzit statisticky T-test po ovéfeni shody rozptylu
F-testem.

6. Citlivost — pravdépodobnost pozitivniho vysledku testu v ptipadé¢ ptitomnosti
hledané varianty testovaného znaku. Jednd se o pomér mezi spravnou
pozitivitou (TP) a souctem spravné pozitivity a faleSné negativity (FN) dle
vzorce TP/(TP + FN). Citlivost byla stanovena porovnanim vysledka
sekvenace genu NPR2 Sangerovym sekvenovanim a MPS. K empirickému
vyjadieni rozdilu byl pouzit statisticky T-test po ovéfeni shody rozptylu

F-testem.

Klinické vyhodnoceni identifikovanych SNP a CNV

Vyznam nalezenych variant v kodujicich oblastech genu NPR2 a jejich nejblizsi
intronické oblasti (+/—20 nt) byl hodnocen pomoci klinickych databazi ClinVar (Landrum
et al.,2016), VarSome (Kopanos et al., 2019) a dbSNP (Sherry et al., 2001).

4.6.3 Cilené amplikonové sekvenovani na platformé Ion Torrent
s vyuzitim celoexomového virtualniho genového panelu

Vyhledavani variant v souboru genti asociovanych s ISS véetné genu NPR2 metodou
amplikonového masivniho paralelniho sekvenovani bylo provedeno v DNA laboratofi
Ustavu lékaiské genetiky ve Fakultni nemocnici Olomouc. Byl pouzit ITon AmpliSeq™
on-demand panel, ktery je zaloZzen na vice nez 99% pokryti vSech cilenych sekvenci.
Kazda cilend sekvence byla designovana a optimalizovéna tak, aby zasahovala minimalné
5 bp do intronu. Jednalo se o tzv. scanningovou metodu urc¢enou pro detekci bodovych
zmén a mensich inzerci, duplikaci a deleci (do cca 20 bp). Minimalni pokryti amplikonti

bylo 20, minimalni primérné pokryti 200. I v pfipadé mensiho pokryti byl dany lokus
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analyzovan, pfi nastaveni Base Phread Quality vétsi nez 18 a pii pokryti minimalné 4
(2 amplikony forward a 2 reverse).

Analyza pokryti byla provedena pomoci Torrent Suite, analyza variant a jejich
anotace byla provedena pomoci IonReporteru.

Na zédkladé nastaveného prahu Base Phread Quality minimaln¢ 18 (odpovida to 98%
pravdépodobnosti, ze baze je uréena spravné) a na zaklad¢é predpokladu, ze v pribéhu
analyzy dat nebude softwarem varianta zachycena s pravdépodobnosti 1-2 %, lze
uspésnost scannigové metody odhadnout na 98 % az 99 %. Metoda neni primarné€ urcena
k zachyceni minoritni mozaiky. Referen¢ni sekvenci pro analyzované geny byl hg19.

Vyznam nalezenych variant byl hodnocen z klinickych databazi ClinVar (Landrum

et al.,2016), VarSome (Kopanos et al., 2019) a dbSNP (Sherry et al., 2001).
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5 VYSLEDKY

Cilem této diplomové prace bylo zavedeni sekvenace genu NPR2 Sangerovou
metodou a prezentace pilotnich dat tohoto vySetfeni u pacientd s ISS. Metoda byla
zavedena cestou optimalizace teploty annealingu primert a slozeni PCR smési. Rovnéz
byly posouzeny tyto parametry: mez stanovitelnosti, robustnost, opakovatelnost,

reprodukovatelnost, citlivost a specifi¢nost.

5.1 Optimalizace sekvenovani NPR2 genu Sangerovou metodou

Primery NPR2_1F a NPR2_1R
Exon 1 byl pfipraven amplifika¢ni PCR za pouziti teploty annealingu 55 °C
s DMSO (viz Obr. 8).

1: teplota annealingu 55 °C s DMSO

Obr. 8: Elektroforetogram produktu PCR amplifikace exonu 1 po elektroforetickém

rozdéleni v 1,5% agarézovém gelu.

Primery NPR2 2F a NPR2 2R

Exon 2 byl pfipraven amplifikanimi PCR reakcemi pracujici s teplotami
annealingu 53 °C a 55 °C. Teplota 53 °C se pro naseddni navrhnutych primerti prokéazala
jako nejvhodnéjsi. U vyssi teploty dochazelo k redukei vytézku PCR produktu. Smeés
PCR obsahovala DMSO (viz Obr. 9).

2a: teplota annealingu 55 °C s DMSO
2b: teplota annealingu 53 °C s DMSO

2a 2b

Obr. 9: Dva elektroforetogramy produktti PCR amplifikace exonu 2 po elektroforetickém

rozdéleni v 1,5% agarézovém gelu.
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Primery NPR2 _3F a NPR2 3R

Pii testovani riiznych teplotnich podminek (tj. 50 °C, 53 °C a 55 °C) pro PCR
amplifikaci exonu 3 byl nasledné detekovan velmi slaby ¢i zadny produkt. Proto bylo
v dalsich pokusech nahrazeno DMSO v reakéni PCR smési HoO v PCR Cistoté. Jako
nejoptimalnéjs$i kombinace reakénich podminek pro amplifikaci exonu 3 byla zjisténa

teplota annealingu 54 °C a PCR reakéni smés bez DMSO (viz Obr. 10).

3a: teplota annealingu 54 °C bez DMSO
3b: teplota annealingu 50 °C s DMSO
3c: teplota annealingu 53 °C s DMSO
3d: teplota annealingu 55 °C s DMSO

3b 3¢ 3d

Obr. 10: Ctyfi elektroforetogramy produkti PCR amplifikace exonu 3 po

elektroforetickém rozdéleni v 1,5% agar6zovém gelu.

Primery NPR2 4F a NPR2 4R

V ptipadé amplifikace oblasti exonu 4 bylo teplotni optimum annealingu 53 °C. Pti
vyssi teploté (55 °C) dochézelo k nedostateéné amplifikaci pozadovaného PCR produktu.
PCR sm¢és obsahovala DMSO (viz Obr. 11).

4a: teplota annealingu 53 °C s DMSO
4b: teplota annealingu 55 °C s DMSO

4a 4b

Obr. 11: Dva elektroforetogramy produkti PCR amplifikace exonu 4 po

elektroforetickém rozdéleni v 1,5% agar6zovém gelu.

Primery NPR2 _5F a NPR2_ SR

Teplota annealingu 55 °C pro amplifikaci oblasti exonu 5 témito primery byla

shledéna optimalni i s DMSO (viz Obr. 12).
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5 5: teplota annealingu 55 °C s DMSO

Obr. 12: Elektroforetogram produktu PCR amplifikace exonu 5 po elektroforetickém
rozdéleni v 1,5% agarézovém gelu.
Primery NPR2 _6F a NPR2_6R

Nejintenzivnéjsi fluorescence produktu PCR amplifikace exonu 6 byla pozorovéana

pfi pouziti teploty annealingu 55 °C s DMSO (viz Obr. 13).

6: teplota annealingu 55 °C s DMSO

Obr. 13: Elektroforetogram produktu PCR amplifikace exonu 6 po elektroforetickém
rozdéleni v 1,5% agarézovém gelu.
Primery NPR2_7F a NPR2_7R

Z elektroforetogramu (viz Obr. 14) je patrné, Ze pro amplifikaci exonu 7 s DMSO

byla zvolena teplota annealingu 55 °C optimalni.

7 7: teplota annealingu 55 °C s DMSO

Obr. 14: Elektroforetogram produktu PCR amplifikace exonu 7 po elektroforetickém

rozdé€leni v 1,5% agarézovém gelu.
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Primery NPR2 _8F a NPR2_8R

Annealing teplota 57 °C poskytla nejvyssi specifitu PCR produktu exonu 8 pfi
zachovani dobrého pozadi. Na Obr. 15 je porovnan s teplotou 55 °C. Smés obsahovala

1 DMSO.

8a: teplota annealingu 55 °C s DMSO
8b: teplota annealingu 57 °C s DMSO

Obr. 15: Dva elektroforetogramy produkti PCR amplifikace exonu 8 po

elektroforetickém rozdéleni v 1,5% agar6zovém gelu.

Primery NPR2 9F a NPR2_9R
Optimalni annealing teplotou pro amplifikaci exonu 9 s DMSO pomoci téchto
primert byla teplota 55 °C (viz Obr. 16).

9: teplota annealingu 55 °C s DMSO

Obr. 16: Elektroforetogram produktu PCR amplifikace exonu 9 po elektroforetickém

rozdéleni v 1,5% agarézovém gelu.

Primery NPR2 _10F a NPR2_10R

Pti analyze nejvhodnéjsi teploty annealingu pro amplifikaci exonu 10 bylo pouzito
3 rbaznych teplot a smési PCR, kterd obsahovala DMSO. Nizsi teplota (53 °C)
a poskytovaly mensi mnozstvi PCR produktu. Pti nastaveni teploty vyssi (55 °C)
nedochézelo k dostate¢nému nasedani primerd na cilenou oblast a tyto nespotiebované
primery byly po separaci v draze zietelné. Nejvice PCR produktu bylo syntetizovano za

pouziti teploty annealingu 54 °C (viz Obr. 17).
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10a: teplota annealingu 53 °C s DMSO
10b: teplota annealingu 54 °C s DMSO
10c: teplota annealingu 55 °C s DMSO

Obr. 17: Tii elektroforetogramy produkti PCR amplifikace exonu 10 po

elektroforetickém rozdéleni v 1,5% agar6zovém gelu.

Primery NPR2 11_12F a NPR2_11_12R

Pomoci tohoto paru primert byla provedena amplifikace dvou exonl zaroven,
konkrétné exonu 11 a 12. Tato amplifikace nebyla tispé$na pii testovani teplot annealingu
50, 53 a 55 °C, a proto byl DMSO v reakéni smési nahrazen vodou v PCR Ccistotg.
Nejcistéjsi produkt byl ziskan pfti teploté annealingu 54 °C (viz Obr. 18).

11 _12a: teplota annealingu 50 °C s DMSO
11 _12b: teplota annealingu 53 °C s DMSO
11 _12c: teplota annealingu 55 °C s DMSO

11 12a 11 12b 11 12¢

11 _12d: teplota annealingu 50 °C bez DMSO
11 _12e: teplota annealingu 54 °C bez DMSO

11 12dJ11 126

Obr. 18: Pét elektroforetogramt produkti PCR amplifikace exond 11 a 12 po

elektroforetickém rozdéleni v 1,5% agar6zovém gelu.

Primery NPR2 _13F a NPR2_13R

Teplota annealingu 55 °C poskytovala dostate¢né mnozstvi PCR specifického

produktu s PCR smési obsahujici DMSO (viz Obr. 19).
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13 13: teplota annealingu 55 °C s DMSO

Obr. 19: Elektroforetogram produktu PCR amplifikace exonu 13 po elektroforetickém

rozdéleni v 1,5% agarézovém gelu.

Primery NPR2 14 15F a NPR2_14_15R

Vzhledem ke kratké vzdalenosti intronové oblasti mezi 14. a 15. exonem bylo
mozné amplifikovat tyto exony dohromady jednim parem primerd. Teplota annealingu
55 °C neposkytovala zadny produkt, zatim co teplota 53 °C se ukazala jako vhodna pro

nasedani primerti soubézné s PCR smési obsahujici DMSO (viz Obr. 20).

14 15214 15b 14 _15a: teplota annealingu 55 °C s DMSO
14 _15b: teplota annealingu 53 °C s DMSO

Obr. 20: Dva elektroforetogramy produktd PCR amplifikace exonti 14 a 15 po
elektroforetickém rozdéleni v 1,5% agar6zovém gelu.
Primery NPR2 _16F a NPR2_16R

Uvedeny par primerd byl testovadn pro naseddni na jejich specifické oblasti pii
teploté annealingu 55 °C, pti které doslo k dostatecnému PCR vytézku pii zachovani

¢istého pozadi za pouziti DMSO v PCR smési (viz Obr. 21).

16 16: teplota annealingu 55 °C s DMSO

Obr. 21: Elektroforetogram produktu PCR amplifikace exonu 16 po elektroforetickém

rozdé€leni v 1,5% agarézovém gelu.
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Primery NPR2 _17F a NPR2_17R

Pti analyze optimalni teploty annealingu pro tyto primery bylo zjisténo, Ze teplota

55 °C poskytuje specificky PCR produkt za pouziti DMSO v reakéni smési (viz Obr. 22).

i 17: teplota annealingu 55 °C s DMSO

Obr. 22: Elektroforetogram produktu PCR amplifikace exonu 17 po elektroforetickém

rozdéleni v 1,5% agarézovém gelu.
Primery NPR2_18F a NPR2_18R

Exon 18 byl uspésné amplifikovan pfi teploté¢ annealingu 55 °C a PCR smési

s DMSO (viz Obr. 23).

18: teplota annealingu 55 °C s DMSO

Obr. 23: Elektroforetogram produktu PCR amplifikace exonu 18 po elektroforetickém

rozdéleni v 1,5% agarézovém gelu.

Primery NPR2 19 20F a NPR2_19 20R

PCR produkt ziskany parem primerd NPR2 19 20F a NPR2 19 20R ptedstavoval
amplifikovany sek ohranic¢eny exonem 19 a exonem 20. Tento amplikon byl pfipraven

pfi teplote 55 °C a rekéni smési s DMSO (viz Obr. 24).

19 20: teplota annealingu 55 °C s DMSO

Obr. 24: Elektroforetogram produktu PCR amplifikace exond 19 a 20 po

elektroforetickém rozdéleni v 1,5% agar6zovém gelu.
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Primery NPR2 21 22F a NPR2_21 22R

Exon 21 byl amplifikovan dohromady s exonem 22 pomoci primerd NPR2 21 22F
aNPR2 21 22R, které uspeésné nasedly na specifické misto pii teplote annealingu 55 °C
a slozeni rek¢ni smési s DMSO (viz Obr. 25).

ARl 21 _22: teplota annealingu 55 °C s DMSO

Obr. 25: Elektroforetogram produktu PCR amplifikace exond 21 a 22 po

elektroforetickém rozdéleni v 1,5% agar6zovém gelu.

Pro piehlednost jsou v Tab. 12 uvedené specifické reakéni podminky sekvenace pro

vSechny pary primerti.

Tab. 12: Teploty annealingu a pouziti DMSO pro uspé$nou PCR amplifikaci vSech exonti
genu NPR2.

Teplota
annealingu Pouziti DMSO Primery
[° C]
5 A NPR2 2F a NPR2 2R, NPR2 4F a NPR2 4R,
no NPR2 14 15F aNPR2 14 15R
Ano NPR2 10F a NPR2 10R
>4 N NPR2_3F a NPR2 3R, NPR2_11_12F a
© NPR2 11 12R
NPR2 IF aNPR2 IR, NPR2 5F a NPR2 5R,
NPR2 6F a NPR2 6R, NPR2_7F a NPR2 7R,
5 A NPR2 OF a NPR2 9R, NPR2 13F a NPR2 3R,
no NPR2 16F a NPR2_16R, NPR2 17F a NPR2 17R,
NPR2 18F a NPR2 18R, NPR2 19 20F a
NPR2 19 20R,NPR2 21 22F aNPR2 21 22R
57 Ano NPR2 8F a NPR2 S8R

Cas separace kapilarni elektroforézou byl dan délkou PCR produktii v bp.

38



5.2 Verifikace metody

Jednim ze stanovovanych verifikaénich parametri byla mez stanovitelnosti.
Koncentrace DNA, pii niz byl ziskan validni vysledek, byla 10-880 ng-ul!. Pfi pouziti

koncentrace niz§i nez 10 ng-ul™! nedoslo k replikaci a vzniku PCR produktii (viz Obr. 26).

Obr. 26: Elektroforetogram ziskany po PCR reakci se vstupni DNA o koncentraci pod

detek¢énim limitem.

V ramci prokdzani opakovatelnosti byla provedena sekvenaéni analyza genu NPR2
jednim pracovnikem v jednom dni. Pozitivni vysledek parametru opakovatelnosti,

respektive dvou PCR amplifikaci ze dne 17. 10. 2019, je zietelny na Obr. 27.

Obr. 27: Dva elektroforetogramy PCR produkti kodujicich oblasti genu NPR2

vyhotovené ve stejném dni.
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Dale byla ovéfovana robustnost metody viici malym zménam. Dvéma pracovniky
byly dvé rizné koncentrace vstupni DNA. Pracovnik 1 pracoval s koncentraci vzorku
DNA 10 ng-ul! a pracovnik 2 s koncentraci 880 ng-ul"!. Vystupy z elektroforetické
separace PCR produkti dokdzaly, Ze metoda je necitlivd vic¢i malym zménam

experimentalnich podminek (viz Obr. 28).

P1 (Pracovnik 1): vstupni koncentrace DNA 10 ng-ul'; P2 (Pracovnik 2): vstupni
koncentrace DNA 880 ng-ul™!

Obr. 28: Dva elektroforetogramy ovétujici robustnost metody.

Specificita a sensitivita metody byla ovéfena nezavislou metodou, konkrétn¢ MPS
na platform¢ Ion Torrent vyuzivajici S5 systémem. Ke stanoveni byly pouzity DNA
vzorky pacientll. Sangerovo sekvenovani nezachytilo 7 variant v intronickych oblastech
genu NPR2, protoze k zachytu téchto variant nebyly navrzeny piislusné primery (viz

Tab. 13). Citlivost (TP) i specificita (TN) tak byly rovny hodnoté 1, tj. 100 %.
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Tab. 13: Zachyt variant Sangerovym sekvenovanim v porovnani s MPS.

Ion S5 Zachyt
ID Sangerovym
Koordinata Zapis Stayv sekvenovanim
chr9:35808334 c.2713-172C>G Homozygot Ne
3179 20
chr9:35809328 ¢.3079-49A>G Homozygot Ano
chr9:35792423 c.18T>C Heterozygot Ano
chr9:35801233 c.1436+82T>C Heterozygot Ne
chr9:35801856 c.1558-67C>A Heterozygot Ne
chr9:35802583 c.1794C>T Heterozygot Ano
3132 20
chr9:35806831 c.2520-189C>A Heterozygot Ne
chr9:35807401 ¢.2712+7 2712+15delGCTGGGGCC Heterozygot Ano
chr9:35808334 c.2713-172C>G Heterozygot Ne
chr9:35809328 ¢.3079-49A>G Heterozygot Ano
chr9:35806831 c.2520-189C>A Heterozygot Ne
3113 20 chr9:35808334 c.2713-172C>G Heterozygot Ne
chr9:35809328 ¢.3079-49A>G Heterozygot Ano
233/20 chr9:35809328 ¢.3079-49A>G Heterozygot Ano

dle referencniho genomu GRCh37/hg19 a transkriptu NM_003995.4

Reprodukovatelnost metody byla ovéfovana dvéma pracovniky, zaroven kazdy

z nich pouzil jiny termocyklér i sekvenator a analyzu provedl v jiny den (viz Tab. 14).

Tab. 14: Piehled zménénych parametrti pro testovani reprodukovatelnosti metody.

Parametr Pracovnik 1 Pracovnik 2

Termocyklér 1026255-000 1024640-000
Detektor SeqStudio (Thermo Fisher) = ABI3130 (Thermo Fisher)

Datum 16.10.2019 21.10.2019
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V Tab. 15 jsou uvedeny délky osekvenovanych reverse a forward fetézcl

jednotlivych exonti genu NPR2 v bp.

Tab. 15: Dva soubory délek ¢teni fetézcti exontt NPR2 (+/—20 nt) Sangerovou metodou.

Reverse retézec [bp] Forward fetézec [bp]
Amplikon Pracovnik Pracovnik PoZadovany  Pracovnik Pracovnik PoZadovany
1 2 pocet 1 2 pocet
Exon 1 304 289 304 402 387 404
Exon 2 244 241 246 244 246 246
Exon 3 154 153 154 154 145 154
Exon 4 174 174 176 176 166 176
Exon 5 131 122 135 135 132 135
Exon 6 173 173 173 160 170 173
Exon 7 123 122 125 93 65 125
Exon 8 161 155 161 161 149 161
Exon 9 115 98 115 114 108 115
Exon 10 115 101 118 118 109 118
Exon 11-12 338 328 341 335 306 341
Exon 13 198 185 200 200 199 200
Exon 14-15 337 338 444 402 426 444
Exon 16 187 171 187 187 186 187
Exon 17 163 160 164 164 163 164
Exon 18 0 0 0 97 98 98
Exon 19-20 382 175 385 379 379 385
Exon 21-22 329 309 331 330 325 331
Celkem 3628 3294 3759 3521 3759 3957
(96,5 %) (87,6 %) (100 %) = (97,3 %) (95 %) (100 %)

Oblasti byly pfi verifikaci dvéma pracovniky sekvenovany s primérnym pokrytim

od 87,6 % do 97,3 %.
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Na zékladé testovani rozptylu dvou rozdild, rozdilu dvou stfednich hodnot a na
stanovené¢ hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05 bylo zjisténo, Ze rozdil mezi jednotlivymi
pracovniky v pracujici v rizné dny za pouziti riznych koncentraci DNA, rtiznych

termocyklert a riznych sekvenatori nebyl statisticky vyznamny (p = ns) (viz Tab. 16).

Tab. 16: Statistické vyhodnoceni sekvenacnich vysledkti dvou pracovnikd.

Retézec F-test T-test
Reverse 0,602 0,561
Forward 0,919 0,889

5.3 Pilotni analyza

22 pacientii s indikaci ISS bylo analyzovdno metodou Sangerova sekvenovani
v kodujicich oblastech genu NPR2 a jejich nejblizSich intronickych oblasti (+/—20 nt).
Celkem bylo zatazeno 13 divek a 1 dospéla Zena (63,6 %) a 8 chlapcti (36,4 %). Primérny
vék pacienta byl 9 let a 7 mésicl, pficemz nejmlad$imu pacientovi bylo 2,5 rokt
a nejstarSimu 34 let. U 19 pacientl byl indikovéan vzriist na 3. percentilu nebo pod nim
(86,4 %). Vyska dvou pacientl (9,1 %) se nachdzela mezi 3.—10. percentilem. U jednoho
pacienta (4,5 %) byla stanovena vyska na 30. percentilu, avSak se soucasnou indikaci
nizké hmotnosti (3.—10. percentil).

Na zékladé zprav zklinickych vySetfeni pacienti byly vyhodnoceny podily
vyznamnych dysmorfickych piiznakt, které by mohly byt diagnostickym voditkem
a determinovat geneticky podminénou chorobu. U 12 z 22 pacientl byly zpozorovany
vady lebky, kam byla fazena napt. makrocefalie, facialni stigmatizace, hypertelorismus
nebo piitomnost gotického patra. Celkem 12 pacientii mélo minimalné jednu vadu
koncetin. Tato kategorie zahrnovala krat$i metatarzy ¢i metakarpy, rhizomelicky
zkracené koncetiny, valgozni postaveni chodidel nebo syndaktylie. Tteti skupinu tvotily
vady trupu. Deformovany hrudnik nebo vadné drzeni téla méli 2 pacienti. Samostatnou
skupinu tvofil opozdény kostni veék. Tento faktor neprospivani byl diagnostikovan
u celkem 7 pacientti. Poslednim dtilezitym ukazatelem byly hormondlni poruchy. Deficit
rastového hormonu byl diagnostikovan u 2 pacientd. Procentualni zastoupeni

dysmorfickych znakt je vyobrazen v Grafu 2.
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Pocet pacientl
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

%‘ Vady lebky 55 % 45 9%
5:3 Vady kondetin 55 % 45 %
S

Lg Vady trupu 9 % 91 %

i Opozdény kostni vek 32% 68 %

a Deficit rustového homonu 9 % 91 %

s pfitomnou vadou ™ bez vady

Graf 2: Cetnosti skupin dysmorfickych znak® u pacientii vySetfovanych na p¥itomnost

variant genu NPR2.

Screening variant genu NPR2 Sangerovym sekvenovanim odhalil 1 variantu
neznamého vyznamu a 4 varianty benigniho charakteru. Procento zéchytu klinicky

vyznamnych variant, respektive jedné varianty bylo 4,5 % (viz Tab. 17).

Tab. 17: Varianty genu NPR2 zachycené u pacientil Sangerovym sekvenovanim.

Zapis varianty Pozice Stav Vyznam  Pofet
zachyti
Heterozygot Benigni 7
c.18T>A Exon 1
Homozygot Benigni 2
Intron
c.1711-8dupT 0 Heterozygot Neznamy 1
Heterozygot Benigni 7
c.1436+82T>C Exon 11
Homozygot Benigni 2
Homozygot Benigni 1
c.2712+7 2712+15delGCTGGGGCC Exon 18
Heterozygot Benigni 3
Intron  Homozygot  Benigni 1
c.3079-49A>G
21 Heterozygot Benigni 8

dle referencniho genomu GRCh37/hg19
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Zachycena duplikace v poly T oblasti (viz Obr. 29) je neznamého vyznamu. Podle
predikénich nastroji by varianta mohla byt stifedn€¢ patogenni. Jeji frekvence je
v evropské populaci nefinského ptivodu velmi nizka (f = 0.00008359). Tato inzerce T se

nachdzi v intronové oblasti pted 11. exonem (NM_003995.4(NPR2):c.1711-8dupT).
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Obr. 29: Varianta NM_003995.4(NPR2):c.1711-8dupT u pacientky 229 20 zachycena

Sangerovym sekvenovanim ve forward fetézci (nahote) i reverse fetézci (dole).

Varianta byla detekovana u Ctyfleté pacientky, jejiz vyska je dle ristového grafu pod
3. percentilem a byly u ni diagnostikovany vyvojové vady lebky. Vysledky molekularni
analyzy prokdzaly, ze dand varianta byla zdédéna od matky, ktera méfi
165 cm. Podle genealogického rozboru jedna sestra matky méti 165 cm, druha sestra
matky méfi 172 cm. Navic matka matky méii také 165 cm a otec matky 172 cm. Otec

zadatelky méfi 168 cm (viz Obr. 30).
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Obr. 30: Genealogické schéma nositelky varianty NM_003995.4(NPR2):c.1711-8dupT.
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6 DISKUZE

Idiopaticky maly vzrist charakterizuje heterogenni skupinu pacientli s vyskou pod
3. percentilem, u které nebyla dosud identifikovana pficina tohoto onemocnéni.
Systematické fenotypovani v kombinaci s vhodné zvolenym genetickym testovanim
zvysuje pravdépodobnost identifikace pti¢iny ISS. Odhaleni molekularni pti¢iny malého
vzriustu je dualezité pro predikci vysky v dospélosti, nastoleni odpovidajici 1écby
a genetické poradenstvi pro planovana t¢hotenstvi (Inazghi et al., 2019).

NPR?2 je gen kodujici natriureticky receptor typ B. NPR-B hraje dtlezitou roli
v komplexu parakrinni regulace ristové ploténky. Po ptipojeni CNP ligandu k receptoru
dochazi ke stimulaci bunééného déleni, diferenciace a syntéze extracelularniho matrixu.
Zmény v NPR2 signalni kaskadé mohou vést k ristovym porucham u déti (Plachy et al.,
2020).

Byla prokazana souvislost mezi bialelickou ztratou funkce mutaci v NPR2
a akromesomelickou dysplazii typu Maroteaux (AMDM; OMIM 602875), ktera je
doprovazena vyznamné snizenou vyskou pacienta (< —5 SD) (Jacob et al., 2018). Na
druhou stranu dopad heterozygotnich variant v genu NPR2 je stale zkouman.

Podle nékterych studii mohou heterozygotni varianty pfedstavovat piicinu 2 % az
6 % idiopatického malého vzrustu (Hanley et al., 2020; Hwang et al., 2020).

Prace Hwang et al. reportovala 2 znamé varianty (rs114147262 a rs770276670)
a2 nové varianty (c.1483C>T a c.1792T>A) v heterozygotnim stavu u pacientid s vyskou,
kterda dosahovala primérého z-skore -2,65 (Hwang et al., 2020). Rovnéz byla
publikovana kazuistika pacientky, jejiz rtst byl stabilni, avSak dlouhodob¢ mezi 3. a 10.
percentilem s potvrzenou maternalné zdédénou heterozygotni variantou c.2761 C>T
v genu NPR2. Krom¢ malého vzristu byla u této pacientky také zaznamenana
brachydaktylie 5. prstu, oba palce kratké a Siroké, mirnd mezomelie hornich koncetin
a radiologicky byly prokazany zkracené metakarpy levé ruky. U pacientky i jeji matky
bylo také identifikovano 11 pard Zeber (Jacob et al, 2018). V neposledni fadé byla
publikovdna skupina 6 pacientii s heterozygotnimi zménami v genu NPR2, kteti byli
klinicky charakterizovani malym vzriistem, anomaliemi obli¢eje a dysplazii skeletu
(brachydaktylie, zkracené metakarpy nebo metatarzaly) (Ke et al., 2021).

V této diplomové praci byla cestou optimalizace teploty annealingu a slozeni PCR
smési zavedena Sangerova sekvenace kodujicich oblasti genu NPR2 a jejich nejblizsich

intronickych oblasti (+/—20 nt). Teploty annealingu 18 navrzenych primert pokryvajicich
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vSech 22 exoni genu byly 53 °C (NPR2 2F a NPR2 2R, NPR2 4F
a NPR2 4R, NPR2 14 15F a NPR2 14 15R), 54 °C (NPR2 10F a NPR2 10R,
NPR2 3FaNPR2 3R,NPR2 11 12FaNPR2 11 12R), 55 °C (NPR2_IF aNPR2 IR,
NPR2 5F a NPR2 5R, NPR2 6F a NPR2 6R, NPR2 7F a NPR2 7R, NPR2 9F
a NPR2 9R, NPR2 I3F a NPR2 I3R, NPR2 16F a NPR2 16R, NPR2 17F
aNPR2 17R,NPR2 18FaNPR2 18R,NPR2 19 20F aNPR2 19 20R,NPR2 21 22F
a NPR2 21 22R) a 57 °C (NPR2 _8F a NPR2 8R). Slozeni PCR smési obsahovalo
komercni PPP Master Mix (Top-Bio) vodu v PCR ¢istoté a DMSO pro zvySeni specifity
annealingu primerd s vyjimkou NPR2 3F aNPR2 3R, NPR2 11 12FaNPR2 11 12R.
Zavedend metoda spliiuje pozadavky robustnosti, opakovatelnosti, specifi¢nosti
1 sensitivity pro ucely spravné laboratorni praxe.

V souboru 22 pacientil s ISS byla zavedenou metodou u jedné pacientky (1/22,
tl. 4,5 %) identifikovina materndlné¢ zdédénd  heterozygotni  varianta
NPR2(NM_003995.4):c.1711-8dupT.

Vzhledem k pozici varianty, tj. v blizkosti rozhrani exon/intron, existuje moznost
vzniku poskozeného proteinu po nespravném sestiihu. Varianta je uvedena v databazi
ClinVar, ale doposud nebyla publikovana zadna klinické data, kterd by naznacila klinicky
dopad varianty na fenotyp pacientky. Tato varianta byla v evropské populaci zachycena
s frekvenci 0,00008359. Rovnéz nebyla pozorovana v homozygotnim stavu (VarSome,
2021). U této pacientky byl pozorovan idiopaticky maly vzrist, ploché nohy s pfitomnou
sandalovou ryhou a naznaceny bilateralni epikantus s hypertelorismem.

Genealogicky rozbor rodiny nositelky varianty NPR2(NM_003995.4):c.1711-8dupT
naznacuje moznou segregaci této varianty s malym vzriistem.

Vyznam sekvenace genu NPR2 byl prokézan i na urovni lécebnych postupti. Ackoliv
byla 1écba lidskym rekombinantnim ristovym hormonem u pacientii s ISS schvalena
Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) a Evropskou agenturou pro 16¢ivé p¥ipravky
(EMA), vysledky se u nositelli heterozygotnich zmén genu NPR2 1i8i. Vyskové skore
pacientil s témito variantami se vyznamn¢ zvysilo zejména u divek (p < 0,001). Rovnéz
byl prokazan zna¢ny benefit 1éCby ristovym hormonem u heterozygotnich variant, které
koduji  katalytickou doménu  karboxy-termindlni  guanylyl cyklazy, nezli
u variant v kodu extracelularni domény, kterd vaze ligandy (p = 0,019). Také byla
prokézana nepiimd uméra mezi vékem pacienta s heterozygotni variantou v genu NPR2
a ucinnosti 1écby lidskym rekombinantnim hormonem (p = 0,034) (Jacob et al., 2018; Ke

etal., 2021).
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Vysledky pilotnich dat této prace maji své limity plynouci z podstaty metody
Sangerova sekvenovani a vyzaduji dal§i metodické postupy k objasnéni klinického

vyznamu varianty NPR2(NM_003995.4):c.1711-8dupT.
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7 ZAVER

V této diplomové praci byla cestou optimalizace teploty annealingu a slozeni PCR
smési zavedena metoda Sangerova sekvenovani kodujicich oblasti genu NPR2 a jeho
nejblizsich intronickych oblasti (+/—20 nt). VSech 22 exontl bylo uspésné amplifikovano
pomoci 18 navrzenych primert. Zavedend metoda spliiuje pozadavky robustnosti,
opakovatelnosti, specifi¢nosti i sensitivity pro ucely spravné laboratorni praxe.

V ramci pilotni analyzy byla metoda sekvenace genu NPR2 aplikovéna na souboru
22 pacienti s ISS. U tohoto souboru pacientli byla zachycena materndln¢ zdédéna
heterozygotni varianta NM_003995.4(NPR2):c.1711-8dupT, ktera by mohla objasnit
pri¢inu onemocnéni u pacientky, avSak je potfeba dalSich analyz k potvrzeni této

hypotézy.
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