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STRESZCZENIE

I. STRESZCZENIE

Rak podstawnokomorkowy skéry (ang. basal cell carcinoma; BCC) jest najbardziej
powszechnym nowotworem cztowieka, wystepujacym gtéwnie u przedstawicieli populacji
kaukaskiej. Rozwdéj BCC jest napedzany gtéwnie przez mutacje w genach zaangazowanych w
szlak sygnatowy Sonic Hedgehog (Shh), niemniej jednak patogeneza BCC nie jest do konca
poznana. Podobnie jak w innych nowotworach, do tej pory analizy genetyczne BCC skupiaty
sie niemal wytgcznie na regionach kodujgcych biatka, stanowigcych zaledwie ~2% genomu.
W zwigzku z powyzszym, zasadniczym celem niniejszej pracy byta wstepna charakterystyka
mutacji somatycznych w niekodujgcych elementach gendw kodujgcych biatka (5'UTR,
fragmenty 3’UTR oraz fragmenty introndw) oraz w genach miRNA. W pracy poddano analizie
panel 27 par probek DNA wyizolowanych z BCC oraz z odpowiadajgcych im tkanek
normalnych. Prébki poddano dwom procedurom sekwencjonowania nowej generacji,
rutynowemu sekwencjonowaniu catego eksomu (ang. Whole Exome Sequencing; WES) oraz
unikalnej, zaprojektowanej w Zaktadzie Genetyki Molekularnej, Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN, procedurze sekwencjonowania catego miRNomu (ang. Whole miRNome
Sequencing; WMS).

W wyniku przeprowadzonego sekwencjonowania fgcznie zostato wykrytych ponad 80
tysiecy mutacji somatycznych z czego ponad potowa wystepowata w regionach
niekodujgcych, w ktdrych czestos¢ mutacji byta zblizona do tej w regionach kodujacych.
Srednie obcigzenie mutacyjne analizowanych prébek wynosito >50 mutacji/Mpz co
wskazuje, ze czesto$¢ mutacji w BCC jest najwyzsza wsréd nowotwordw cziowieka.
Najczestszg sygnaturg mutacyjng, wystepujgcg we wszystkich prébkach, byta sygnatura 7, co
potwierdza, ze gtdbwnym czynnikiem mutagennym w BCC jest promieniowanie stoneczne.

Analiza wykrytych mutacji wykazata szereg regiondw niekodujgcych o podwyzszone;j
czestosci mutacji, w tym regiondw zawierajgcych gorgce punkty mutacji. Niektére mutacje
w regionach niekodujgcych wskazujg na duzy potencjat mutowanych gendw jako elementéw
napedzajgcych nowotworzenie w BCC m.in. 3’"UTR w genie BAD, sekwencja Kozak w 5’UTR w
genie DHODH oraz 5'UTR w genie CHCHD2. Wszystkie te geny sg funkcjonalnie
zaangazowane W procesy zwigzane z nowotworzeniem (apoptoza, metabolizm

mitochondrialny i synteza de novo pirymidyn). Dodatkowo analizy przeprowadzone z
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wykorzystaniem zewnetrznych zasobdw danych, w tym The Cancer Genome Atlas (TCGA)
wykazaty, ze mutacje w genach BAD i CHCHD2 czesto wystepujq takze w czerniaku, natomiast
mutacje wykryte w genie DHODH s3 specyficzne i wystepujg wytgcznie w BCC.

Wsréd mutacji niekodujgcych 171 zostato wykrytych w genach miRNA, w tym w
roznych funkcjonalnych elementach tych genéw, kluczowych dla biogenezy i funkcjonowania
czgsteczek miRNA. Najczesciej mutowanym genem miRNA byt MIR3928 o dobrze
udokumentowanej funkcji w nowotworzeniu, w ktorym zostaty zidentyfikowane 4 mutacje,
w tym 3 w gorgcym punkcie mutacji zlokalizowanym w sekwencji flankujgcej 5’.

Wygenerowane dane pozwolity rowniez na przeprowadzenie pierwszej kompleksowej
analizy zmian liczby kopii w BCC, w wyniku ktérej, miedzy innymi, zostaty zidentyfikowane
czeste delecje dtugiego ramienia chromosomu 9 (chr9q), obejmujgcego kluczowy dla BCC
gen supresorowy PTCH1 oraz czeste duplikacje kréotkiego ramienia chromosomu 9 (chr9p)
zawierajgcego gen JAK2 oraz geny ligandéw PD-L1 oraz PD-L2 bedacych kluczowymi
elementami punktow kontrolnych odpowiedzi immunologiczne;j.

Wsréd gendw najczesciej mutowanych w sekwencjach kodujacych zidentyfikowano
takie geny jak PTCHI1, TP53, MYCN czy geny NOTCH. Duza zgodnos¢ wynikow analizy
sekwencji kodujgcych z ich wczesniejszymi analizami w BCC potwierdzita rzetelnos¢
przeprowadzonych analiz i wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw.

Podsumowujgc w ramach niniejszej pracy przeprowadzono pierwszg analize i
charakterystyke mutacji w regionach niekodujgcych w BCC. W ramach analizy
zidentyfikowano szereg mutacji niekodujgcych o potencjalnym znaczeniu dla rozwoju BCC.
Niniejsze wyniki stanowig podstawe do dalszych analiz niekodujgcych wariantéow w BCC i

innych typach raka.
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Il. ABSTRACT

Somatic mutations and copy number alterations in basal cell carcinoma- focus on gene-

associated noncoding variants and miRNome

Basal cell carcinoma (BCC) of the skin is the most common human cancer, especially
frequent in the Caucasian population. It is known that the development of BCC is driven by
mutations in genes involved in the Sonic Hedgehog (Shh) signaling pathway, however, the
pathogenesis of BCC is not fully understood. As in other cancer types, genetic analyses in BCC
have been focused almost exclusively on the coding regions, constituting only ~2% of the
genome.

The main aim of this study was the preliminary characteristics of somatic mutations in
noncoding elements of protein-coding genes (5'UTR, fragments of 3'UTR, and introns) and in
miRNA genes. DNA samples isolated from 27 pairs of BCC and corresponding healthy tissues
were sequenced with the use of two next generation sequencing procedures, the routine
Whole Exome Sequencing (WES) and the unique procedure of Whole miRNome Sequencing
(WMS), developed at the Department of Molecular Genetics, Institute of Bioorganic
Chemistry, Polish Academy of Sciences.

In total, over 80,000 somatic mutations were detected of which more than half in
noncoding regions. The average tumor mutational burden (TMB) was >50 mutations/Mb,
which indicates that BCC is the most frequently mutated human cancer. The most common
mutational signature found in all samples was signature 7, confirming that the most important
mutagenic factor in BCC is UV radiation.

The analysis of mutations in noncoding regions showed that some of the mutations
were clustered in specific regions, including hotspots. Moreover, some mutations in
noncoding regions strongly suggest the cancer-driving potential of the mutated genes, e.g.,
mutations in 3'UTR in BAD, mutations in the Kozak sequence in the DHODH 5'UTR, and
mutations in 5'UTR in CHCHD2. All these genes are functionally involved in processes related
to carcinogenesis (apoptosis, mitochondrial metabolism, and de novo pyrimidines synthesis).

The analysis of external resources of cancer genomic data such as The Cancer Genome Atlas
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(TCGA) demonstrated that mutations in BAD and CHCHD2 occur also in melanoma, while
mutations in DHODH are specific for BCC.

Among the noncoding mutations, 171 were detected in miRNA genes, including
mutations in various functional elements of these genes, crucial for miRNA functioning and
biogenesis. The most frequently mutated miRNA gene was MIR3928 whose functional role in
cancer is well documented. All the mutations in MIR3928 were localized in the 5’ flanking
region of the miRNA precursor of which 3 were in a single hotspot position.

Taking advantage of the generated sequencing data allowed for the first
comprehensive analysis of copy number variation in BCC. Among the identified most frequent
copy number alterations are deletions of the long arm of chromosome 9 (chr9q),
encompassing PTCH1, a key BCC tumor suppressor, and duplications of the short arm of
chromosome 9 (chr9p), encompassing the oncogene JAK2 and the genes encoding the key
immune checkpoint ligands PD-L1 and PD-L2.

Among the genes identified as most frequently mutated in coding sequences, are
genes such as PTCH1, TP53, MYCN, and NOTCH well known as key drivers in BCC. This high
consistency of the results of the analysis of coding sequences with previous BCC genetic
analyzes confirms the reliability of the performed analyzes and the credibility of the obtained
results.

In summary, the study is the first analysis of noncoding mutations in BCC. The analysis
enabled the identification of noncoding mutations with the potential of cancer drivers in BCC.
The results provide a strong basis for further analyses of noncoding variants in BCC and cancer

in general.
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1.Charakterystyka choréb nowotworowych

1.1 Cechy komdrek nowotworowych

Nowotwor to nieprawidtowa tkanka, rozwijajgca sie z pojedynczej komorki, ktora w
wyniku zmian genetycznych nabyta zdolnos¢ do niekontrolowanych podziatéw komaorkowych.
Komoérka moze zapobiegac¢ rozwojowi nowotworu przez indukcje procesu programowanej
Smierci (apoptozy) lub naprawe btedéw przez aktywacje mechanizméow naprawy DNA.
Niestety geny zaangazowane w te i inne wazne procesy biologiczne mogg ulega¢ mutacjom,
co w konsekwencji moze prowadzi¢ do niekonrolowanych podziatdw i powstania nowotworu.
Wyrdzniamy 14 cech charakteryzujgcych tkanke nowotworowg. W 2000 r. D. Hanahan i R. A.
Weinberg zaproponowali pierwsze 6 takich cech (Hanahan & Weinberg, 2000): (i)
nieograniczony potencjat replikacyjny, (ii) spadek aktywnosci gendw supresorowych, (iii)
unikanie programowanej $mierci komoérki, (iv) indukcja angiogenezy, (v) inwazyjnos¢ i
zdolnos¢ do przerzutdéw oraz (vi) wytwarzanie wtasnych czynnikdw wzrostowych. W roku
2011 do powyzej listy dodano: (vii) niestabilnos¢ genetyczng wynikajgcg z nagromadzenia
mutacji, (viii) indukowanie stanu zapalnego organizmu, (ix) unikanie odpowiedzi uktadu
immunologicznego, a takze (x) przeprogramowanie metabolizmu energetycznego pod
wptywem hipoksji (Hanahan & Weinberg, 2011). W 2022 r. D. Hanahan opisat kolejne 4 cechy
komodrek nowotworowych: (xi) plastycznos¢ fenotypowa, (xii) zaktécone rdznicowanie
komorek, (xiii) niemutacyjne przeprogramowanie epigenetyczne oraz (xiv) polimorfizm
mikrobiomu (Hanahan, 2022).

Warto zaznaczy¢, ze nowotwor to choroba o podfozu genetycznym, charakteryzujgca
sie nagromadzeniem mutacji w obrebie materiatu genetycznego komaérki, dlatego wszystkie
wyzej wymienione cechy s warunkowanie zmianami genetycznymi, ws$rdod ktorych
najpowszechniejsze to somatyczne mutacje, somatyczne zaburzenia liczby kopii (amplifikacje,
delecje) jak réwniez zmiany epigenetyczne. Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze nowotwor rozwija
sie na tle konstytutywnego tfa genetycznego, ktérego warianty, w tym dziedziczne mutacje
mogg prowadzi¢ do podwyzszonej predyspozycji niektérych nowotwordw i ich rodzinnych

agregacji oraz wptywac na przebieg choroby.
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W przypadku zmian somatycznych bardzo czesto ilos¢ mutacji okresla sie przy uzyciu
parametru wskazujgcego obcigzenie mutacyjne nowotworu (ang. tumor mutational burden;
TMB). Parametr ten okresla ilos¢ mutacji w przeliczeniu na milion par zasad (Mpz), a jego
wartos¢ rozni sie w zaleznosci od typu nowotworu (Lawrence et al.,, 2013). Ekstremalnie
wysoka wartos¢ parametru TMB okreslana jako zjawisko hipermutacji moze by¢ efektem
dziatania endogennych proceséw mutagennych m.in. i) uszkodzen gendw biorgcych udziat w
mechanizmie naprawy btednie sparowanych zasad azotowych w DNA (ang. DNA mismatch
repair;, MMR) co prowadzi do zjawiska niestabilnosci regionéw mikrosatelitarnych (ang.
microsatellite instability; MSI), ii) zwiekszeniem aktywnosci deaminaz APOBEC, a takze moze
by¢ spowodowana dziataniem silnych mutagendéw egzogennych np. $wiatta ultrafioletowego
(UV), czy dymu papierosowego (Schlesner & Eils, 2015). Nowotwory charakteryzujgce sie
najwyzszym obcigzeniem mutacyjnym to gtdwnie nowotwory skory takie jak czerniak, rak
podstawnokomorkowy skory (ang. basal cell carcinoma; BCC) i kolczystokomorkowy skory
(ang. squamous cell carcinoma; SCC), ktorych rozwdj jest spowodowany m.in. przez
nadmierng ekspozycje na promieniowanie UV, nowotwory pftuc wywotane dziataniem
substancji zawartych w dymie tytoniowym, nowotwory jelita grubego charakteryzujace sie
czestymi uszkodzeniami mechanizmu MMR, a takze nowotwory pecherza moczowego i szyjki
macicy wykazujgce zwiekszong aktywnosé APOBEC.

Na podstawie analizy przeprowadzonej przez L.B. Alexandrova i wsp. (Alexandrov et
al., 2013) na podstawie danych catogenomowych dla réznych typéw nowotwordw wykazano,
ze mutacje mogg ukfadac sie w tzw. sygnatury mutacyjne - wzor czestosci wystepowania
roznych typow mutacji w okreslonym kontekscie nukleotydowym (biorgc pod uwage
bezposredni kontekst nukleotydowy w pozycji -1 i +1), charakterystyczny dla konkretnego
nowotworu lub typu nowotworu, procesu mutagennego oraz rodzaju uszkodzen mechanizmu
naprawy DNA. Poczgtkowo analizujgc mutacje typu substytucja pojedynczego nukleotydu
(ang. single base substitution; SBS) w 39 typach nowotworéw rozpoznano 30 sygnatur
mutacyjnych. Aktualnie wyselekcjonowano 60 sygnatur SBS, 11 sygnatur DBS (ang. double
base substitution), analizujgcych substytucje dwdch nukleotyddw, 18 sygnatur ID (ang. small
insertions and deletions; ID), analizujgcych indele, oraz 21 sygnatur CN (ang. copy number),
biorgcych pod uwage réznej wielkosci zmiany liczby kopii (Steele et al., 2022). Szczegétowa
charakterystyka poszczegdlnych sygnatur jest dostepna w bazie danych Catalogue of Somatic

Mutations in Cancer (COSMIC; https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic).

10



WSTEP

1.2 Wptyw mutacji napedzajacych oraz towarzyszacych na rozwdj

nowotworow

Warto zaznaczyé, ze nie wszystkie mutacje bezposrednio wptywajg na proces
kancerogenezy, dlatego niezwykle istotnym wyzwaniem jest rozrdznienie, ktére zmiany
genetyczne sg czynnikiem napedzajgcym rozwdj nowotworu, sg zdolne do inicjacji procesu
nowotworzenia, a ktére sg tylko zmianami towarzyszgcymi. Co wazne, tylko bardzo niewielka
czes¢ mutacji w nowotworze to mutacje napedzajace (ang. driver mutation) dajgce komdrkom
nowotworowym selektywng przewage, zwiekszajgc ich przezywalnosé¢ i proliferacje. Geny,
ktdre charakteryzujg sie wystepowaniem mutacji napedzajgcych nazywane sg genami
napedzajgcymi (ang. driver gene). ldentyfikacja gendw napedzajacych jest istotna nie tylko
dla zrozumienia przyczyny rozwoju nowotworu, ale moze byc¢ takze wykorzystywana w
diagnostyce czy terapiach celowanych. Zdecydowana wiekszos¢ mutacji nalezy do grupy
mutacji towarzyszgcych (ang. passenger mutations), ktdre sg funkcjonalnie obojetne
(neutralne) (Bozic et al., 2010), czesto selekcjonowane sg razem z mutacjami napedzajgcymi,

w tych samych klonach lub poprzez bliskg lokalizacje chromosomowa.

1.3 Mutacje w genach supresorowych oraz onkogenach

Mutacje napedzajgce bardzo czesto lokalizujg sie w dwdch typach gendw, ktére
mozemy klasyfikowac wedtug ich potencjatu onkogennego jako protoonkogeny/onkogeny lub
geny supresorowe. Z uwagi na fakt, ze geny te petnig réing funkcje w rozwoju nowotwordw,
wystepujgce w nich zmiany charakteryzujg sie réznym rodzajem mutacji oraz czesto roznym

wzorem ich rozmieszczenia wzdtuz sekwencji genu (Ryc. 1) (Liu, Xing, Yang, & Tian, 2011).
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A
A
A
A
* 4
ONKOGEN
A A A A A A
SUPRESOR

% mutacja synonimiczna

A mutacja zmiany sensu

A mutacja nonsens
przesunigcie ramki odczytu

A mutacja splicingowa

W gorgcy punkt mutacji

Rycina 1. Schematyczny rozktad mutacji charakterystycznych dla onkogenow i genow
supresorowych.

Wzdtuz sekwencji genu, oznaczonej zottym prostokgtem, zaznaczono rodzaj i dystrybucje
mutacji charakterystycznych dla onkogendw oraz supresorow.

Protoonkogeny to geny potencjalnie zdolne do wyzwolenia procesu nowotworzenia.
W wyniku nabycia mutacji aktywujgcych funkcje onkogenng (ang. gain-of-function)
protoonkogen moze sta¢ sie onkogenem, genem ktérego nadmierna aktywnosé, stymuluje
proces nowotworzenia przez m.in. aktywacje podziatow, wzrostu, dojrzewania i réznicowania
komorek, jak réwniez unikania apoptozy, unikania rozpoznania i aktywacji proceséow
immunologicznych czy aktywacji angiogenezy (Anderson, Reynolds, You, & Maronpot, 1992).
Zazwyczaj mutacja wystepujgca na jednym z alleli protoonkogenu jest wystarczajgca do
aktywacji jego onkogennej funkcji. Czesto mutacje wystepujgce w onkogenach sg mutacjami
zmiany sensu (ang. missense), prowadzgcymi do zmiany jednego aminokwasu na inny oraz sg
zlokalizowane w $cisle okreslonej pozycji (Bookstein & Allred, 1993) lub wystepujg w bliskiej
lokalizacji (np. w obrebie domeny biatkowej lub centrum aktywnym enzymu) tworzgc tzw.
gorgce miejsca mutacji (ang. hotspot). Na wzrost aktywnosci onkogenu moze mie¢ rowniez
wpltyw wzrost liczby kopii genu. Przyktadem protoonkogenu jest EGFR, kodujgcy receptor

naskérkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor), ktory stymuluje
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wzrost komorek po uprzedniej stymulacji odpowiednim ligandem. W wyniku mutacji EGFR
ulega aktywacji pomimo braku ligandu, prowadzgc do aktywacji szlaku sygnatowego
prowadzgcego do nieograniczonych podziatdbw komodrkowych i nadmiernego wzrostu
komodrek nowotworowych (Sigismund, Avanzato, & Lanzetti, 2018).

Kolejng grupe gendw uczestniczagcych w onkogenezie stanowig geny supresorowe,
kodujgce biatka hamujgce proces kancerogenezy, m.in. przez inhibicje proliferacji komodrek
czy blokade przejscia uszkodzonej komorki na sciezke apoptozy, dlatego onkogenne mutacje
w genach supresorowych zwykle majg charakter mutacji utraty funkcji (ang. loss-of-function).
Wedtug hipotezy Knudsona inaktywacja genu supresorowego wymaga wytgczenia obu alleli
(ang. double hit, biallelic) dlatego mutacje w genach supresorowych czesto wystepujg w obu
allelach (Bookstein & Allred, 1993). Supresory charakteryzujg sie wiekszg niz onkogeny
czestoscig mutacji definitywnych (ang. deleterious) obejmujgcych mutacje typu: i) nonsens
(przedwczesne wprowadzenie kodonu STOP), co skutkuje wystepowaniem skrdoconej formy
biatka, oraz ii) przesuniecia ramki odczytu (ang. frameshift), co ma wptyw na zmiane sekwencji
aminokwasowej biatka, a takze iii) zwiekszong czestoscig mutacji splicingowych (mutacje
wystepujgce w kanonicznych miejscach splicingowych +/-2 nukleotydy (nt) od granicy
ekson/intron). Mutacje w genach supresorowych sg zazwyczaj rozproszone na catej dtugosci
genu (Liu et al., 2011) i zwykle nie tworzg ewidentnych (jak w onkogenach) gorgcych miejsc
mutacji. Przyktadem supresora jest gen TP53, kodujgcy biatko p53 nazywane “straznikiem
genomu”. W przypadku uszkodzenia DNA biatko to bierze udziat w zahamowaniu cyklu
komodrkowego i skierowaniu komoérki na droge apoptozy (Aubrey, Kelly, Janic, Herold, &
Strasser, 2018). W nowotworze, mutacje lokalizujgce sie w genie TP53 skutkujg

zahamowaniem funkcji supresorowej biatka p53.

1.4 Identyfikacja nowotworowych mutacji somatycznych w regionach
niekodujacych

Do niedawna analiza mutacji w nowotworach ograniczata sie gtéwnie do analizy
kodujacej czesci gendw, stanowigcej zaledwie ~2% catego genomu. Jednoznaczny sposob
przewidzenia konsekwencji mutacji w sekwencji kodujgcej usprawnia funkcjonalne analizy
regiondw kodujgcych. Kod genetyczny oraz znajomos¢ regiondow kodujgcych funkcjonalne

domeny biatek umozliwiajg ustalenie konsekwencji mutacji dla zmiany sekwencji oraz funkgcji
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biatka. Analize dodatkowo usprawnia spory wybor algorytmdw i narzedzi bioinformatycznych
dostosowanych do oceny konsekwencji mutacji w kodujgcej czesci gendw, utatwiajgcych
analize duzych zbioréw danych, a takze umozliwiajgcych wyselekcjonowanie gendw o
potencjale napedzajgcym.

Warto zaznaczy¢ jednak, ze wiekszo$¢ mutacji somatycznych wystepuje w regionach,
ktore nie kodujg biatek, w skrécie nazywanych regionami niekodujgcymi, ktére tgcznie
stanowig >98% genomu (UniProt Consortium, 2019). Dotychczasowe niewielkie
zainteresowanie niekodujgcg czescig genomu ma przetozenie na ograniczong dostepnosé
narzedzi bioinformatycznych pomagajgcych w rzetelnej analizie wptywu mutacji na funkcje
regiondw niekodujgcych i proces nowotworzenia. Wyzwaniem pozostaje takze identyfikacja
niekodujagcych  elementéw/gendw napedzajgcych. Analizowanie mutacji w celu
wyselekcjonowania gendw napedzajgcych jest trudnym zadaniem statystycznym i
obliczeniowym zaréwno w przypadku oceny kodujgcej jak i niekodujgcej czesci genomu.
Napedzajgcy wptyw gendw mozna zaobserwowacd na podstawie pozytywnej presji selekcyjnej
mutacji w danym genie. Sygnaty takiej presji, ktére wykorzystuje sie do identyfikacji
genow/regiondw napedzajacych to m.in. i) podwyzszona czesto$¢ mutacji, oraz lokalizowanie
mutacji w gorgcych punktach, ii) lokalizacja mutacji w miejscach o wysokiej konserwatywnosci
i/lub w motywach funkcjonalnych, czy tez przede wszystkim iii) nadwyzka w danym regionie
mutacji funkcjonalnych nad mutacjami neutralnymi, np. w sekwencjach kodujgcych takie
rozroznienie dokonuje sie na podstawie pordwnania czestosci mutacji zmiany sensu czy
mutacji definitywnych z czestosciag mutacji synonimicznych, ktére jest mozliwe dzieki
znajomosci kodu genetycznego. Niestety podobna analiza funkcjonalnych mutacji nie jest
obecnie mozliwa w regionach niekodujgcych. Wynika to gtéwnie z réznorodnosci typow
regiondw niekodujgcych oraz z niewystarczajgcego rozpoznania elementéw funkcjonalnych
w regionach niekodujgcych co uniemozliwia tatwe przewidzenie konsekwencji mutacji w tych
regionach. Pewnym wskaznikiem funkcjonalnosci mutacji w regionach niekodujgcych moga
byé: i) wptyw mutacji na strukture RNA, i) wptyw mutacji na motywy
sekwencyjne/strukturalne odpowiedzialne za oddziatywanie i wigzanie réznych biatek, w tym
czynnikdw transkrypcyjnych i innych biatek wigzgcych DNA oraz biatek wigzgcych RNA, iii)
wpltyw mutacji na oddziatywanie z innymi RNA, np. oddziatywanie miRNA z ich czgsteczkami
docelowymi. Jednak powyisze czynniki majg charakter bardzo generalny i mogg by¢

uwzgledniane tylko w kontekscie odpowiednich elementéw niekodujgcych. Powyzsze
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ograniczenia prowadzg do braku jakichkolwiek narzedzi informatycznych/statystycznych
pozwalajgcych na rozpoznawanie sygnatu mutacji napedzajgcych dedykowanych dla
specyficznych typdw regiondw niekodujacych (np. miRNA, IncRNA czy 3’UTR). Dostepne
obecnie narzedzia, takie jak np. OncodriveFML uwzgledniajg jedynie bardzo ogdlne kryteria,
takie jak wptyw na strukture RNA czy konserwatywnos¢ bez mozliwosci rozrdznienia typu
analizowanej sekwenciji.

Pomimo trudnosci w analizie mutacji w regionach niekodujgcych w ostatnich latach
pojawiajg sie nieliczne badania, ktore uwzgledniajg analizy tych regiondéw oraz wskazujg na
wystepowanie mutacji w regionach niekodujgcych w réznych typach nowotwordéw (Elliott &
Larsson, 2021; Rheinbay et al., 2020). Najbardziej rozpoznawalnym przyktadem mutacji w
regionie niekodujgcym sg mutacje w promotorze genu TERT (ang. telomerase reverse
transcriptase), kodujgcego odwrotng transkryptaze, katalityczng podjednostke telomerazy.
Telomeraza jest enzymem rybonukleoproteinowym odpowiedzialnym za utrzymywanie statej
dtugosci telomerdw, elementéw zlokalizowanych na koncach chromosoméw i
zapewniajgcych ich stabilnos¢. W normalnych warunkach podziaty komérkowe skutkujg
skracaniem sie telomerdéw, poniewaz dojrzate komérki somatyczne nie majg aktywnej
telomerazy (wyjgtek stanowig komoérki tkanek majacych zdolnos¢ do odnawiania sie, np.
komarki macierzyste). Podwyzszony poziom telomerazy, obserwowany w wielu komorkach
nowotworowych, wynikajgcy m.in. z mutacji w promotorze genu TERT, zapobiega skracaniu
sie telomeréw podczas wielokrotnych podziaty komérek nowotworowych, a tym samym
prowadzi do niesmiertelnosci tych komorek i rozwoju nowotworu. Mutacje wystepujgce w
promotorze TERT tworzg miejsca wigzania dla czynnikéw transkrypcyjnych, prowadzgc do
zwiekszonej transkrypcji i aktywnosci TERT (Horn et al., 2013; Huang et al., 2013). Najczesciej
wystepujgce mutacje w promotorze TERT sg to substytucje zlokalizowane w pozycjach -124
oraz -146 przed kodonem start, skutkujgce utworzeniem miejsca wigzania czynnika
transkrypcyjnego GABP (Bell et al., 2015).

Kolejnym przyktadem czesto wystepujgcych mutacji niekodujgcych sg mutacje w genie
MIR142, ktory jest najczesciej mutowanym genem miRNA w nowotworach (Urbanek-Trzeciak
et al., 2020). Mutacje w tym genie wystepujg niemal wytgcznie w nowotworach krwi, w tym
chtoniaku rozlanym z duzych komérek B (ang. diffuse large B-cell lymphoma; DLBCL),
chtoniaku grudkowym, ostrej biataczce szpikowej oraz przewlektej biataczce limfatycznej

(Morin et al., 2010; Kwanhian et al., 2012; Thol et al., 2015; Puente et al., 2015; Hezaveh et
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al., 2016; Bouska et al., 2017; Urbanek-Trzeciak et al., 2020). W przypadku chordb
mieloproliferecyjnych oraz guzéw litych mutacje w MIR142 wystepujg bardzo rzadko (Galka-
Marciniak et al.,, 2022; Urbanek-Trzeciak et al., 2020). Mutacje wykryte w MIR142 s3
rozmieszczone wzdiuz catej sekwencji genu miRNA, ale skupiajg sie gtdwnie w obrebie
sekwencji regionu zrodtowego (ang. seed) miRNA generowanego z ramienia 3p, wptywajgc na
zmiane rozpoznawania docelowych transkryptéw, co sugeruje ich definitywny wptyw na
funkcje dojrzatego miRNA (Urbanek-Trzeciak et al., 2020). Mutacje w regionie Zrédtowym
miR-142-3p skutkujg brakiem regulacji ekspresji ASH1L, co ma przetozenie na wzrost poziomu
HOXA9/A10i zaburzenie réznicowania krwiotwdrczych komérek progenitorowych prowadzac
do rozwoju biataczki (Trissal et al., 2018). Inne geny regulowane przez miR-142-3p, ktérych
ekspresja moze by¢ zaburzona przez mutacje w MIR142 to CD274 (kodujacy biatko PD-L1),
RAC1, PROM1, PTEN, IL6 oraz SOCS1 (Kwanhian et al., 2012; Su et al., 2015; Sun et al., 2011;
Tolba, Foda, kamal, & Elshabrawy, 2013; Wan, Ling, Peng, & Ding, 2018).

Powyizsze przyktady mutacji zlokalizowanych w niekodujgcych czesciach gendw, ze
wzgledu na swodj znaczacy wpltyw na rozwdj nowotwordw wskazujg na potrzebe analizy
mutacji w niekodujgcych czesciach genomu i pokazujg, ze w celu poznania wptywu mutacji
zlokalizowanych w tych regionach, konieczne jest doktadne zrozumienie funkcji petnionej
przez poszczegdlne elementy niekodujace.

Regiony niekodujgce stanowig czes¢ genomu, ktdéra nie koduje biatek. Sg to m.in. i)
geny kodujace czgsteczki RNA takie jak miRNA, rRNA, tRNA, snRNA, IncRNA, ii) elementy
regulatorowe gendw, takie jak promotory, regiony 5 oraz 3’UTR, introny, a takze iii)
pseudogeny, iv) transpozony, oraz v) telomery. W niniejszej pracy skupiono sie na regionach

niekodujgcych gendéw kodujgcych biatka oraz genach miRNA.

1.4.1 Promotory i potencjalny efekt mutacji na ich funkcje

Promotor to fragment DNA o dtugosci od kilkudziesieciu do kilkuset nukleotyddw,
zwykle potozony powyzej sekwencji kodujgcej genu, biorgcy udziat w regulacji transkrypcji
genow. Promotor to region o niezwykle réznorodnej budowie, ztozony z podstawowej czesci
rdzeniowej/minimalnej (ang. core) oraz dodatkowych sekwencji regulatorowych potozonych
w wiekszej odlegtosci od miejsca startu transkrypcji (ang. transcription start site; TSS).

Regulacja transkrypcji odbywa sie gtéwnie za posrednictwem czynnikdw transkrypcyjnych
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(ang. transcription factors; TFs), ktére wigzg sie ze specyficznymi krétkimi sekwencjami DNA
wystepujgcymi w promotorach genéw docelowych oraz inicjujg zwigzanie polimerazy RNA
niezbednej do przeprowadzenia procesu transkrypcji. Cze$¢ rdzeniowa promotora to region
40-50 par zasad (pz) w kierunku 3’ oraz 5 od miejsca TSS posiadajgcy motywy sekwencyjne
konieczne do zainicjowania procesu transkrypcji. Obecnos$¢ wszystkich motywow nie jest
warunkiem koniecznym do inicjacji transkrypcji. Wiekszos¢ promotoréw eukariotycznych
zawiera sekwencje TATAWAW (inaczej kaseta TATA; gdzie W to A lub T) zlokalizowang
zazwyczaj okoto 24-31 pz przed TSS (Hahn, Buratowski, Sharp, & Guarente, 1989). Kaseta
TATA stanowi miejsce wigzania kompleksu inicjujgcego transkrypcje ztozonego z
podstawowych czynnikéw transkrypcyjnych oraz polimerazy RNA. Sekwencja otaczajgca
kasete TATA jest rowniez bardzo wazna, wptywa ona na wydajnos¢ inicjacji transkrypcji. W
kierunku 5’ oraz 3’ w stosunku do kasety TATA mogg wystepowac tzw. elementy rozpoznajace
(ang. TFIIB recognition element; BRE), wigzgce podstawowe czynniki transkrypcyjne TFIIB.
Sekwencja konsensusowa BRE powyzej kasety TATA to SSRCGCC (gdzie Sto Club G, Rto A lub
G) (Lagrange, Kapanidis, Tang, Reinberg, & Ebright, 1998) a ponizej RTDKKKK (gdzie D to
A/G/T, K to G/T) (Deng & Roberts, 2005). Oba motywy mogg mie¢ rézny wptyw na wydajnosé
transkrypcji powodujgc zarowno spadek jak i wzrost efektywnosci transkrypcji. Niektore
promotory posiadajg tzw. element inicjatorowy (ang. initiator element; Inr), zawierajacy
sekwencje YR (gdzie Y to Club T, R to TSS oraz A lub G) obejmujacg region TSS (Carninci et al.,
2006). Inr moze samodzielnie inicjowac¢ transkrypcje, jednak najczesciej wystepuje wspdlnie
z kasetg TATA. Zdarzajg sie takzie promotory, ktére nie majg ani kasety, ani elementu
inicjatorowego, poziom transkrypcji tych gendéw jest zazwyczaj bardzo niski, a miejsce inicjacji
nie jest precyzyjnie zdefiniowane. Kolejny motyw kluczowy dla funkcjonowania promotora
stanowi DPE (ang. downstream promoter element) zlokalizowany w pozycji od +28 do +33 w
stosunku do TSS, i jest to element wigzgcy podstawowy czynnik transkrypcyjny TFIID (Louder
et al., 2016). W promotorze mogg wystepowac takze elementy kontrolujgce transkrypcje
potozone zazwyczaj nie dalej niz kilkaset pz powyzej kasety TATA i stanowig one kolejne
miejsca wigzania dodatkowych TFs poza regionem rdzeniowym promotora. W wiekszosci
przypadkéw eukariotyczne TFs to aktywatory transkrypcji, jednak istniejg takze TFs bedgce
represorami procesu transkrypcji.

Promotory to odcinki DNA bogate w nukleotydy CG tworzgce tzw. wyspy CpG,

charakterystyczne dla regulacji transkrypcji gendw metabolizmu podstawowego (ang.

17



WSTEP

housekeeping genes). Region bogaty w pary GC moze skutkowac tworzeniem stabilnej
struktury w formie kwadrupleksu, ktéra sprzyja wigzaniu TFs i ma przetozenie na wysokg
wydajnosé transkrypcji (Spiegel et al., 2021). Wyspy CpG mogg takze prowadzi¢ do spadku
poziomu ekspresji genéw na skutek metylacji cytozyny w ich obrebie.

Mutacje wystepujgce w promotorach mogg przede wszystkim uszkadzac istniejgce
sekwencje wigzania czynnikdw transkrypcyjnych lub tworzy¢ nowe miejsca ich wigzania, a
tym samym wptywac na regulacje ekspresji genu. Mogg takze wptywac na tworzenie struktury

kwadrupleksu zwiekszajgc lub obnizajgc efektywnos¢ inicjacji transkrypcji.

1.4.2 Regiony 5’UTR i potencjalny efekt mutacji na ich funkcje

Region 5’UTR to nieulegajgca translacji czeS¢ mRNA o dtugosci od kilku do nawet kilku
tysiecy nukleotyddw (srednia dtugos¢ u cztowieka to 210 nt; (Leppek, Das, & Barna, 2018;
Pesole et al., 2001)) potozona w kierunku 5’ od sekwencji kodujgcej biatko. Region ten
charakteryzuje sie wystepowaniem szeregu miejsc majacych wptyw zardwno na stabilnosé
transkryptu jak i proces translacji. Region 5’UTR zawiera na swoim 5 konicu tzw. strukture
czapeczki (ang. cap; 7-metyloguanozyna) zapewniajgcg stabilnos¢ transkryptow. Dodatkowo,
czapeczka stanowi miejsce wigzania matej podjednostki rybosomowej w procesie inicjacji
translacji zaleznej od czapeczki. Region 5'UTR to region o wysokiej zawartosci par GC, ktére
sg zwigzane z zapewnieniem stabilnosci transkryptu i utatwiajg tworzenie struktur m.in.
spinek, kwadruplekséw oraz pseudoweztdw. Stabilnos$¢ lokalnych struktur tworzonych przez
region 5’'UTR ma znaczacy wptyw na regulacje procesu translacji, poniewaz zbyt wysoka
stabilnos¢ (dG < -50 kcal/mol; (Mignone, Gissi, Liuni, & Pesole, 2002)) zaburza migracje
kompleksu inicjacyjnego podczas skanowania mRNA w poszukiwaniu kodonu start i inhibuje
lub ostabia efektywnos¢ inicjacji translacji zaleznej od czapeczki. 5’UTR to takze miejsce
wystepowania wewnetrznych miejsc wigzania rybosomu (ang. internal ribosome entry site;
IRES) odpowiedzialnej za proces inicjacji translacji niezaleznej od czapeczki, ktory odbywa sie
gtéwnie w warunkach stresowych, w trakcie apoptozy, podczas fazy G2/M cyklu
komodrkowego oraz przy blokadzie lub ostabieniu inicjacji translacji zaleznej od czapeczki. Co
wiecej, region 5’UTR jest miejscem wystepowania czesci sekwencji Kozak, 5’- GCCRCCAUGG,
10 nt sekwencji obejmujgcej kodon start AUG, majgcej wptyw na rozpoznanie przez rybosom

kodonu start jako miejsca poczgtku syntezy biatka.
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W nowotworze mutacje w 5’"UTR mogg przyczyniac sie do zmiany stabilnosci mRNA,
co moze skutkowac zwiekszeniem poziomu ekspresji onkogendw i/lub spadkiem poziomu
transkryptow gendw supresorowych. Co wiecej mutacje w 5'UTR mogg wptywacé na
wydajnos¢ translacji powodujgc wzrost ilosci biatek o funkcji onkogennej lub spadek poziomu
biatek supresorowych na skutek: i) mutacji w sekwencji Kozak, ktére mogg powodowac
ostabienie inicjacji translacji co moze skutkowaé¢ wyborem kolejnego kodonu start jako
miejsca rozpoczecia translacji i krotszym biatkiem, ii) wzmocnienia sekwencji Kozak moze
mie¢ przetozenie na wysokg efektywnos¢ procesu inicjacji syntezy biatka, iii) zwiekszenia
stabilnosci lokalnych struktur drugorzedowych utworzonych w regionie 5’UTR co ostabia lub
uniemozliwia proces inicjacji translacji, lub wymusza koniecznos¢ inicjacji translacji
niezaleznej od czapeczki iv) spadku stabilnosci struktur co utatwia inicjacje translacji, v)
wprowadzenia na skutek mutacji nowego kodonu start i utworzenia nowej otwartej ramki
odczytu (ang. open reading frame; ORF) co moze skutkowaé utworzeniem dodatkowej

izoformy biatka i blokadg/spadkiem efektywnosci translacji gtéwnej izoformy.

1.4.3 Introny i potencjalny efekt mutacji na ich funkcje

Introny to niekodujgce czesci gendw, ktére oddzielajg od siebie eksony. Sekwencje
introndw stanowig ~80% ludzkich gendw i zawierajg elementy funkcjonalne, ktére kontrolujg
dojrzewanie transkryptu w procesie sktadania genéw (ang. splicing) zwanym takze splicingiem
(Jung, Lee, & Choi, 2021). W trakcie splicingu z czgsteczki prekursorowego transkryptu (pre-
mRNA) zostajg wyciete introny a powstaty dojrzaty transkrypt mRNA staje sie matrycg do
syntezy biatek. Za przebieg sktadania gendéw odpowiedzialny jest wielosktadnikowy,
rybonukleoproteinowy kompleks sktadania pre-mRNA zwany spliccosomem. Kluczowym
etapem jest rozpoznanie fragmentu, ktéry powinien byé wyciety. W intronach znajdujg sie
konserwatywne sekwencje: i) miejsce donorowe, nazywane réwniez miejscem splicingowym
5’ (ang. 5’ splice site, donor site; 5’ss), ktdre stanowi sekwencja o dtugosci dziewieciu
nukleotydow 5’'YAG/GURAGU3’ (gdzie “/” oznacza granice ekson-intron), ii) miejsce
akceptorowe, nazywane takze miejscem akceptorowym splicingu (ang. 3’ splice site, acceptor
site; 3’ss), ktére stanowi sekwencja o dtugosci pieciu nukleotydéw 5'NYAG/G3’, iii) miejsce
rozgatezienia (ang. branch point; BP), sekwencja o dtugosci siedmiu nukleotydéw
5’YNYURAY3’ (gdzie N oznacza dowolny nukleotyd) znajdujaca sie okoto 40 nt od miejsca 3'ss,

zawierajgca adenozyne biorgcg udziat w reakcji transestryfikacji w trakcie splicingu, oraz iv)
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trakt polipirymidynowy (ang. polypirimidine tract; PPT) o rdinej dtugosci, znajdujgcy sie
pomiedzy 3’ss a BP (Zhang, 1998). Rozpoznanie przez spliceosom sekwencji konserwatywnych
w intronie jest niezbedne do przeprowadzenie konstytutywnego skfadania genéw. Mozliwy
jest takze proces alternatywnego splicingu, na ktéry wplyw majg wystepujgce w intronach
wzmachniacze (ang. intronic splicing enhancers; ISEs) lub wyciszacze (ang. intronic splicing
silencers; 1SSs) splicingu (Diederichs et al., 2016). ISEs stanowig sekwencje zlokalizowane w
intronie, do ktérych mogg wigzac sie biatka wigzgce RNA z rodziny SR (ang. serine/arginie-rich
protein family) promujgce wigzanie splicecosomu i aktywujgce proces splicingu. ISSs to
sekwencje wigzgce biatka hnRNP (ang. heterogeneous nuclear ribonucleoproteins), ktére
blokujg wigzanie spliceosomu i ostabiajg splicing (Wang, Ma, Xiao, & Wang, 2012).
Najczesciej mutacje w intronach w miejscach kluczowych dla splicingu wykrywane sg
w miejscu sekwencji donorowej lub akceptorowej, a mutacje w BP oraz PPT sg bardzo rzadkie
(Lewandowska, 2013). Mutacje w tych regionach mogg skutkowaczmiang sekwencji
kodujacej biatko poprzez zaburzenie procesu sktadania gendw w wyniku tworzenia nowych
granic ekson/intron, ostabienia lub wzmocnienia miejsc splicingowych a co za tym idzie utrate
eksonéw lub wigczenie introndw do dojrzatego transkryptu. Mutacje w intronach mogg
skutkowac takze ostabieniem/wzmocnieniem wigzania biatek SR oraz hnRNP do miejsc ISEs i

ISSs lub skutkowa¢ utworzeniem nowych miejsc wigzania wspomnianych biatek.

1.4.4 Regiony 3’UTR i potencjalny efekt mutacji na ich funkcje

Region 3’UTR to nieulegajgca translacji czes¢ mRNA potozona ponizej sekwencji
kodujacej biatko. Srednia dtugos¢ regionu 3’UTR u cztowieka wynosi ~1030 nt (Pesole et al.,
2001).

3'UTR to miejsce wystepowania sekwencji i wigzania biatek odpowiedzialnych za
stabilnos¢ i lokalizacje komorkowg transkryptu oraz inicjacje translacji. 3’UTR to miejsce
wystepowania sygnatu poliadenylacji (ang. poliadenylation signal, PAS), ktéry stanowi
sekwencja AAUAAA (Beaudoing, Freier, Wyatt, Claverie, & Gautheret, 2000). Sekwencja ta
jest sygnatem do przeciecia transkryptu blisko jego 3’ korica oraz dotgczenia do transkryptu
ogona poliA (szeregu nukleotydéw adeninowych o dtugosci 50-300 nt). PAS to miejsce
wigzania czynnika specyficznosci ciecia i poliadenylacji (ang. cleavage and poliadenylation
specific factor; CPSF) stanowigcego jedno z wielu biatek kompleksu biorgcego udziat w

poliadenylacji. Pozostate biatka kompleksu tgczg sie do sekwencji UGUA wystepujgcego
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powyzej PAS oraz do regionu bogatego w U lub G/U potozonego ponizej PAS. Dodatkowo, w
3'UTR mogg wystepowalé takze miejsca alternatywnej poliadenylacji (ang. alternative
polyadenylation site; APAS) prowadzgce do powstawania izoform transkryptu o rdinej
dtugosci 3’UTR. Ogon poliA stanowi miejsce wigzania biatek PABP (ang. poly(A)-binding
protein). Wigzanie biatka PABP zapobiega deadenylacji ogona poliA, a tym samym degradacji
mRNA. Ogon poliA nie tylko stabilizuje transkrypt, ale bierze tez udziat w inicjacji translacji.
Biatka PABP oddziatujg z czynnikiem inicjacyjnym elF4G, wskutek czego dochodzi do zblizenia
korica 5'i 3’ oraz cyrkularyzacji mRNA. Oddziatywanie to stymuluje wigzanie podjednostki 40S
oraz zwieksza wydajnosc translacji dzieki ponownemu wykorzystaniu podjednostek 40S, ktére
po zakonczeniu translacji znajdujg sie w poblizu mRNA i jego konca 5’. 3’UTR to region bogaty
w nukleotydy AU moggce tworzyé, poza sygnatem poliadenylacji, elementy AREs (ang. AU-
rich elements) stanowigce sekwencje o dtugosci 40-15 nt posiadajgcg co najmniej jeden
motyw AUUUA otoczony sekwencjg bogatg w nukleotydy AU, wigzace biatka kierujgce
transkrypt do degradacji (Schwerk & Savan, 2015). Elementy AREs sg charakterystyczne dla
okoto 8-10% ludzkiego transkryptomu.

3'UTR stanowi takze miejsca wigzania miRNA, czgsteczek regulujgcych ekspresje
genow. Dokfadny mechanizm regulacji ekspresji gendw przez miRNA opisano w kolejnym
rozdziale pracy.

Mutacje w regionie 3’'UTR mogg skutkowac¢ zmiang miejsca lub brakiem sygnatu
poliadenylacji co moze prowadzi¢ do zmiany diugosci transkryptu i w konsekwencji wptywac
na stabilno$¢ i transport mRNA oraz wydajnos¢ inicjacji translacji. Dodatkowo mogag
powodowac brak/ostabienie lub tworzy¢ nowe miejsca wigzania miRNA (Schuster & Hsieh,

2019; Wu et al., 2018).
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1.4.5 Geny miRNA i potencjalny efekt mutacji w genach miRNA

MiRNA to krotkie (o dtugosci 21-23 nt), jednoniciowe, niekodujgce czgsteczki RNA,
biorgce udziat w regulacji ekspresji gendw. Biogeneza miRNA jest procesem wieloetapowym,
w ktory zaangazowanych jest wiele biatek. W pierwszym etapie biogenezy transkrypcji ulega
pierwotny prekursor pri-miRNA o dtugosci od kilkuset do kilku tysiecy nukleotydéw (Saini,
Griffiths-Jones, & Enright, 2007). Najistotniejszg czescig pri-miRNA jest fragment tworzacy
charakterystyczng strukture typu spinki do wtosow, zakoriczong petlg terminalna.

Ta charakterystyczna struktura rozpoznawana jest przez kompleks zwany Mikroprocesorem,
ktorego kluczowym elementem jest rybonukleaza DROSHA (RNaza lll) (Han et al., 2006), ktéra
przecina dwuniciowg helise RNA, uwalniajgc w ten sposdb okoto 60 nt strukture typu spinki
do wioséw, stanowigcg wtdrny prekursor pre-miRNA, pozostawiajgc na jego koncu 3’ 2-nt
wolny koniec (ang. overhang). Pierwsze etapy biogenezy miRNA zachodzg w jadrze
komodrkowym. Nastepnie pre-miRNA zostaje wyeksportowany do cytoplazmy, w czym gtéwng
role odgrywa biatko Exportyna-5. W cytoplazmie pre-miRNA jest ciety przez rybonukleaze
DICER1 (RNaza lll) dziatajgcg w kompleksie z biatkami TRBP oraz AGO, co w konsekwencji
prowadzi do utworzenia dwuniciowego dupleksu miRNA-miRNA* (Chendrimada et al., 2005).
Jedna ni¢ w dupleksie jest nazywana wiodgcg (miRNA), druga zas nicig pasazerskg (miRNA*).
Aktywna posta¢ miRNA to pojedynczo niciowa wiodgca czgsteczka miRNA, generowana w
wyniku rozplecenia dupleksu w kompleksie biatkowym miRISC (ang. microRNA induced

silencing complex), w ktérym wazng role odgrywaja biatka Argonaute (AGO) (Ryc. 2).
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Rycina 2. Schematyczny proces biogenezy miRNA.

Powstajgcy na terenie jgdra komorkowego pri-miRNA ulega cieciu do krotszej czqsteczki pre-
miRNA, ktora jest transportowana do cytoplazmy. Pre-miRNA ulega kolejnemu cieciu, w
wyniku ktérego powstaje dupleks miRNA/miRNA*. Nastepnie ni¢ wiodgca bierze udziat w
potranskrypcyjnym wyciszaniu ekspresji genow.

Dzieki komplementarnosci miRNA do regiondw 3’UTR w mRNA biorg one udziat w
regulacji ekspresji gendw na poziomie potranskrypcyjnym. Niemal wszystkie geny kodujgce
biatka w komérkach ludzkich podlegajg regulacji przez miRNA (Berezikov et al., 2005). W
przypadku niepetnej komplementarnosci dojrzatej czgsteczki miRNA do mRNA wyciszenie
odbywa sie na zasadzie blokowania translacji i jest to przewazajgcy mechanizm regulacji
ekspresji genéw przez miRNA u ludzi (Zeng, Wagner, & Cullen, 2002). Duzo rzadziej regulacja
ekspresji odbywa sie przez ciecie i degradacje mRNA w przypadku petnej komplementarnosci
dojrzatej czgsteczki miRNA do docelowego transkryptu. Minimalna sekwencja miRNA, ktérej
petna komplementarnos¢ jest wymagana przy rozpoznaniu docelowego mRNA, to region
zrodtowy (ang. seed region). Region zrédtowy tworzg nukleotydy w pozycjach 2-8 od korica 5’
dojrzatego miRNA.

Mutacje w regionie Zrédlowym mogg wptywacé na interakcje miRNA:sekwencja

komplementarna, drastycznie zmieniajgc pule potencjalnie regulowanych genéw. Mutacje
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lokalizujgce sie przy koricach 5’ dupleksu miRNA mogg wptywac na wybdr nici wiodgcej, ktéra
jest wybierana na podstawie nizszej stabilnosci konca 5’ dupleksu (wzgledem dojrzatego
miRNA). Mutacje mogg takze lokalizowac sie wzdtuz sekwencji prekursora, poza regionem
zrodtowym miRNA i wptywaé na biogeneze dojrzatej czgsteczki poprzez dwa kluczowe
parametry, ktére stanowi sekwencja i struktura prekursorow miRNA. Zmiana sekwencji moze
wptywac¢ na motywy strukturalne biorgce udziat w interakcji prekursora z licznymi biatkami
waznymi dla biogenezy miRNA. Na wigzanie biatek do prekursora ma takze wptyw budowa i
stabilnos¢ struktury prekursorow (Ha & Kim, 2014). Zaburzenie struktury moze mie¢ wptyw
na wigzanie nukleaz takich jak DROSHA i DICER1 co w konsekwencji moze prowadzi¢ do
zmiany miejsc (precyzji) oraz efektywnosci ciecia prekursoréw przez te nukleazy (Galka-

Marciniak et al., 2019; Urbanek-Trzeciak et al., 2020).

1.5 Metody wykrywania mutacji w nowotworach

Mutacje w nowotworach mozna wykry¢ z uzyciem metod sekwencjonowania DNA.
Tradycyjne metody sekwencjonowania opieraty sie gtéwnie na technologii sekwencjonowania
pierwszej generacji - metodzie Sangera (Sanger, Nicklen, & Coulson, 1977). Metoda ta jest
szybka i skuteczna przy sekwencjonowaniu krotkich fragmentéw DNA o dtugosci do okoto
1000 pz. W trakcie sekwencjonowania pierwszej generacji mozliwe jest jednoczesne
sekwencjonowanie wytgcznie produktu pojedynczej reakcji PCR. Analiza nawet pojedynczego
genu czesto wymaga wielu oddzielnych reakcji, co powoduje, ze sekwencjonowanie Sangera
jest metodg bardzo czasochtonng i nieefektywng przy analizach wiekszej czesci genomu. W
ostatnich latach postep w sekwencjonowaniu genomu doprowadzit do opracowania
technologii sekwencjonowania nowej generacji (ang. next generation sequencing; NGS)
(Morey et al., 2013; Reuter, Spacek, & Snyder, 2015). NGS odnosi sie do zbioru technik, ktore
wykorzystujg masowe rownolegte sekwencjonowanie milionéw zwykle kroétkich (okoto 100-
500 pz) sekwencji DNA jednoczesnie (Kanzi et al., 2020). Sekwencjonowanie nowej generacji
pozwala na analize catego genomu (ang. Whole Genome Sequencing; WGS), eksomu (ang.
Whole Exome Sequencing; WES) lub sekwencjonowanie wybranych regionéw/paneli genow
(ang. target sequencing) w trakcie pojedynczej analizy. W ostatnich latach, dzieki
prowadzonym na szerokg skale miedzynarodowym, wieloosrodkowym projektom

badawczym, zastosowanie technologii sekwencjonowania NGS umozliwito stworzenie
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zbiorow danych zawierajgcych mutacje charakterystyczne dla réznych typodw nowotwordow.
W 2006 r. uruchomiono The Cancer Genome Atlas (TCGA; Atlas Genomu Raka) a w 2008 r.
International Cancer Genome Consortium (ICGC) jako dwa gtdowne projekty przyspieszajgce
kompleksowe zrozumienie genetyki nowotwordéw. Celem projektu TCGA byto stworzenie
kompleksowego ,,atlasu” profili mutacyjnych nowotwordw. TCGA zawiera dane genomiczne,
transkryptomiczne, proteomiczne i epigenomiczne oraz dane kliniczne ponad 11 tysiecy

probek nowotworowych, 33 réznych typodw nowotwordw.

2. Rak podstawnokomoarkowy skory (BCC)

BCC stanowi najczestszy nowotwor ztosliwy cztowieka. Czestos¢ zachorowania na BCC
moze wynosi¢ nawet 30% i jest najwyzsza w populacji kaukaskiej (biatej). BCC wywodzi sie z
komadrek warstwy podstawnej naskoérka i nalezy do grupy
nieczerniakowych/niebarwnikowych nowotwordéw skory (ang. nonmelanoma skin cancers;
NMSC) (Pellegrini et al., 2017; Samarasinghe, Madan, & Lear, 2011). BCC jest miejscowo
ztodliwy, lecz charakteryzuje sie niskg s$miertelnoscia i powolnym wzrostem. Ryzyko
przerzutéw jest bardzo mate i wynosi < 0,1% (Piva de Freitas, Senna, Tabai, Chone, &
Altemani, 2017).

Ze wzgledu na cechy morfologiczne guza wyrdznia sie kilka podtypéw BCC. Najczestsza
postac - guzkowa, charakteryzuje sie wystepowaniem matych, twardych guzkdw, czesto z
dtugo niegojacym sie owrzodzeniem, ktére fatwo ulegajg uszkodzeniom mechanicznym i
lokalizujg sie gtéwnie na twarzy i szyi. Drugi, najczesciej wystepujacy podtyp stanowi postac
powierzchowna, majgca charakter rumieniowy, czesto pokryta strupami, lokalizujgca sie
gtéwnie na tutowiu (Sexton, Jones, & Maloney, 1990). Zaréwno podtyp guzkowy jak i
powierzchowny, charakteryzujg sie powolnym wzrostem i niskg inwazyjnoscig (Crowson,
2006). Do rzadszych podtypéw BCC nalezg podtyp drobnoguzkowy oraz lejkowo-
torbielowaty, charakteryzujgce sie powolnym wzrostem, a takze bardziej agresywne podtypy

takie jak naciekajgcy i twardzinopodobny.
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2.1 Czynniki genetyczne i sSrodowiskowe wptywajace na rozwéj BCC

W ostatnich latach obserwuje sie ogdlnoswiatowy wzrost liczby zachorowan na BCC.
Mimo licznych badan naukowych, etiologia rozwoju BCC wcigz pozostaje niejasna. Rozwaj
BCC jest zalezny zaréwno od uwarunkowania genetycznego jak i narazenia na dziatanie
czynnikéw Srodowiskowych. BCC moze rozwija¢ sie w obrebie skoéry catego ciata, jednak
najczesciej lokalizuje sie na tych czesciach, ktdre sg najbardziej narazone na dziatanie
promieniowania stonecznego, bedgcego gtéwnym czynnikiem sprzyjajagcym powstawaniu
BCC. BCC moze rozwija¢ sie jako konsekwencja standw przedrakowych, takich jak
rogowacenie starcze/stoneczne (ang. actinic keratosis, AK) powstate na podtozu skoéry
przewlekle uszkadzanej promieniowaniem stonecznym (Balcere et al., 2019; Siegal et al.,
2016) dlatego gtéwnym sSrodowiskowym czynnikiem ryzyka BCC jest ekspozycja na
promieniowanie stoneczne i UV. Moze rozwingé¢ sie takze jako konsekwencja
porentgenowskiego uszkodzenia skory, lub w wyniku rogowacenia chemicznego bedgcego
skutkiem dziatania arsenu (Hogan, To, Gran, Wong, & Lane, 1989; Yu, Liao, & Chai, 2006).
Czestos¢ wystepowania BCC zwigzana jest ze stopniem pigmentacji skory. Nowotworzeniu
sprzyjajg przede wszystkim jasna karnacja, piegi i liczne znamiona barwnikowe. W zwigzku z
tym BCC czesciej obserwowany jest u przedstawicieli populacji kaukaskiej, rzadziej u ludzi o
ciemniejszym zabarwieniu skéry. Wiek pacjenta jest kolejnym czynnikiem wptywajgcym na
narazenie na BCC. BCC najczesciej pojawia sie u pacjentéw powyzej 65 roku zycia, czesciej u
mezczyzn niz u kobiet (Scrivener, Grosshans, & Cribier, 2002).

BCC wystepuje zwykle w formie sporadycznej, duzo rzadziej w formie
rodzinnej/dziedzicznej jako konsekwencja zespotu Gorlina (ang. Gorlin syndrome). W
populacji ogdlnej zespdt Gorlina wystepuje z czestoscig okoto 1:30 000 i charakteryzuje sie
zmianami nowotworowymi w postaci licznych BCC na powierzchni skéry pacjenta, wraz z
nieprawidtowosciami uktadu nerwowego, narzgdu wzroku i kosci, ktoére rozwijajg sie w
mtodym wieku (Evans et al., 2010). Zespdt Gorlina to choroba dziedziczona w sposdb
autosomalny dominujacy, powodowana przez mutacje w genach szlaku sygnatowego Sonic
Hedgehog (Shh), gtéwnie w genie PTCH1, rzadziej SUFU, SMO czy PTCH2 (Peris et al., 2019).
Szlak sygnatowy Shh petni kluczowg role rdwniez w rozwoju sporadycznej formy BCC (patrz
informacje ponizej). W zdrowych komodrkach szlak Shh petni kluczowg role w procesie

embriogenezy. Szlak ten jest mniej aktywny u oséb dorostych, u ktérych odpowiada gtéwnie
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za utrzymanie homeostazy (Mak et al.,, 2008; Ohba et al., 2008). Zwiekszenie aktywnosci
szlaku Shh u dorostych zachodzi podczas zjawiska regeneracji i naprawy tkanek, a zaburzenia
w przebiegu tych procesdw mogg prowadzi¢ do procesu nowotworzenia (Petrova & Joyner,

2014).

2.1.1 Najczesciej mutowane geny napedzajace, kluczowe dla rozwoju BCC

2.1.1.1 Mutacje somatyczne w genach zaangazowanych w szlak sygnatowy Shh

Dotychczasowe badania naukowe przeprowadzone z udziatem pacjentow z BCC,
wykazaty czeste mutacje w genach zaangazowanych w szlak sygnatowy Shh, wskazujgc na jego
fundamentalny wptyw na rozwoj BCC (Gailani et al., 1996; Pan, Dong, Sun, & Li, 2010). Gen
PTCH1, kluczowy dla funkcjonowania szlaku Shh jest najczesciej mutowanym genem w BCC
(mutacje wystepujg w ponad 70% prébek). Aktywatorem szlaku Shh jest ligand Sonic
Hedgehog (SHH), oddziatujgcy z komodrkami docelowymi za posrednictwem receptora
btonowego zbudowanego z dwdch transbtonowych biatek: receptora PTCH1 (ang. Protein
patched homolog 1), kodowanego przez gen supresorowy PTCH1, i zwigzanego z nim biatka
SMO (ang. Smoothened) kodowanego przez protoonkogen SMO. PTCH1 ma zdolnos¢
odbierania sygnatu spoza komorki przez wigzanie ligandu SHH, natomiast przeniesienie
sygnatu do wnetrza komoérki odbywa sie z udziatem biatka SMO. W przypadku braku
pobudzenia receptora ligandem SHH, podjednostka SMO jest zwigzana i hamowana przez
biatko PTCH1 (Ryc. 3A). Natomiast zwigzanie SHH z PTCH1 skutkuje zniesieniem inhibicji biatka
SMO (Ryc. 3B). SMO aktywuje wéwczas kaskade sygnatowg prowadzgcg do aktywacji i
translokacji czynnikdéw transkrypcyjnych z rodziny GLI (ang. Glioma-associated oncogene) do
jgdra komorkowego (Otsuka i in., 2015). Aktywacja GLI nastepuje w wyniku zniesienia jego
inhibicji przez biatko supresorowe SUFU (ang. Suppressor of fused) (Huang, Wang, Tang, &
Luo, 2018). Nastepnie znajdujgce sie w jgdrze czynniki z rodziny GLI aktywujg transkrypcje
genow zaleznych od SHH zwigzanych m.in. z proliferacjg komorki i regulacjg cyklu
komodrkowego (np. CDK1, FOXM1) oraz procesem naprawy uszkodzen w DNA (np. NBS1)
(Avery, Zhang, & Boohaker, 2021; Carballo, Honorato, de Lopes, & Spohr, 2018).
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A szlak Shh B szlak Shh
nieaktywny aktywny
PTCH1 SMO PTCH1shh SMO
btona komérkowa ﬂ ﬂ N\ ﬂ N ﬂ ’] ﬁ ﬂ ﬂ btona komérkowa
cytoplazma JIYVUuU L —— U U U cytoplazma —4—
{ c-:.u{& (6L | suru
,"/'x/‘
gen efektorowy \ GL' ’ gen efektorowy
CDK1/FOXM1/NBS1/inne * CDK1/FOXM1/NBS 1/inne
jadro komérkowe jadro komorkowe

——— aktywacja
> blokowanie

Rycina 3. Schemat szlaku sygnatowego Shh.

A) nieaktywny szlak Shh - brak ligandu Shh skutkuje zablokowaniem szlaku, biatko
receptorowe PTCH1 blokuje wowczas biatko SMO, co skutkuje zablokowaniem czynnikow
transkrypcyjnych GLI i zablokowaniem transkrypcji gendw efektorowych szlaku Shh B)
aktywny szlak Shh - zwiqgzanie ligandu Shh aktywujgcego kaskade sygnatowq prowadzqcq do
aktywacji ekspresji gendw efektorowych szlaku Shh.

Sekwencjonowanie catego eksomu préobek BCC wykazato, ze sposréd gendw
zaangazowanych w szlak Shh najczesciej mutowanym genem jest PTCH1 (ponad 70%),
nastepnie SMO (20%) oraz SUFU (8%) (Bonilla et al., 2016; Jayaraman, Rayhan, Hazany, &
Kolodney, 2014). Mutacje w genach PTCH1 oraz SUFU majg charakter mutacji utraty funkcji i
powodujg zniesienie funkcji supresorowej biatek kodowanych przez te geny, natomiast
mutacje w SMO skutkujg aktywacjg biatka SMO mimo braku pobudzenia szlaku przez ligand
SHH. Wiekszos¢ mutacji w genie PTCH1 to mutacje zmiany sensu, mutacje typu nonsens,
przesuniecia ramki odczytu, a takie mutacje splicingowe. Wykryto takze pojedyncze
przypadki delecji catego chromosomu 9, na ktérym zlokalizowany jest gen PTCHI1, a takze
sporadyczng utrate heterozygotycznosci w genie PTCH1 (Bonilla et al., 2016; Jayaraman et al.,

2014).
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2.1.1.2 Geny poza szlakiem Shh, czesto mutowane w BCC

Drugim, zaraz po PTCH1 najczesSciej mutowanych genem, jest TP53 (mutowany w 61%
probek) (Bonilla et al., 2016), kodujacy biatko p53, ktére w zdrowych komérkach odpowiada
za aktywacje mechanizmoéw naprawy DNA i stymuluje proces apoptozy (Ryc. 4). Mutacje w
tym genie powodujg zahamowanie funkcji supresorowej p53, co skutkuje inhibicjg procesu
apoptozy. Poza TP53 takze inne geny zaangazowane w regulacje cyklu komdrkowego takie
jak: MYCN (mutowany w 30%), RB1 (mutowany w 8%) oraz ARID1A (mutacje w 26%) zostaty
uznane za czesto mutowane w BCC (Ryc. 4) (Bonilla et al., 2016). Innymi potencjalnymi genami
napedzajgcymi, czesto mutowanymi w BCC s3: NOTCH1 (40%) oraz NOTCH2 (26%)
zaangazowane w proces roznicowania komorek; CSMD1 (63%) kodujacy transbtonowe biatko
supresorowe (Di Nardo et al., 2021); geny zaangazowane w szlaki sygnatowe RTK-RAS-PI3K
oraz Hippo-YAP, LATS1 (16%) i LATS2 (12%) (Bednarski et al., 2021; Bonilla et al., 2016).
Natomiast aktywacja szlaku sygnatowego RTK-RAS-PI3K jest charakterystyczna dla ztosliwego

podtypu BCC (Piérard-Franchimont et al., 2015).
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RAC1 ——— l SOy PTPN14
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/
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[ T \\ vapi «— | “‘;
CASPS8 ' ‘ ] | NOTCH1/2
1

| | TP53 ——CDKN2A RB

|
l' ‘l I{ "

apoptoza cykl komérliowy réznicowanie

—> aktywacja

——— blokowanie
Rycina 4.Geny czesto mutowane w BCC.

Geny posiadajgce mutacje skutkujgce zwiekszeniem aktywnosci genu zaznaczono kolorem
czerwonym. W przypadku obnizenia aktywnosci geny oznaczono kolorem niebieskim.
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Prawie wszystkie dotychczasowe badania genetyczne BCC obejmowaty wytgcznie
analize sekwencji kodujgcych. Dlatego niemal wszystkie mutacje wykryte dotychczas w BCC
to mutacje kodujgce (mutacje w czesciach gendéw kodujgcych biatko). Jedyne mutacje
niekodujgce, ktore analizowano w BCC to mutacje we wspomnianym wczesniej promotorze
genu TERT oraz mutacje w promotorze genu DPH3. Mutacje w promotorze genu TERT
zidentyfikowano w 56% do 59% probek BCC (Di Nardo et al., 2021; Griewank et al., 2013;
Maturo et al., 2020) a mutacje w promotorze DPH3 w 38% do 49% analizowanych prébek BCC
(Denisova et al., 2015; Di Nardo et al., 2021; Maturo et al., 2020). Mutacje w promotorze
TERT, jak wspomniano wyzej, skutkujg utworzeniem miejsca wigzania czynnikdéw
transkrypcyjnych GABP. W przypadku mutacji w DPH3, w zwigzku z brakiem jasnej
funkcjonalnosci DPH3 w procesie nowotworzenia, efekt mutacji zlokalizowanych w
promotorze tego genu nie zostat jak dotad okreslony (Denisova et al., 2015; Di Nardo et al.,

2021; Maturo et al., 2020).

2.1.1.3 miRNA w BCC

Do tej pory badania nad miRNA w BCC skupiaty sie wytgcznie na analizie zmian ich
poziomow. Analiza wykonana przez Heffelfinger i wsp. wykazata rézny profil ekspresji miRNA
w podtypie guzkowym oraz naciekajgcym. Dodatkowo, wskazano na supresorowg role miR-
183 (Heffelfinger et al., 2012). Sonkoly i wsp. opisali miR-203 jako supresor nowotworu w
mysim modelu BCC. miR-203 wystepuje na wysokim poziomie w zdrowych komérkach skory,
natomiast w BCC, w wyniku aktywacji szlaku Shh jego poziom jest znaczgco obnizony (Sonkoly
et al., 2012). Sun i wsp. wykazali obnizenie poziomu miR-451a zaréwno w ludzkich komaorkach
BCC jak i w mysim modelu (Sun & Zhang, 2018), co skutkowato zwiekszeniem poziomu
proliferacji komdrek. Natomiast, zwiekszenie poziomu miR-451a skutkowato zatrzymaniem
cyklu komérkowego w fazie G1.

Catogenomowa analiza profilu miRNA w BCC w pordwnaniu do zdrowej skéry
wykonana przez Sand i wsp. pozwolita na identyfikacje 16 miRNA (miR-17, miR-18a, miR-18b,
miR-19b, hsa-miR-19b-1-5p, miR-93, miR-106b, miR-125a-5p, miR-130a, miR-181c-5p, miR-
181c-3p, miR-181d, miR-182, miR-455-3p, miR-455-5p i miR-542-5p), ktérych poziom byt
podwyzszony w BCC oraz 10 miRNA (miR-29c-3p, miR-29¢-5p, miR-139-5p, miR-140-3p, miR-
145, miR-378, miR-572, miR-638, miR-2861 i miR-3196), ktdrych poziom byt obnizony (Sand

et al., 2012). miR-130a wycisza ekspresje genu BCL2 wykazujgcego dziatanie
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antyapoptotyczne, zatem zwiekszona poziomu miR-130a w BCC moze prowadzi¢ do unikania
przez nowotwoér Smierci w wyniku apoptozy. Kolejny miRNA moggacy petni¢ wazng funkcje w
BCC to miR-29c, ktérego poziom jest obnizony w BCC. miR-29c obniza ekspresje gendw
DNMT3A i DNMT3B kodujacych metylotransferazy biorgce udziat w wyciszeniu ekspres;ji
genow supresorowych w wyniku metylacji. Obnizenie poziomu miR-29¢c moze prowadzi¢ do
hipermetylacji gendw supresorowych i skutkowac obnizeniem ich aktywnosci. Kolejne analizy
przeprowadzone przez Sand i wsp., z udziatem pacjentow z twardzinopodobnym podtypem
BCC wykazaty 8 miRNA, ktérych poziom byt znaczgco podwyzszony: miR-21, miR-99a, miR-
26a, let-7f, let-7g, let-7i, miR-100, and miR-205 (Sand et al., 2019). Wiekszo$¢ docelowych
czasteczek, do ktorych wigze sie miR-21 to transkrypty gendw supresorowych takich jak BCL2
(opisany powyzej) i PTEN (Meng et al., 2007). PTEN to gen kodujgcy biatko supresorowe
blokujgce aktywnos¢ szlaku RAS/PI3K/AKT. Szlak ten moze mie¢ wptyw na aktywnosé sciezki
sygnatowej Shh przez aktywacje czynnikdw z rodziny Gli. Inaktywacja PTEN przez wysoki
poziom miR-21 moze skutkowac zatem zwiekszong aktywnoscig dwdch szlakow sygnatowych
kluczowych dla rozwoju BCC (Ming & He, 2009; Riobo, Lu, & Emerson, 2006).

Wei i wsp. wykazali 181 miRNA o zmienionym poziomie w BCC w poréwnaniu do
zdrowej skoéry (53 podwyzszonych, 128 obnizonych) (Wei, Li, Wang, Song, & Dong, 2021).
MiRNA podwyzszone w BCC, regulujgce ekspresje gendw supresorowych waznych z punktu
widzenia rozwoju BCC to miR-320b i miR-30c-1-3p regulujgce ekspresje PTCH1, oraz miR-
3944-5p regulujgcy SUFU. Natomiast miRNA o obnizonym poziomie w BCC hamujgce
ekspresje gendéw zwiekszajgcych aktywnos¢ szlaku Shh to miR- 4701-5p oraz miR-3194-3
regulujgce ekspresje SMO oraz miR-3622a-5p regulujacy GL/1.
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V. CEL BADAN

BCC to najczestszy nowotwor ztosliwy cztowieka. Ryzyko zachorowania wsréd
populacji kaukaskiej wynosi az 30%. W ostatnich latach obserwuje sie ogélnoswiatowy wzrost
liczby zachorowan na BCC. Mimo licznych badan, etiologia rozwoju BCC wcigz nie jest do
korica wyjasniona.

Pomimo, ze regiony niekodujgce stanowig przewazajgcg czes¢ genomu (~98%) oraz sg
bogate w elementy funkcjonalne, to dotychczas ich analiza byta niemal catkowicie pomijana,
przez co, z wyjatkiem pojedynczych przypadkow, brak informacji na temat nowotworowych
mutacji somatycznych w tych regionach. Dotychczas nie przeprowadzono zadnej
kompleksowej analizy mutacji niekodujgcych w BCC.

e Gtéwnym celem niniejszej pracy byta wstepna charakterystyka mutagcji
somatycznych w BCC w wybranych niekodujacych czesciach genomu obejmujacych
niekodujgce elementy gendw kodujgcych biatka (5’UTR, fragmenty 3’UTR i
fragmenty introndéw graniczace z eksonami) oraz geny miRNA.

e Dodatkowym celem pracy byta charakterystyka mutacji w regionach kodujgcych
biatka, ktdra miata postuzyé przede wszystkim do walidacji uzyskanych wynikéw
poprzez porownanie do wynikdéw wczesniejszych analiz mutacji w tych regionach w

BCC.

Realizacje powyzszych ogdélnych celéw podjeto w formie nastepujgcych zadan
badawczych (celéw szczegdtowych):

1) Przeprowadzenie sekwencjonowania typu WES pozwalajgcego na analize mutacji
zaréwno w regionach kodujgcych biatka jak i w regionach niekodujgcych obejmujgcych
regiony 5'UTR, a takze fragmenty 3’UTR oraz intronow;

2) Przeprowadzenie sekwencjonowania genéw miRNA z zastosowaniem opracowanego
w Zaktadzie Genetyki Molekularnej ICHB PAN unikatowego systemu do
sekwencjonowania catego miRNomu (ang. Whole miRNome Sequencing; WMS);

3) Ogodlna charakterystyka mutacji we wczesniej wymienionych regionach niekodujgcych

oraz eksonach kodujgcych biatka obejmujgca analize typdw mutacji, lokalizacji mutacji
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4)

5)

6)

w poszczegolnych regionach, kalkulacje obcigzenia nowotworu mutacjami, a takze
analize sygnatur nowotworowych;

Identyfikacja gendéw czesto (powtarzalnie) mutowanych w BCC, goracych punktéw
mutacji oraz regiondw niekodujgcych, w ktdrych mutacje sg czynnikiem potencjalnie
napedzajgcych rozwdj BCC (OncodriveFML);

Wykonanie pierwszej catogenomowej, kompleksowej analizy zmian liczby kopii w BCC
i identyfikacja regiondw/gendw ulegajgcym czestym delecjom i amplifikacjom (analiza
danych WES z uzyciem GISTIC2.0; MLPA);

Wstepna analiza funkcjonalna wybranych mutacji, z uzyciem narzedzi
bioinformatycznych oraz zewnetrznych zasobdw danych (np. baza danych TCGA)
gromadzgcych informacje na temat mutacji somatycznych w innych typach

nowotwordéw (poza BCC).
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VI. WYNIKI

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy otrzymano dzieki analizie materiatu
genetycznego, ktdry stanowit DNA wyizolowany z 27 par prébek (nowotwér oraz zdrowa
tkanka) od pacjentow z BCC, w tym 22 z podtypem guzkowym i 5 z podtypem
powierzchniowym. Fragment tkanki nieprzekraczajgcy 20 mg poddano homogenizacji, a
nastepnie izolowano DNA oraz catkowity RNA. RNA wyizolowano do celu ewentualnej
walidacji lub analizy funkcjonalnych konsekwencji mutacji na poziomie RNA, np. do analizy
skutkdw mutacji splicingowej opisanej w punkcie 1.6.1.1. Jakos¢ i ilos¢ materiatu
genetycznego okreslono za pomocg pomiaréw z uzyciem spektrofotometru NanoDrop One
(ThermoScientific) oraz fluorymetru Qubit 3.0 (Invitrogen), a takze za pomocg rozdziatu

elektroforetycznego préb (Ryc. 5).
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Rycina 5.Rozdziat elektroforetyczny DNA oraz RNA probek BCC.
Rycina zawiera fragmenty kilku zeli agarozowych po rozdziale elektroforetycznym.
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W celu wykrycia mutacji somatycznych DNA poddano dwdm procedurom
sekwencjonowania nowej generacji, WES oraz nowatorskiemu sekwencjonowaniu catego
miRNomu (ang. Whole miRNome Sequencing; WMS).

Jako ze nie istniejg komercyjne zestawy WMS i wediug aktualnej wiedzy takie
sekwencjonowanie nigdy wczesniej nie bylo wykonywane, panel do WMS zostat
zaprojektowany w Zakfadzie Genetyki Molekularnej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN.
Panel ten obejmuje niemal 1900 gendw miRNA, 28 gendw kodujgcych biatka zaangazowane
w biogeneze miRNA oraz 10 gendw kontrolnych czesto mutowanych w nowotworach.

Mutacje wykryte zardwno za pomocg analiz WES jak i WMS przypisano do genomu
referencyjnego cztowieka Hg38 (GRCh38). Dodatkowo, zgodnie z nomenklaturg Human
Genome Variation Society (HGVS) zmiany wykryte w genach kodujacych biatko oznaczono
wzgledem pozycji w sekwencji kodujgcej (oznaczone literg ,c.”), a mutacje wykryte w genach
miRNA oznaczono wzgledem odpowiednich transkryptéw prekursorow miRNA wg bazy
miRBase (oznaczone literg ,n.”). W niniejszej pracy sekwencje kodujgce biatko nazywane sg
skrétowo sekwencjami kodujgcymi.

Dalsza analiza otrzymanych wynikdw obejmowata walidacje wybranych mutacji
metoda sekwencjonowania Sangera, analize typdw mutacji oraz okreslenie ich lokalizacji w
genach, okreslenie gorgcych punktéw mutacji i czesto mutowanych genéw, a takze wykrycie
genow o potencjale napedzajacym na podstawie mutacji typu SBS i indeli oraz zmian liczby
kopii. Dla wybranych mutacji/genéw przeprowadzono takze analize poréwnawczg zmian

wykrytych w BCC oraz w innych typach nowotwordéw dostepnych w bazie TCGA.

1. Sekwencjonowanie catego eksomu (WES)

W przypadku WES sekwencjonowanie obejmowato zbidr eksondw gendw kodujgcych
biatka (wraz z eksonami obejmujgcymi regiony 5’UTR oraz fragmenty regionéw 3’UTR (~100

pz)), a takze fragmenty intronéw sasiadujgce z eksonami (~100 pz) (Ryc. 6).
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Rycina 6. Schemat regionéw poddanych sekwencjonowaniu WES.

Kolorem pomararniczowym zaznaczono gen, w skfad ktorego wchodzq: kodujgce czesci
eksondw (CDS), niekodujqgce regiony 5’UTR i 3’UTR, oraz introny. Na poczqtku i koricu regionu
CDS zaznaczono kodon start oraz stop. Przestrzen miedzygenowa zostata oznaczona czarnymi
przerywanymi liniami. Symbolem 5’ i 3’ oznaczono orientacje nici kodujgcej. Regiony poddane
sekwencjonowaniu zaznaczono czerwonymi strzatkami.

1.1. Analiza podstawowych parametréow sekwencjonowania oraz lokalizacji i
typow wykrytych mutac;ji

W celu otrzymania listy mutacji somatycznych konieczny byt wieloetapowy proces
analizy danych NGS (szczegdty w sekcji Materiaty i Metody). Analiza gtebokosci
sekwencjonowania wykazata srednie pokrycie celowanych regionéw na poziomie 183x (185x
w prébkach normalnych i 180x w prébkach guza), wahajgc sie w réznych probkach od 134x
do 232x. Srednie pokrycie zmutowanych pozycji wynosi 169x i jest nieco wyisze w
sekwencjach kodujgcych (195x) niz w regionach niekodujacych (142x). Finalnie z
wykorzystaniem algorytmu MuTect2 wykryto 84 571 mutacji somatycznych. Sredni udziat
zmutowanego allelu (ang. alternative allele fraction; AAF) wynosi 0,35 (0,33 w regionach

kodujacych i 0,40 w regionach niekodujgcych) (Tabela 1).
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Tabela 1. Rozktad i typy mutacji w BCC.

Region Liczba (%)| Srednie | Srednie | Liczba (%) Liczba (%) Liczba (%)
mutacji | pokrycie AAF mutacji mutacji typu krotkich

typu SBS DBS indeli
Wszystkie 84571 169 0,35 79 960 3128 1483
regiony (100,0) (94,5) (3,7) (1,8)
Sekwencje 42 380 195 0,33 40 503 1697 180
kodujace (50,1) (95,6) (4,0) (0,4)
Region 42 400 142 0,37 39 457 1431 1303
niekodujacy (49,9) (93,5) (3,4) (3,2)
Introny 32 805 136 0,38 30 655 1076 1074
(38,8) (93,4) (3,3) (3,3)

3'UTR 2926 154 0,39 2721 100 105
(3,5) (93,0) (3,4) (3,6)

5’UTR 2 832 163 0,37 2650 125 57
(3,3) (93,6) (4,4) (2,0)

Regiony 3628 167 0,35 3431 130 67
miedzygenowe (4,3) (94,6) (3,6) (1,8)

42 380 (50,1%) mutacji jest zlokalizowanych w regionach kodujgcych biatka, a pozostate 42
191 (49,9%) w regionach niekodujgcych. Wsréd mutacji w regionach niekodujgcych wiekszos¢
stanowig warianty intronowe (38,8%). Mutacje w regionie 5’UTR oraz 3’UTR stanowig
odpowiednio 3,5% oraz 3,3% wszystkich mutacji. Wykryto takze 4,3% mutacji w sekwencjach

innych niz sklasyfikowane powyzej, obejmujgce gtdwnie regiony miedzygenowe (Ryc. 7).
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Rycina 7. Lokalizacja mutacji w BCC.
Z6ltym kolorem zaznaczono mutacje zlokalizowane w czesci kodujgcej genéw. Na niebiesko
zaznaczono mutacje lokalizujgce sie w czesci niekodujgcej genomu obejmujgcej introny,
5’UTR, 3’ UTR oraz regiony miedzygenowe.

Zdecydowang wiekszos¢ wszystkich wykrytych mutacji stanowig mutacje typu SBS (79
960 (94,5%)), nastepnie DBS (3 128 (3,7%), i krotkie (<4 nt) indele (1 483 (1,8%)) (Tabela 1;
Ryc. 8). Liczba mutacji typu SBS w sekwencjach kodujgcych (95,6%) i niekodujgcych (93,5%)
jest zblizona. Natomiast wyzsza czestotliwo$¢ indeli w regionach niekodujgcych (3,1%) w
stosunku do kodujgcych (0,4%) najprawdopodobniej wynika z wysokiej ilosci w tych regionach
sekwencji o niskiej ztozonosci (ang. low-complexity regions) i sekwencji repetytywnych, ktére
powodujg btedy polimerazy w trakcie replikacji w wyniku tzw. poslizgu replikacji.

Szczegdtowa analiza mutacji SBS wykazata najwiekszy udziat tranzycji C>T (68,0%)
wsrod wszystkich wykrytych mutacji. Najliczniejszg grupe sposrdéd DBS stanowig zmiany
CC>TT (3,0%) (Ryc. 8). Oba typy mutacji sg charakterystyczne dla nowotworéw, ktérych

rozwdj jest zwigzany z dziataniem promieniowania stonecznego.
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Rycina 8. Typy mutacji wystepujgce w BCC.
Kolorem niebieskim oznaczono mutacje typu: SBS, zielonym DBS, a zéttym indele.

1.2 Walidacja mutacji metodg sekwencjonowania Sangera - estymacja
czestosci mutacji fatszywie pozytywnych

W celu ustalenia ilosci mutacji fatszywie pozytywnych wybrane mutacje wykryte z
uzyciem NGS zostaty poddane walidacji przez powtdrne sekwencjonowanie z zastosowaniem
metody Sangera. Analizie poddano 52 mutacje reprezentujace rdzine typy mutacji: 39
substytucji (SBS oraz DBS) oraz 13 indeli. W wyniku przeprowadzonej analizy potwierdzonych
zostato 51 mutacji. Zaledwie 2% mutacji (1 mutacja) to zmiany fatszywie pozytywne (Tabela
2). Niepotwierdzona mutacja (CC>TT w MYCN) charakteryzuje sie bardzo niskim AAF=0,07
(ponizej zwykle przyjmowanego progu wykrywalnosci metoda sekwencjonowania Sangera) w
zwigzku z czym faktyczny poziom mutacji fatszywie pozytywnych moze by¢ jeszcze nizszy niz

stwierdzone 2%.
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Tabela 2. Lista mutacji potwierdzanych z uzyciem sekwencjonowania metodq Sangera.
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SCNM1 chr1:151,168,176 T 0,09 1 Tak

FLG2 chr1:152,350,960 G>A 0,29 1 Tak

FLG2 ch1:152,353,014 C>T 0,26 1 Tak

FLG2 chr1:152,354,686 G>A 0,32; 0,35 2 Tak

RPS27 chr1:153,990,763 T 0,17; 0,38; 0,46 3 Tak

DYRK3 chr1:206,648,309 C>T 0,07; 0,09 2 Tak

MYCN chr2:15,942,194 CC>TT 0,18; 0,37 2 Tak

MYCN chr2:15,942,195 T 0,19; 0,23 2 Tak

MYCN chr2:15,942,240 T 0,38 1 Tak

° MYCN chr2:15,945,676 C>T 0,38 1 Tak
%)
S

:>~ MYCN chr2:15,945,997 CC>TT 0,07 1 Nie
e

v PTCH1 chr9:95,459,622 G>T 0,61; 0,77 2 Tak

PTCH1 chr9:95,469,014 G>A 0,11; 0,13 2 Tak

PTCH1 chr9:95,480,502 T 0,82 1 Tak

AMBRA1 chr11:46,433,601 G>A 0,05 1 Tak

AMBRA1 chr11:46,435,033 GG>AA 0,36 1 Tak

BAD chr11:64,270,066 G>T 0,2 1 Tak

BAD chr11:64,270,066 G>A 0,05; 0,07; 0,23; 0,32 4 Tak

BAD chr11:64,270,066 GG>AA 0,06; 0,4 2 Tak

BAD chr11:64,270,067 G>A 0,08 1 Tak

DHODH chr16:72,008,760 GG>AA | 0,11;0,19;0,25; 0,46 4 Tak
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DHODH chr16:72,008,760 G>A 0,08 Tak

TP53 chrl7:7,676,071 G>A 0,29 Tak

MISP chr19:757,463 CT 0,11 Tak

CASZ1 chr1:10,659,766 ASAT 0,22 Tak

TCHH chr1:152,110,315 GC>G 0,28 Tak

BIRC6 chr2:32,464,744 AGC>A 0,25 Tak

TTN chr2:178,536,516 CA>C 0,32 Tak

SCAP chr3:47,413,919 C>CA 0,24 Tak

HERC5 chr4:88,463,980 TG>T 0,28 Tak

% KCNN2 chr5:114,473,131 C>CA 0,41 Tak
) IBTK chr6:82,227,236 CA>C 0,18 Tak
ADGB chr6:146,672,360 GA>G 0,32 Tak

SSPO chr7:149,779,582 C>CT 0,38 Tak

PTCH1 chr9:95,477,628 GAC>G 0,33 Tak

ALG10B chr12:38,320,258 CTA>C 0,3 Tak

FRMPD3 chrX:107,598,126 AC>A 0,34 Tak

41




WYNIKI

1.3 Obcigzenie mutacyjne (TMB) w BCC

TMB to parametr okreslajgcy ilo$¢ mutacji w przeliczeniu na wielkos$¢ analizowanego
regionu (podang w Mpz). W niniejszej pracy Srednia wielkos¢ parametru TMB obliczona na
podstawie mutacji lokalizujgcych sie w regionach kodujacych gendw wynosi 52,8
mutacje/Mpz (w przedziale od 0,1 do 287,5). Podtyp guzkowy i powierzchniowy nie rdznig sie
pod wzgledem obcigzenia mutacjami (Ryc. 9; p = 0,74, test Manna-Whitneya-Wilcoxona; dla

podtypu guzkowego - mediana 31,5, dla podtypu powierzchniowego - mediana 25,9).
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Rycina 9. Poréwnanie obcigzenia mutacyjnego pomiedzy podtypami BCC.

Na osi y przedstawiono wartos¢ parametru TMB (oznaczonq kropkq dla kazdej analizowanej
probki nowotworowej) obliczconego na podstawie mutacji niesynonimicznych lokalizujgcych
sie w czesci kodujgcej gendw.

W celu poréwnania TMB w BCC z wartosciami tego parametru dla innych typéw
nowotworéw wykorzystano wyniki pracy Lawrence et al., 2013 zawierajacej dane dla 27
typow nowotwordéw (bez BCC). Jako ze w pracy Lawrence et al. 2013 obliczano parametr TMB
z pominieciem mutacji synonimicznych, przed poréwnaniem przeliczono wartosci TMB dla
probek BCC réwniez wedtug tej zasady. Wéwcezas Srednia wartos¢ TMB wynosita 34,1
mutacje/Mpz (w przedziale od 0,1 do 166,3). Bezposrednie poréwnanie wartosci TMB w BCC
i innych nowotworach wykazato, ze TMB w BCC znaczgco przewyzisza wysokos¢ tego

parametru we wszystkich innych typach nowotwordéw (Ryc. 10).
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Rycina 10. Obcigzenie mutacyjne w nowotworach.

Na osi y przedstawiono (w skali logarytmicznej) wartos¢ parametru TMB (oznaczonq kropkgq
dla kazdej analizowanej probki) w 28 typach nowotworéw zaznaczonych na osi x i
uszeregowanych rosngco wedtug wartosci mediany (oznaczonej czerwongq linig). Rozwiniecia
wprowadzonych skrotow nowotwordw: LGG (ang. low grade glioma) - nowotwory
pochodzenia glejowego o niskim stopniu ztosliwosci; DLBCL (ang. diffuse large B-cell
lymphomay) - chtoniaki rozlane z duzych komorek B.
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1.4 Sygnatury mutacyjne w BCC

W celu charakterystyki proceséw odgrywajgcych role w mutagenezie BCC
przeprowadzono analize przypisania rozktadu mutacji do sygnatur, w tym celu zastosowano
narzedzie MuSiCa (Diaz-Gay et al., 2018). Podobienstwo miedzy otrzymanym a referencyjnym
(wg COSMIC) rozktadem okreslono za pomocg parametru ASC (ang. average signature
contribution) okreslajgcego srednig kontrybucje rozktadu mutacji do poszczegdlnych sygnatur
we wszystkich analizowanych prébkach BCC. Analiza wykazata, ze wiekszos¢ probek BCC
posiada wzér mutacji zwigzany gtéwnie z sygnaturg 7 (ASC = 0,7) oraz w mniejszym stopniu z

sygnaturg 11 (ASC = 0,2) (Ryc. 11A).
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Rycina 11. Sygnatury mutacyjne w BCC oraz innych typach nowotworow.

Na osi y zaznaczono sygnatury mutacyjne. Zielonym kolorem wyrdzniono sygnatury
najczestsze w badanych probkach BCC. A) Mapa cieplna kontrybucji mutacji wykrytych w
probkach BCC (zaznaczonych na osi x) do poszczegdlnych sygnatur. Wyzsza intensywnosc
koloru pomarariczcowego oznacza wyziszq kontrybucje mutacji. B) Sygnatury
charakterystyczne dla nowotwordéw innych niz BCC (oznaczono kolorem fioletowym).
Rozwiniecia zastosowanych skrotow: LGG (ang. low grade glioma) - nowotwory pochodzenia
glejowego o niskim stopniu ztosliwosci; DLBCL (ang. diffuse large B-cell lymphoma) - chtoniaki
rozlane z duzych komorek B.
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Sygnatura 7 jest charakterystyczna dla czerniaka oraz raka gtowy i szyi. Sygnatura 11
czesto wystepuje w czerniaku i glejaku wielopostaciowym (Ryc. 11B), gtéwnie u pacjentow
leczonych srodkiem alkilujgcym - temozolomidem, ktory jest rdwniez stosowany w terapii
BCC. Obie sygnatury charakteryzujg sie wystepowaniem gtéwnie substytucji C>T, ale rdéznig
sie kontekstem sekwencji, w obrebie ktérej wystepuje mutacja (Ryc. 12). Sygnatura 7
charakteryzuje sie wystepowaniem mutacji C>T gtéwnie w kontekscie nukleotydowym TCC i
zwigzana jest z ekspozycjg na promieniowanie UV. W przypadku sygnatury 11 mutacje C>T
wystepujg gtownie w kontekscie nukleotydowym TCC oraz CCC i ACC. Tylko jedna prébka
(BCC22) wykazata silniejszy zwigzek z sygnaturg 11 (ASC = 0,6) niz z sygnaturg 7 (ASC = 0,3)
(Ryc. 12). Rozktad mutacji dla wszystkich probek BCC przedstawiono w Zatgczniku 1.

SYGNATURA 11
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Rycina 12. Sygnatury mutacyjne charakterystyczne dla BCC.

Na osi y przedstawiono czestos¢ wystepowania mutacji w kontekscie mutacyjnym
oznaczonym na osi X. Przedstawiono rozktad mutacji dwdch probek BCC, ktorych wzor
mutacyjny jest najbardziej zblizony do rozktadu charakterystycznego dla sygnatury: 11 (na
przyktadzie probki BCC22) oraz 7 (na przyktadzie prébki BCC25).

Zadna z analizowanych prébek BCC nie wykazata zwigzku z sygnaturami 1, 2, 5 13,
ktore wystepujg bardzo czesto w wiekszosci typow nowotworéw (Ryc. 11B). Moze to
sugerowad, ze deaminacja 5-metylocytozyny (5mC) indukowana gtéwnie przez deaminazy
cytydynowe AID/APOBEC (przypisywane powyziszym sygnaturom) nie odgrywa roli w

patogenezie BCC.

45



WYNIKI

Porownanie sygnatur dla probek BCC z podtypu guzkowego i powierzchniowego
wykazato istotng rdznice pod wzgledem ASC do sygnatury 7. Kontrybucja ta byta wyzsza dla
probek podtypu guzkowego w poréwnaniu z podtypem powierzchniowym (p = 0,03; test
Manna-Whitneya-Wilcoxona; Ryc. 13). Przyczyng moze by¢ zwiekszona ekspozycja na
promieniowanie stoneczne czesci ciata, na ktdrych rozwija sie podtyp guzkowy (twarz, gtowa,
szyja). W przypadku sygnatury 11 analiza nie wykazata réznicy pod wzgledem kontrybucji
mutacji w podtypie guzkowym i powierzchniowym (p = 0,2; test Manna-Whitneya-Wilcoxona;

Ryc. 13).
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Rycina 13. Kontrybucja mutacji do sygnatury 7 oraz 11 w podtypach BCC.

Na osi y przedstawiono kontrybucje mutacji do sygnatury 7 oraz 11 (kropkq oznaczono
wartosc kontrybucji dla kazdej analizowanej prébki) dla dwdch podtypow BCC zaznaczonych
na osi x. Gwiazdkg oznaczono istotng statystycznie rdoznice miedzy analizowanymi grupami,
ns- réznica nieistotna statystycznie.

1.5 Analiza goracych punktow mutacji w BCC

Powtarzalne wystepowanie mutacji w okreslonych pozycjach w wielu prébkach moze
by¢ nieprzypadkowe oraz sugerowaé funkcjonalny wptyw mutacji i by¢ wskaznikiem
kancerogennej roli zmutowanych gendw. W niniejszej pracy doktorskiej za gorgce punkty
mutacji uznano pozycje genomowe zmutowane w co najmniej 3 probkach BCC (>10%
analizowanych prdbek). W sumie na podstawie analiz WES zidentyfikowano 43 gorgce punkty
mutacji, w tym 23 zlokalizowane w sekwencjach kodujgcych genéw a 20 w regionach
niekodujgcych (8 w 5’UTR, 1 w 3’UTR oraz 11 w intronach). W przypadku mutacji
wystepujacych w regionie kodujgcym sprawdzono wptyw mutacji na zmiane sekwencji biatka

(Tabela 3).
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Tabela 3. Gorgce punkty mutacji wykryte w BCC.
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o 2 g [ ® oo = S 3 s 5
a o o _E E © £ O ; 2
7] g o © 's N 2' <
o (-4 == K] o [7]
0o S ] o0 »
chr11:64,270,066- G>A; GG>A; G>T 3'UTR/BAD 8(29,6) -
64,270,067
chr14:103,131,144- C>T; CC>TT CDS/TNFAIP2 6(22,2) mutacja zmiany sensu, Ser431Phe,
103,131,145 ¢.1292C>T, ¢.1292_1293delinsTT;
domena Sec6; mutacja synonimiczna,
Ser431Ser, c.1293C>T
chr15:57,706,717 CT 5’UTR; 5(18,5) -
intron/POLR2M;
GCoMm1
chr16:72,008,760- G>A; GG>AA 5’UTR/DHODH 5(18,5) -
72,008,761
chr1:19,596,899 G>A Intron/MICOS10 4(14,8) -
chra:47,463,639 CT CDS/COMMDS 4 (14,8) mutacja zmiany sensu, Glu5Lys,
c.14C>T
chr7:56,106,490 G>A 5’UTR/CHCHD2 4 (14,8) -
chr9:32,552,281 G>A Intron; 4 (14,8) -
5’UTR/TOPORS;
SMIM27
chr12:110,450,362- G>A; GG>AA 5’UTR/ARPC3 4 (14,8) -
110,450,363
chr16:2,460,094- G>A; GG>AA 5’UTR/TEDC2 4 (14,8) -
2,460,095
chr18:23,586,506- G>A; GG>AA 5’UTR/NPC1 4 (14,8) -
23,586,507
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chr19:3,788,7566

chr1:20,090,617

chr1:99,306,852

chr1:103,432,947

chr1:153,990,763

chr1:155,965,725

chr2:28,628,556

chr2:33,397,321

chr3:26,710,432

chr3:121,928,459

chr4:68,069,918

chr5:140,863,551

chr6:36,961,899

chr6:69,339,554

chr6:118,565,500-
118,565,501

chr6:165,301,652

T

T

G>A

T

T

G>A

T

T

G>A

T

T

G>A

G>A

T

G>A; GG>AA

T

CDS/WDR87

CDS/PLA2G5

CDS/PLPPR4

CDS/LOC101928436

5'UTR/RPS27

CDS/ARHGEF2

Intron/PLB1

Intron/LTBP1

CDS/LRRC3B

CDS/SLC15A2

Intron/UBA6-AS1

Intron/PCDHA3

CDS/PI16

Intron/BAI3

Intron/CEPS85L

CDS/Q8TC11;
C6orf118

4(14,8)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

mutacja synonimiczna, Arg2035Arg,

c.6105C>T

mutacja synonimiczna, Leull4lLeu,

C.342C>T

mutacja zmiany sensu, Glu606Lys,

c.1816G>A

mutacja zmiany sensu, Gly39Glu,

c.116C>T

mutacja zmiany sensu, Pro99Ser,

€.295G>A

mutacja zmiany sensu, Asp254Asn,

c.760G>A

mutacja synonimiczna, Phe415Phe,

c.1245C>T

mutacja zmiany sensu, Gly173Arg,

c.517G>A

mutacja zmiany sensu, Glu224Lys,

c.670C>T
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chr7:143,935,997

chr7:148,827,237

chr9:8,451,932

chr9:136,979,271

chr10:67,097,691

chr12:10,160,032

chr13:36,695,128

chr15:24,676,062

chr15:40,382,906-

40,382,907

chr15:50,482,094

chr15:74,615,846

chr16:4,813,725

chrl7:35,441,269

chrl7:44,355,031

chr19:4,513,208

chrX:135,868,028

G>A

G>A

T

T

G>A

G>A

G>A

T

C>T; CC>TT

G>C/A

G>A

G>A

G>A

G>A

T

G>A

CDS/OR2F2

CDS/EZH2

Intron/PTPRD

CDS/PTGDS

CDS/LRRTM3

Intron/OLR1

CDS/SERTM1

CDS/NPAP1

CDS/KNSTRN

Intron/USP8

CDS/CLK3

Intron/GLYR1

CDS/SLFN13

CDS/FAM171A2

CDS/PLIN4

CDS/CT45A9

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

3(11,1)

mutacja synonimiczna, Thr255Thr,

c.765G>A

mutacja zmiany sensu, Pro219Ser,

C.655G>A

mutacja synonimiczna, Ser101Ser,

c.303C>T

mutacja synonimiczna, Thr547Thr,

c.1641G>A

mutacja zmiany sensu, Gly17Glu,

c.50G>A

mutacja synonimiczna, Phe65Phe,

c.195C>T

mutacja zmiany sensu, Ser24Phe,

c.71C>T, ¢.71_72delinsTT

mutacja zmiany sensu, Arg131Lys,

c.392G>A

mutacja zmiany sensu, Arg674Cys,

c.2020G>A

mutacja zmiany sensu, Gly252Val,

c.755C>T

mutacja zmiany sensu, Pro12Ser,

c.34G>A
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Niektore gorgce miejsca mutacji znajdujg sie w genach zdefiniowanych w bazie
COSMIC Cancer Gene Census (CGC) jako zwigzanych z procesem nowotworzenia. Jednym z
nich jest EZH2 posiadajgcy gorgcy punkt w regionie kodujgcym (szerzej opisany w punkcie
1.5.1.2 niniejszej pracy doktorskiej). Kolejny gen obecny w bazie CGC to USP8 kodujacy enzym
biorgcy udziat w deubikwitynacji onkogendw (Islam, Chen, & Chen, 2021) i posiadajacy
gorgcy punkt w sekwencji intronowej.

Ze wzgledu na sporg liczbe gendw posiadajgcych gorgce punkty mutacji (43 geny), w
kolejnych akapitach pracy doktorskiej skupiono sie tylko na tych genach, ktérych funkcja w

BCC lub innych nowotworach zostata najlepiej poznana bazujgc na przegladzie literaturowym.

1.5.1 Gorgce punkty mutacji w regionach kodujacych biatko

Sposrdod 23 gorgcych punktow mutacji zlokalizowanych w regionach kodujgcych
genow 15 stanowily gorgce miejsca posiadajagce mutacje zmiany sensu, a 7 mutacje
synonimiczne.

Poniewaz wiekszos¢ mutacji synonimicznych wynika z losowo wystepujgcych
neutralnych funkcjonalnie zmian, oraz wykryte mutacje synonimiczne nie byty zlokalizowane
w miejscach waznych z punktu widzenia splicingu (eksonowe sekwencje wzmacniajace i
wyciszajace splicing, miejsca donorowe i akceptorowe splicingu; analiza z uzyciem ESEfinder
(Cartegni, Wang, Zhu, Zhang, & Krainer, 2003) w dalszym etapie pracy skupiono sie na analizie
gorgcych punktéw mutacji posiadajgcych mutacje zmiany sensu.

W celu zobrazowania lokalizacji gorgcych punktdw mutacji, zmiany naniesiono na
kanoniczne transkrypty poszczegdlnych gendw. Na rycinach przedstawionych w ponizszych
akapitach oprocz gorgcych punktdw mutacji, zobrazowano takze pozostate mutacje
zlokalizowane w sekwencji kodujgcej, w regionach 5'UTR oraz 3’'UTR a takze w intronach (w

przypadku, gdy mutacje wystepowaty do 40 nt od granicy ekson/intron).
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1.5.1.1 Goracy punkt mutacji w genie TNFAIP2

Sposrdd gorgcych punktow mutacji zlokalizowanych w sekwencji kodujacej genéw
najczesciej wystepujacy gorgcy punkt mutacji jest zlokalizowany w chr14:103,131,144-
103,131,145 w genie TNFAIP2 (w 6 probkach (22,2 %)). Zidentyfikowane w gorgcym punkcie
mutacje to substytucja c.1292C>T lub podwdjna substytucja c.1292delinsTT (podwdjne
podstawienia sg opisane jako warianty delecji/insercji (delins) zgodnie z nomenklaturg HGVS)

skutkujgce zmiang aminokwasu p.Ser431Phe oraz substytucja ¢.1293C>T (p.Ser431Ser) (Ryc.

14).
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500nt
eom.zmiany sensu
® ¢.1292 1293delinsTT
TNFAIP2 Oc.1202C>T C.1946C>T
NM_006291

| 50 100 150 200 250 300 (350 4d0 450 (5007 550] 600 650AA
Sec6

Rycina 14. Rozktad mutacji w genie TNFAIP2.

Schemat transkryptu (NM_006291) genu TNFAIP2 wraz z zaznaczonymi pozycjami mutacji
wykrytych w BCC. Region kodujgcy (z podziatem na eksony i zaznaczonymi fragmentami
kodujgcymi poszczegolne domeny biatkowe) zostat zaznaczony w formie szerszego
prostokgta, regiony 5’UTR | 3’UTR zostaty zaznaczone w formie wezZszych szarych
prostokgtow. Pozycje w transkrypcie (nt) i sekwencji kodujgcej (AA) zaznaczono odpowiednio
powyzej schematu i na sekwencji kodujgcej. Rozwiniecie nazwy domeny: Sec6- domena
posiadajgca sekwencje aminokwasowq podobng do biatka SEC6.

TNFAIP2 to onkogen, kodujgcy wielofunkcyjne biatko odgrywajace role w
angiogenezie, wywotywaniu stanu zapalnego, migracji i inwazji komoérek oraz przebudowie
cytoszkieletu i tworzeniu sie btony komdrkowe] (Hase et al., 2009; Jia et al., 2016, 2018; Xie
& Wang, 2017). Zidentyfikowany gorgcy punkt mutacji nie byt wczesniej zaobserwowany w
zadnym nowotworze, takze w BCC w zwigzku z tym wptyw wykrytej mutacji na funkcje

TNFAIP2 wymaga dalszych badan.
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1.5.1.2. Goracy punkt mutacji w genie EZH2

Kolejny goragcy punkt mutacji (mutacje w 3 prdbkach) zlokalizowany w sekwencji
kodujacej stanowi zlokalizowana w pozycji chr7:148,827,237 w genie EZH2 substytucja
€.655C>T (p.Pro219Ser).

EZH2 to gen odnotowany w bazie CGC, kodujgcy podstawowg podjednostke
(metylotransferaze) kompleksu represyjnego policomb 2 (PRC2), ktéra odgrywa role w
metylacji histonow i wyciszaniu ekspresji gendéw (Kodach et al., 2010). EZH2 jest dobrze
znanym onkogenem zwigzanym z bardziej agresywng postacig i gorszym rokowaniem wielu
nowotworéw, w tym BCC oraz innych nowotwordw ztosliwych skory, czerniaka i SCC
(Mahmoud et al., 2016). Zwiekszona ekspresja EZH2 zostata wykazana w SCC (Xie et al., 2014)
i agresywnej formie BCC (Rao, Chan, Andrews, & Kahana, 2016). W przeciwienstwie do
wczesniej wykrytych mutacji skupiajgcych sie gtdwnie w katalitycznej domenie SET (B6dor et
al., 2013; Donaldson-Collier et al., 2019) wykryty w niniejszej pracy goracy punkt mutacji jest
zlokalizowany w N-koncowej czesci biatka (Ryc. 15), ktora odpowiada m.in. za interakcje z

histonami (Weaver et al., 2019).

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 nt
A em.w intronie
O em.zmiany sensu
Q I ny
wn
©
o c.2109+33C>T
EZH2 ® . 2109+40A>C
NM_004456
] 100 200 300 | 400 540 a3 Bk

d. wigzaca WD ] SET

Rycina 15. Rozktad mutacji w genie EZH2.

Schemat transkryptu (NM_004456) genu EZH2 wraz z zaznaczonymi pozycjami mutacji
wykrytych w BCC. Schemat ryciny analogiczny do Ryc.14. Rozwiniecie nazw domen: d.wigzgca
WD- domena wiqgzgca region bogaty w aminokwasy W (Trp) oraz D (Asp), SET- domena o
aktywnosci metylotransferazy.

Zidentyfikowany gorgcy punkt mutacji nie byt wczesniej zaobserwowany w zadnym
nowotworze, takze w BCC w zwigzku z tym wptyw wykrytej mutacji na funkcje EZH2 wymaga

dalszych badan.
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1.5.1.3 Goracy punkt mutacji w genie KNSTRN

Kolejny goracy punkt mutacji (mutacja w 3 prdbkach) stanowi zlokalizowana w
chr15:40,382,906-40,382,907  substytucja ¢.71C>T lub  podwdjna  substytucja
c.71_72delinsTT. Obie substytucje skutkujg zmiang aminokwasu p.Ser24Phe, zlokalizowane w
N-koricowej czesci biatka KNSTRN (Ryc. 16), ktore odgrywa role w utrzymaniu kohezji

chromatyd i prawidtowej separacji chromatyd podczas anafazy (Fang, Seki, & Fang, 2009).

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 nt

oC.71_72delinsTT
KNSTRN #c.71C>T ©C.835A>T

NM_033286 .
o i

B¢ viazaca SPAGS

[@m.zmiany sensu]

Rycina 16. Rozktad mutacji w genie KNSTRN.
Schemat transkryptu (NM_033286) genu KNSTRN wraz z zaznaczonymi pozycjami mutacji
wykrytych w BCC. Schemat ryciny analogicznie do Ryc.14.

Mutacje w KNSTRN (gtdownie mutacja Ser24Phe) zostaty wczesniej wykryte u
pacjentéw z BCC, SCC, AK oraz czerniakiem (Jaju et al., 2015; Lee et al., 2014). Mutacje w genie
KNSTRN w SCC wptywajg na separacje chromosomow podczas podziatow komédrkowych i sg
zwigzane ze zwiekszong niestabilnoscig chromosomdw, wyrazong jako frakcja genomu ze
zmianami liczby kopii (Lee iin., 2014). W celu zweryfikowania niniejszego mechanizmu w BCC,
przeprowadzono analize ilosci zmian liczby kopii (z uzyciem GISTIC2.0) w probkach z mutacjg
oraz bez mutacji w genie KNSTRN. Zwigzek mutacji KNSTRN z iloscig zmian liczby kopii nie
zostat potwierdzony ani w niniejszej pracy (Ryc. 17; p = 0,7392, test T-studenta) ani na
podstawie analiz prébek BCC przedstawionych w pracy Jaju i in. (Jaju i in., 2015). Warto
zauwazy¢, ze KNSTRN odgrywa tez role w apoptozie wywotanej promieniowaniem UV. Jednak
wptyw mutacji w KNSTRN na unikanie apoptozy przez komarki BCC lub jakiekolwiek inne

komorki nowotworowe nie zostat jeszcze zbadany.
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Rycina 17. Wptyw mutacji w KNSTRN na zmiany liczby kopii w BCC.

Kolorem czerwonym zaznaczono liczbe amplifikacji, niebieskim liczbe delecji, zottym liczbe
wszystkich zmian liczby kopii (amplifikacje oraz delecje) w poszczegdlnych probkach BCC
zaznaczonych na osi x. Probki BCC oznaczone kolorem czerwonym to probki z mutacjq w
gorgcym punktem mutacji w KNSTRN, natomiast probka oznaczona kolorem zielonym posiada
mutacje w sekwencji kodujgcej KNSTRN poza gorgcym punktem.

1.5.2 Gorgce punkty mutacji w regionach niekodujacych

Analiza 20 goragcych punktéw mutacji zlokalizowanych w regionach niekodujgcych
wykazata 11 gorgcych punktéw w intronach, 8 w regionie 5’UTR oraz 1 w regionie 3’UTR. W
przypadku introndw gorace punkty lokalizowaty sie poza dobrze poznanymi, funkcjonalnymi
czesciami introndw (eksonowe sekwencje wzmacniajgce i wyciszajgce splicing, miejsca
donorowe i akceptorowe splicingu - analiza z zastosowaniem ESEfinder, oraz miejsce
rozgatezienia- analiza z zastosowaniem LaBranchoR (Paggi & Bejerano, 2018) w zwigzku z tym
geny posiadajgce gorgce punkty w intronach nie zostaty dalej analizowane. Dla wybranych
gorgcych punktéw zlokalizowanych w regionach 5'UTR oraz 3'UTR przeprowadzono analize

poréwnawczg mutacji wykrytych w BCC z innymi typami nowotworéw. W tym celu
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wykorzystano dane dostepne w bazie danych TCGA, ktéra zawiera informacje o mutacjach

wykrytych w ponad 10 000 prébek z 33 typodw nowotwordow (nie obejmuje BCC).

1.5.2.1 Goracy punkt mutacji w regionie 3’UTR genu BAD

Najczestszy ze wszystkich wykrytych gorgcych punktéw mutacji w BCC to punkt
zmutowany w 8 prdbkach (30%) w pozycji chr11:64,270,066-64,270,067 w regionie 3'UTR
genu BAD. Obejmuje on 4 rézne substytucje (c.*142C>A, c.*142C>T, c.*142_*143delinsTT i
c.*143C>T), zlokalizowane 142 i/lub 143 nukleotydy za kodonem stop. Gorgcy punkt w BAD
jest zlokalizowany w ramieniu 5' motywu stabilnej struktury RNA o dtugosci ~40 pz (dG=-39,6
kcal/mol), ktory jest destabilizowany (spadek stabilnosci o ~2 kcal/mol) w wyniku mutacji
(Ryc. 18). Wykryty goracy punkt nie byt wczesniej zidentyfikowany w zadnym nowotworze.
Biatko kodowane przez BAD nalezy do rodziny biatek BCL-2 i odgrywa kluczowg role w
pozytywnej regulacji apoptozy (Stickles et al., 2015).

Analiza danych z TCGA pozwolita na zidentyfikowanie 28 mutacji w regionie 3'UTR
genu BAD (Ryc. 18). Mutacje znaleziono gtdwnie w prdobkach czerniaka (15 mutacji w 12
probkach (2,6% analizowanych probek czerniaka)), w tym 4 mutacje pokrywajgce sie z
gorgcym punktem (c.*142C i c.*143C) i 6 mutacji (c.*77C>T) stanowigcych dodatkowy goracy
punkt nie wystepujgcy w BCC. Poza czerniakiem, mutacje regionu 3'UTR byty bardzo rzadkie
(Ryc. 18). Wytacznos¢é mutacji w 3’UTR w czerniaku i BCC wyklucza przypadkowe wystgpienie

mutacji i przemawia za napedzajgca funkcjg mutacji w BCC i czerniaku.
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Rycina 18. Rozktad mutacji w BAD.

Schemat transkryptu (NM_004322) genu BAD wraz z zaznaczonymi pozycjami mutacji.
Schemat ryciny analogiczny do Ryc.14. Kolorem czerwonym zaznaczono mutacje wystepujgce
w BCC, niebieskim mutacje w czerniaku (ang. skin cutaneous melanoma; SKCM) a czarnym
mutacje w pozostatych typach nowotworow dostepnych w bazie TCGA. Na dole ryciny
zaznaczono miejsca wigzania miRNA w regionie 3’UTR transkryptu. Wartos¢ wskaznika CADD,
ktory moze by¢ wskaznikiem funkcjonalnego potencjatu dowolnej mutacji we wskazanych
pozycjach genomowych zaznaczono na dole wykresu. Po prawej stronie ryciny przedstawiono
strukture drugorzedowq tworzongq przez fragment transkryptu obejmujgcy pozycje mutowane
w 3°UTR. Rozwiniecie nazwy domeny BH3- domena oddziatywujqgca z biatkami hamujgcymi
apoptoze m.i.n. BCL-2.

Analiza z uzyciem TargetScan pozwolita zidentyfikowa¢ 3 miRNA (miR-7515, miR-3202
i miR-6125), ktérych przewidywane sekwencje docelowe, do ktdrych wigze sie miRNA zostaty
zaktécone przez mutacje wystepujgce w gorgcym punkcie. Jednakze, poniewaz (i) zaden z tych
miRNA nie zostat uznany za miRNA o wysokiej wiarygodnosci (wg miRBase lub miRGeneDB),
(i) dla zadnego z wymienionych miRNA nie stwierdzono wykrywalnych/potwierdzonych
poziomow w nowotworach wg TCGA, oraz (iii) zaden z tych regiondw nie zostat
zweryfikowany jako potencjalne miejsce wigzania miRNA (wg miRTarBase (Huang et al.,
2020)), jest mato prawdopodobne, aby funkcjonalno$s¢ mutacji wynikata z zaburzenia
wigzania powyzszych miRNA. Nalezy jednak zauwazy¢, ze zidentyfikowany gorgcy punkt
mutacji znajduje sie w pozycji o podwyziszonym wskazniku CADD, wskazujagcym na

podwyzszony potencjat funkcjonalny mutacji w tej pozycji.
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1.5.2.2 Goracy punkt mutacji w regionie 5’UTR genu DHODH

Kolejny goracy punkt mutacji wykryty w niekodujgcej czesci genu to punkt zmutowany
w 5 prébkach BCC (19%), wystepujacy w pozycji chrl6: 72,008,760-72,008,761, w regionie
5’UTR genu DHODH. Gorgcy punkt mutacji obejmuje dwie rézne substytucje: c.-5G>Aic.-5_-
4delinsAA. Wykryty gorgcy punkt nie byt wczesniej zidentyfikowany w zadnym nowotworze.
Rola DHODH w rozwoju BCC nie jest jasno ustalona. Wykazano natomiast wazng role DHODH
w kancerogenezie SCC i innych nowotworéw zwigzanych z promieniowaniem UV (Hosseini et
al., 2018). Analiza porownawcza mutacji w BCC z mutacjami dostepnymi w bazie danych TCGA
wykazata, ze zaden z 33 typow nowotwordw dostepnych w TCGA nie posiada mutacji ani w
gorgcym punkcie charakterystycznym dla BCC, ani w ogdle w regionie 5’"UTR DHODH, mimo
ze w innych czesciach genu zidentyfikowano szereg mutacji w réznych nowotworach (81

mutacji, w tym 75 mutacji w regionie kodujgcym) (Ryc. 19).
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Rycina 19. Rozktad mutacji w DHODH.
Schemat transkryptu (NM_001361) genu DHODH wraz z zaznaczonymi pozycjami mutacji.

Schemat ryciny analogiczny do Ryc.14. Kolorem czerwonym zaznaczono mutacje wystepujgce
w BCC, niebieskim mutacje w czerniaku (SKCM) a czarnym mutacje w pozostatych typach
nowotworow dostepnych w bazie TCGA. Na dole ryciny zaznaczono miejsca wigzania
czynnikow transkrypcyjnych. Wartos¢ wskaZznika CADD, ktory moze by¢ wskaZnikiem
funkcjonalnego potencjatu dowolnej mutacji we wskazanych pozycjach genomowych
zaznaczono na dole wykresu. Na gorze po lewej stronie ryciny przedstawiono strukture
drugorzedowa tworzonq przez fragment transkryptu obejmujqcy pozycje mutowane w 5°UTR.
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Mutacje tworzgce goracy punkt w genie DHODH w BCC lokalizujg sie w sekwencji
Kozak, ktéra jest kluczowa sekwencjg wptywajacg na proces inicjacji translacji. Analiza z
uzyciem narzedzia ATGpr (Salamov, Nishikawa, & Swindells, 1998) oraz NetStart 1.0 (Peitsch,
1997) nie wykazata jednak znacznego wptywu mutacji w pozycjach -4 oraz -5 na zmiane
wyboru kodonu start i efektywnos¢ inicjacji translacji. Analiza struktury drugorzedowej RNA
wykazata, ze mutacje w gorgcym punkcie DHODH nieznacznie obnizyty stabilnos¢
przewidywanego motywu spinki do wioséw, tworzonego przez RNA w miejscu mutacji (Ryc.
19). Dalsza analiza sekwencji 5'UTR wykazata, ze podwdjna substytucja GG>AA w gorgcym
miejscu tworzy konsensusowe miejsce wigzania dla czynnika transkrypcyjnego NFAT1 (Ryc.
19), ktéry wystepuje na wysokim poziomie w wielu tkankach, w tym zaréwno w narazonej jak
i chronionej przed promieniowaniem UV skérze (wg GTExPortal; GTEx Consortium Science
2020) i ma zwigzek z wieloma nowotworami, w tym z czerniakiem (Shen et al., 2019; Shoshan

et al., 2016).

1.5.2.3 Goracy punkt mutacji w regionie 5’UTR genu CHCHD2

Kolejny goracy punkt mutacji zidentyfikowany w niekodujgcej czesci genu to punkt
zmutowany w 4 prébkach BCC (15%), w pozycji genomowej chr7:56,106,490 w regionie 5'UTR
genu CHCHD?2 (znanego réwniez jako MNRR1). Gorgcy punkt obejmuje substytucje c.-77C>T,
natomiast warto zaznaczyé, ze dalsza analiza wykazata jeszcze jedng powtarzajgcy sie
(wystepujgcg w 2 prdbkach) substytucje c.-134G>A, zlokalizowang w chr7:56,106,547, co
przektada sie na tgczng ilos¢ 6 mutacji w 6 prébkach BCC.

Analiza poréwnawcza mutacji w BCC z mutacjami dostepnymi w bazie danych TCGA
wykazata, ze obie wspomniane pozycje genomowe sg takze czesto mutowane w czerniaku, co

potwierdzono takze w pracy Hayward i in. (Hayward et al., 2017).
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Rycina 20. Rozktad mutacji w CHCHD2.
Schemat transkryptu (NM_001320327) genu CHCHD2 wraz z zaznaczonymi pozycjami
mutacji. Schemat ryciny analogiczny do Ryc.14. Kolorem czerwonym zaznaczono mutacje
wystepujgce w BCC, niebieskim mutacje w czerniaku (SKCM) a czarnym mutacje w pozostafych
typach nowotworow dostepnych w bazie TCGA. Na dole ryciny zaznaczono miejsca wigzania
czynnikow transkrypcyjnych. Wartos¢ wskaZznika CADD, ktory moze by¢ wskaZnikiem
funkcjonalnego potencjatu dowolnej mutacji we wskazanych pozycjach genomowych
zaznaczono na dole wykresu. Rozwiniecie nazwy domeny CHCH- domena tworzgca strukture
typu coiled-coil-helix-coiled-coil-helix.

W sumie na podstawie danych z TCGA zidentyfikowano 63 mutacje w regionie 5’UTR
genu CHCHDZ2 (Ryc. 20). Mutacje stwierdzono gtdwnie w probkach czerniaka (40 mutacji w 39
(8,5%) prébkach), w tym 29 mutacji c.-77C>T i 3 mutacje c.-134G>A oraz dodatkowo
zidentyfikowano 4 probki z mutacjg c.-74C>T, stanowigce dodatkowy gorgcy punkt w regionie
5’UTR. Tylko 5 mutacji w czerniaku byto zlokalizowanych poza regionem 5’UTR, 4 mutacje
znajdowaty sie w regionie kodujgcym (2 mutacje zmiany sensu i 2 synonimiczne) i 1 w regionie
3’UTR.

W innych nowotworach mutacje w rejonie 5’UTR wystepowaty bardzo rzadko- 4
mutacje w nowotworach gtowy i szyi oraz raku trzonu macicy, 3 mutacje w raku piersi i 12
mutacji w innych typach nowotwordw na fgcznie blisko 10 000 prébek.

Gorgce punkty wystepujgce zaréwno w BCC jak i czerniaku znajdujg sie w dwdch
roznych miejscach wigzania czynnika transkrypcyjnego GABP-alfa. Przeprowadzona w
niniejszej pracy doktorskiej analiza z uzyciem MotifMap (Daily, Patel, Rigor, Xie, & Baldi, 2011)

wykazata potencjalny wptyw mutacji na zaburzenie wigzania czynnikdw GABP (Ryc. 20).
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1.6 Geny czesto mutowane w BCC

Za czesto mutowane geny uznano geny majgce (i) mutacje niesynonimiczne w regionie
kodujgcym w co najmniej 5 prébkach, (ii) mutacje w regionie 5’UTR w co najmniej 4 probkach,
(iii) mutacje w regionie 3’"UTR w co najmniej 4 prdbkach, oraz (iv) mutacje w intronach (do 40
nt od granicy ekson/intron) w co najmniej 5 probkach (Tabela 4). Analize czestosci
wystepowania mutacji przeprowadzono osobno dla kazdego analizowanego regionu. W
przypadku introndw mutacje w regionach kluczowych dla przebiegu splicingu, zlokalizowane
w pozycjach +/- 2 nt od eksonéw dotgczono do analiz regionu kodujgcego. Z listy czesto
mutowanych gendw zostaty usuniete geny sklasyfikowane w pracy Lawrence i in. (Lawrence i
in., 2013) jako posiadajgce liczne mutacje pasazerskie, ktorych wysoka czestos¢ wynika z duzej
wielkosci genu (geny kodujgce biatka o dtugosci >4000 aminokwasdw oraz geny posiadajgce
bardzo dtugie introny, obejmujgce region genomowy >1Mb) a takze z duzej zmiennosci
genetycznej analizowanego regionu (m.in. geny kodujace receptory wechowe).

W zwigzku z wykryciem duzej liczby czesto mutowanych gendéw (915 gendw) w
dalszych etapach analizy skupiono sie na genach obecnych w bazie CGC i/lub genach
wybranych na podstawie przegladu literaturowego wykazujgcych wptyw na proces
nowotworzenia i/lub funkcje skéry. Na rycinach przedstawionych w ponizszych akapitach
zaznaczono wytgcznie mutacje wystepujgce w regionie, na podstawie ktérego gen zostat

sklasyfikowany jako czesto mutowany.

Tabela 4. Liczba gendéw posiadajgcych czeste mutacje w poszczegdlnych czesciach genow.

Liczba czesto

Region Minimalna liczba mutacji
mutowanych genéw
CDS 5 606
5'UTR 4 10
3'UTR 4 10
Intron 5 289
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1.6.1 Geny czesto mutowane w regionach kodujacych biatko

1.6.1.1 Czeste mutacje w genach zaangazowanych w szlak sygnatowy
Hedgehog

Mutacje w genach szlaku Shh sg charakterystyczne dla rozwoju BCC. Sposrod 606
genow czesto mutowanych w regionie kodujgcym (Zatacznik 2), PTCH1 charakteryzuje sie
najwiekszg liczbg mutacji posiadajac tgcznie 24 mutacje w 20 prébkach BCC, w tym 5 mutacji
zmiany sensu, 4 mutacje splicingowe oraz 15 mutacji definitywnych (Ryc. 21).
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Rycina 21. Rozktad mutacji niesynonimicznych w genie PTCH1.

Schemat transkryptu (NM_000264) genu PTCH1 wraz z zaznaczonymi pozycjami mutacji
wykrytych w regionie kodujgcym w BCC. Schemat ryciny analogicznie do Ryc.14. Zatgczony
elektroferogram przedstawia funkcjonalny wpltyw mutacji splicingowej wykrytej w pozycji
¢.3450-1G>A, skutkujgcej pominieciem eksonu 21 w dojrzatym transkrypcie.

Funkcjonalny wptyw mutacji splicingowe] c.3450-1G>A zlokalizowanej powyzej eksonu 21 (w
intronie 20) zostat potwierdzony z uzyciem metody sekwencjonowania Sangera. Analiza
sekwencjonowania wykazata pominiecie eksonu 21 w procesie splicingu (Ryc. 21).

Mutacje w regionie kodujgcym zaobserwowano takze w innych genach
zaangazowanych w funkcjonowanie szlaku sygnatowego Shh. GL/2 posiadat mutacje w 5
probkach BCC (19%) i zostat podobnie jak PTCH1 sklasyfikowany jako gen czesto mutowany w
regionie kodujgcym. Dodatkowo, wykryto 4 mutacje w 4 prébkach (15%) w genie SMO (Ryc.
22). tgczna czestos¢ mutacji w SMO i GLI2 jest nizsza w prébkach z mutacjg w genie PTCH1
(4/20; 20%) niz w probkach bez (4/7; 57%) mutacji (wynik nieistotny statystycznie; warto$¢
p=0,1445 - test Fishera), co sugeruje tendencje do wzajemnego wykluczania sie mutacji w
PTCH1 z innymi genami szlaku Shh. Do zwiekszenia aktywnosci szlaku Shh konieczna jest

mutacja w jednym z kilku gendw biorgcych udziat w szlaku, stad rzadkie mutacje w wiecej niz
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jednym genie ze szlaku. W genach szlaku Shh wykryto takze zmiany liczby kopii, szerzej

opisane w dalszej czesci pracy (analiza z zastosowaniem GISTIC2.0).

PTCH1

gen

l mut% CNA%
-inaktywacja

GLI2 )
o -aktywaCJa

— aktywacja
— inhibicja

Rycina 22. Mutacje w genach szlaku Shh.

Kolorem niebieskim zaznaczono mutacje skutkujgce inaktywacjq genu, natomiast kolorem
czerwonym mutacje wywotujgce aktywacje genu. Czestosc substytucji i indeli (mut) oraz zmian
liczby kopii (CNA; ang. copy number alteration) w analizowanych probkach wyrazono w
procentach.

1.6.1.2 Geny poza szlakiem Hedgehog, czesto mutowane w BCC

Poza mutacjami w genach zaangazowanych w sciezke sygnatowg Shh czeste mutacje

wystepujg takze w genach zaangazowanych w inne szlaki komérkowe (Tabela 5).

Tabela 5. Geny poza szlakiem Shh czesto mutowane w regionie kodujgcym.

Gen Mutacje zmiany Mutacje Mutacje taczna liczba (%)

TP53 7 8 1 13

PTPRD 18 1 - 13

FLG 12 3 - 10
FLG2 5 2 - 9
MYCN 8 - - 8
NOTCH1 8 2 - 8
NOTCH2 3 3 2 7
NOTCH3 6 - - 5
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1.1.6.2.1 Mutacje w genie TP53

TP53 to jeden z najlepiej poznanych gendw supresorowych, czesto mutowany w wielu
typach nowotworéw. W analizowanych prdbkach BCC mutacje w TP53 wykryto w 13
probkach (48%) (Ryc.23). Zaobserwowano, ze az 50% (8 mutacji) wykrytych mutacji stanowig
zmiany definitywne. Dodatkowo, wykryto 7 mutacji zmiany sensu oraz jedng mutacje
splicingowga. W niniejszej pracy wykazano, ze TP53 jest drugim najczesciej mutowanym w
regionie kodujgcym genem w BCC, co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami

literaturowymi (Bonilla et al., 2016; Jayaraman et al., 2014).
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Rycina 23. Rozktad mutacji niesynonimicznych w genie TP53.
Schemat transkryptu (NM_000546) genu TP53 wraz z zaznaczonymi pozycjami mutacji
wykrytych w regionie kodujgcym w BCC. Schemat ryciny analogicznie do Ryc.14. Rozwiniecie
nazw domen: TAD/TADII- domena transkatywacyjna, NLS- domena lokalizacji jgdrowej, NES-
domena zawierajgc sygnat eksportu jgdrowego.

1.1.6.2.2 Mutacje w genie PTPRD

Czeste mutacje zidentyfikowano takze w PTPRD (Ryc. 24), genie supresorowym czesto
mutowanym w wielu nowotworach, w tym nowotworze gtowy i szyi, glejaku, czerniaku i SCC
(Peyser et al., 2015; Purdie et al., 2007; Veeriah et al.,, 2009; Walia et al., 2014). PTPRD
katalizuje defosforylacje wybranych biatek prowadzac do zwiekszenia aktywnosci onkogenéw
m.in. STAT3. Gen ten nie byt wczesniej uznany za czesto mutowany w BCC. W niniejszej pracy
wykryto 18 mutacji w regionie CDS w tym 18 mutacji zmiany sensu oraz 1 mutacje

definitywng. Mutacje posiadato 13 prébek BCC (48%).
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Rycina 24. Rozktad mutacji niesynonimicznych w genie PTPRD.

Schemat transkryptu (NM_002839) genu PTPRD wraz z zaznaczonymi pozycjami mutacji
wykrytych w regionie kodujgcym w BCC. Schemat ryciny analogicznie do Ryc.14. Rozwiniecie
nazw domen: Ig-like C2- domena immunoglobulino-podobna, PTP- domena o aktywnosci
fosfatazy.

1.1.6.2.3 Mutacje w genie FLG oraz FLG2

W analizowanych prdbkach BCC wykryto wysokg czestos¢ mutacji w genach FLG (15
mutacji w 10 prébkach) i FLG2 (9 mutacji w 9 prdobkach) (Ryc. 25), kodujgcych profilagryne i
biatko podobne do filagryny (ang. filaggrin-like protein), bedgce prekursorami dojrzatej
filagryny, ktora jest waznym skfadnikiem warstwy rogowej naskdrka. W niniejszej pracy w
genach FLG oraz FLG2 zaobserwowano wysoki odsetek definitywnych nonsensownych

mutacji, wystepujacych tgcznie w 5 prébkach BCC (Ryc.25).
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Rycina 25. Rozktad mutacji niesynonimicznych w genie FLG i FLG2.
Schemat transkryptow (NM_002016) genu FLG oraz (NM_001014342) FLG2 wraz z

zaznaczonymi pozycjami mutacji wykrytych w regionie kodujgcym w BCC. Schemat ryciny
analogicznie do Ryc.14.
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Mutacje w FLG i FLG2 wykryto wczesniej takze w innych nowotworach takich jak
czerniak, rak szyjki macicy, czy rak prostaty (Wu et al., 2022; Xu, Luo, Hu, & Zhu, 2021; Zhang,
An, Sun, Xu, & Zhang, 2022). W celu pordéwnania czestosci mutacji w BCC z innymi typami
nowotwordw przeprowadzono analize porownawczg BCCi probek dostepnych w bazie TCGA.
Wykazano, ze czestos¢ wystepowania mutacji w genach FLG i FLG2 obserwowanych w BCC
znacznie przewyzsza czestos¢ mutacji w innych nowotworach, w tym czerniaku (kolejny

najczesciej mutowany w genach FLG/FLG2 nowotwor) (Ryc. 26).
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Rycina 26. Czestos¢ mutacji w genach FLG i FLG2.
Na osi y zaznaczono frakcje probek posiadajgcqg mutacje w genach FLG oraz FLG2 w réznych
typach nowotwordw oznaczonych na osi x.

1.1.6.2.4 Mutacje w genie MYCN

MYCN to dobrze znany onkogen, ktéry ulega czestym mutacjom w réznych typach
nowotwordéw (Liu, Shi, Wang, Yuan, & Cui, 2021). MYCN stanowi jeden z wielu genéw
efektorowych, ktorego ekspresja jest regulowana przez aktywnos¢ szlaku Shh (Freier et al.,
2006). Dotychczas mutacje w MYCN w BCC zostaty wykryte gtéwnie w regionie MB1 (ang.
Myc box 1) odpowiedzialnym za wigzanie FBXW7 — supresora prowadzgcego do degradacji
MYCN przez aktywacje Sciezki ubikwitynizacji (Welcker et al., 2004). Wykazano, ze mutacje
wystepujgce w MB1 zaburzajg wigzanie FBXW7 co prowadzi do wzrostu ekspresji MYCN
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(Bonilla et al., 2016). W niniejszej pracy w MYCN zidentyfikowano 8 mutacji zmiany sensu w

8 probkach BCC, z czego 5 mutacji lokalizuje sie w regionie domeny MB1 (Ryc.27).
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Rycina 27. Rozktad mutacji niesynonimicznych w genie MYCN.
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Schemat transkryptu (NM_005378) genu MYCN wraz z zaznaczonymi pozycjami mutacji
wykrytych w regionie kodujgcym w BCC. Schemat ryciny analogicznie do Ryc.14. Rozwiniecie
nazwy domeny bHLH- domena helisa-petla-helisa.

1.1.6.2.5 Mutacje w genach NOTCH

Geny nalezgce do rodziny NOTCH, w tym: NOTCH1, NOTCH2 oraz NOTCH3 to geny
supresorowe posiadajgce czeste mutacje w BCC (Ryc.28). NOTCH petnig funkcje gendw
supresorowych w rozwoju BCC oraz SCC (Lefort et al., 2007; Thélu, Rossio, & Favier, 2002) a
spadek ich ekspresji sprzyja przetrwaniu komoérek nowotworowych (Eberl i in., 2018). W
niniejszej pracy doktorskiej mutacje w NOTCH1 zidentyfikowano w 8 prébkach, w tym 8
mutacji zmiany sensu a takze 2 mutacje nonsensowne. NOTCH2 posiada 8 mutacji w 7
probkach BCC, w tym 3 mutacje zmiany sensu, 3 warianty definitywne oraz 2 mutacje

splicingowe. W NOTCH3 zaobserwowano 6 mutacji zmiany sensu w 5 prébkach BCC.
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Rycina 28. Rozktad mutacji niesynonimicznych w genach NOTCH.

Schemat transkryptow (NM_017616) genu NOTCHI,

(NM_024408) NOTCH2 oraz

(NM_000435) NOTCH3 wraz z zaznaczonymi pozycjami mutacji wykrytych w regionie
kodujgcym w BCC. Schemat ryciny analogicznie do Ryc.14. Rozwiniecie nazw domen: EGF-like-
domena EGF-podobna, ANK- domena odpowiedzialna za oddziatywanie biatko-biatko, LNR-
domena bogata w cysteine, zawierajgca powtdrzenia Lin12/Notch charakterystyczne dla

rodziny NOTCH (LIN-12/Notch repeats).

1.6.3 Geny czesto mutowane w regionie 5’UTR

Za geny czesto mutowane w 5'UTR uznano geny posiadajgce mutacje w co najmniej 4

probkach BCC. Analiza mutacji

mutowanych w regionie 5’UTR (Tabela 6).

pozwolita na wyselekcjonowanie 10 gendéw czesto
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Tabela 6. Geny czesto mutowane w regionie 5’UTR.

. . Liczba zmutowanych
Nazwa genu  Liczba mutagcji

prébek

CHCHD2 6 6
DHODH 5 5
POLR2M 5 5
PES1 4 4
RPL18 4 4
NPC1 4 4
PPME1 4 4
SPHK2 4 4
AIM1 4 4
NELL2 4 4

Wsréd czesto mutowanych gendéw znajdujg sie DHODH i CHCHD2 opisane w
poprzednim podrozdziale o goracych punktach mutacji. Oba geny charakteryzujg sie
wystepowaniem mutacji wytgcznie w regionie 5’UTR w analizowanych prébkach BCC.

Kolejny gen czesto mutowany w BCC w regionie 5’UTR to posiadajgcy 4 mutacje gen

SPHK2 (Ryc.29).

? 2(.)0 4?0 Stl)u 890 10100 1200 1400 16100 |B|0(J 20‘00 22‘00 240]0 n

SPHK2
NM_001243876

150 200 250 300 350 400 45{1/\!\

I DAGKc

Rycina 29. Rozktad mutacji w genie SPHK2.

Schemat transkryptu (NM_001243876) genu SPHK2 wraz z zaznaczonymi pozycjami mutacji
wykrytych w regionie 5’UTR w BCC. Schemat ryciny analogicznie do Ryc.14. Rozwiniecie nazwy
domen DAGKc- domena katalityczna o aktywnosci kinazy.
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Rola SPHK2 w rozwoju BCC nie zostata opisana, natomiast wiadomo, ze ulega on wysokiej
ekspresji w SCC (inny nowotwor skory nalezgcy do nieczerniakowych nowotworéw skory) a
jego inhibicja skutkuje zahamowaniem wzrostu komodrek, co sugeruje onkogenng funkcje
SPHK2 (Zhou, Chen, & Yu, 2018).

Funkcja pozostatych gendw czesto mutowanych w regionie 5’UTR nie jest dobrze
poznana lub nie jest zwigzana z procesem nowotworzenia, dlatego geny te nie byty dalej

analizowane w pracy doktorskie;.

1.6.4 Geny czesto mutowane w regionie 3’'UTR

Za geny czesto mutowane w 3’UTR uznano geny posiadajgce mutacje w co najmniej 4
probkach BCC. Analiza mutacji pozwolita na wyselekcjonowanie 10 gendw czesto

mutowanych w regionie 3'UTR (Tabela 7).

Tabela 7. Geny czesto mutowane w regionie 3’UTR.

. . Liczba zmutowanych
Nazwa genu Liczba mutacji

prébek
BAD 8 8
SMIM27 8 7
OPRM1 5 5
RBMA48 5 4
C4orf17 5 5
PHKG2 4 4
FCRL5 5 4
TEX35 5 4
ZNF780B 4 4
C190rf54 4 4

Sposrdd gendw czesto mutowanych w regionie 3'UTR jedynym genem biorgcym udziat
w rozwoju nowotworéw skoéry jest gen BAD, ktéry zostat opisany we wczesniejszym

podrozdziale pracy dotyczagcym gorgcych miejsc mutacji. Funkcja pozostatych gendw nie jest
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zwigzana z procesem nowotworzenia ani rozwojem skory, dlatego geny te nie byty dalej

analizowane w pracy doktorskie;j.

1.6.5 Geny czesto mutowane w intronach

Analize czesto mutowanych intronéw przeprowadzono dla regionéw obejmujgcych 40
nukleotyddéw od granicy z eksonami. Analiza pozwolita na wyselekcjonowanie 289 czesto
mutowanych gendw (Zatgcznik 3). WsSrdéd nich znalazt sie m.in. PTCH1, ktéry oprécz 4 mutacji
w miejscach splicingowych (wspomnianych we wczesniejszym podrozdziale) posiadat rowniez
4 inne mutacje intronowe (c.1504-8T>C, c.2560+9G>C, c.2887+21A>G oraz c.*-21C>T; tacznie
8 mutacji intronowych w 5 prébkach).

Kolejny gen czesto mutowany w intronach to DROSHA (posiadajacy 5 mutacji w 5
probkach BCC), kodujacy jeden z gtdwnych enzymow (rybonukleaze) szlaku biogenezy miRNA
(Ryc. 30). Zadna z mutacji wykrytych w intronach nie znajduje sie w miejscach kluczowych dla
splicingu ani w miejscu donorowym, akceptorowym, ani w miejscu rozgatezienia (analiza z

zastosowaniem ESEfinder oraz LaBranchoR).

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 nt

DROSHA . s o . ¢C.3528-6G>T
NM_001382508
[ 100 200 804 | 400! 500, | 600 | | 700 | 800! | OOMIMIO0DNY | 11000NA200] | 1300 AR
B rnazam [CJorem
Rycina 30. Rozktad mutacji w genie DROSHA.

Schemat transkryptu (NM_001382508) genu DROSHA wraz z zaznaczonymi pozycjami mutacji

wykrytych w intronach w BCC. Schemat ryciny analogicznie do Ryc.14. Rozwiniecie nazw
domen: RNaza Ill- domena o aktywnosci katalitycznej RNazy Ill, DRBM- domena wigzgca RNA.
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1.7 Identyfikacja genow napedzajacych rozwoj nowotworu

Identyfikacja gendw napedzajgcych jest kluczowa dla zrozumienia mechanizmu
prowadzgcego do rozwoju danego typu nowotworu. Analize gendw napedzajgcych
przeprowadzono z uzyciem OncodriveFML (Mularoni, Sabarinathan, Deu-Pons, Gonzalez-
Perez, & Lopez-Bigas, 2016). OncodriveFML identyfikuje geny napedzajgce analizujac
substytucje oraz indele zlokalizowane nie tylko w regionach kodujgcych, ale tez niekodujgcych
genow. Potencjat napedzajgcy gendw jest oceniany na podstawie szkodliwosci (ang.
deleteriousness) wykrytych mutacji szacowanej za pomocg wspotczynnika CADD (ang.
Combined Annotation Dependent Depletion; (Rentzsch, Witten, Cooper, Shendure, & Kircher,
2019)) oceniajgcego szkodliwos¢ mutacji poprzez zintegrowanie w jedng metryke wielu
adnotacji (>60), w tym m.in. konserwatywnosci badanych regionéw, analizy miejsc wigzania
czynnikdw transkrypcyjnych i miRNA oraz wptywu mutacji na sekwencje aminokwasow i
funkcje biatek. Wedtug zatozienia zastosowanego w OncodriveFML geny napedzajace
charakteryzuja sie tendencjg do akumulacji mutacji o wysokiej szkodliwosci. W przypadku,
gdy obserwowany funkcjonalny wptyw mutacji na analizowany region jest wyzszy niz wartos¢
oczekiwana przez przypadek losowy dla danego regionu, oznacza to, ze gen posiadajgcy
analizowane mutacje moze petnié funkcje napedzajgca.

Analize mutacji przeprowadzono osobno dla sekwencji kodujgcych oraz dla
rozpatrywanych regiondéw niekodujgcych: 5’UTR i 3’UTR oraz introndw. Na podstawie
przeprowadzonej analizy zidentyfikowano 14 potencjalnych gendw napedzajgcych w oparciu
o mutacje w regionach kodujgcych (Ryc.31), 36 gendw w oparciu o mutacje w 5'UTR (Ryc.32)
oraz 7 gendw na podstawie mutacji w 3’UTR (Ryc.33). Analiza mutacji w intronach nie
wykazata gendw o potencjale napedzajgcym.

W dalszej analizie skupiono sie na wybranych genach o potencjale napedzajgcym

petnigcych funkcje zwigzane z nowotworzeniem i/lub funkcjg skory.

1.7.1. Geny napedzajace wyselekcjonowane na podstawie mutacji w
regionach kodujacych biatko

Analiza mutacji w regionach kodujacych gendw pozwolita na wyselekcjonowanie 14

genow o potencjale napedzajgcym rozwdéj BCC (Ryc. 31).
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Rycina 31. Geny napedzajgce rozwdj BCC wyselekcjonowane na podstawie mutacji w
regionie kodujgcym.

Kolorem czerwonym zaznaczono geny, dla ktéry g <0.1, a zielonym <0.25. Pogrubiong czcionkq
zaznaczono geny, ktore zostaty sklasyfikowane jako geny czesto mutowane w regionie CDS.
Objasnienie skrotow: obserw.- obserwowana oczek.- oczekiwana, p-wart. — p-wartosc.

Wsréd wykrytych gendw znajdujg sie geny czesto mutowane w regionie kodujgcym
takie jak PTCH1, TP53, TGFB1!1 oraz CARD6. Dodatkowo, warto zwrdéci¢ uwage na gen RORA
petnigcy wazng role w hamowaniu rozwoju alergicznego zapalenia skory (Malhotra et al.,
2018). Inne interesujgce geny to PRDM9 i ZNF281, odgrywajgce role w naprawie i
generowaniu dwuniciowych peknie¢ DNA (ang. double strand breaks; DSBs;(Houle et al.,
2018; Nicolai et al., 2020). ZNF281 bierze udziat w naprawie DSBs przez niehomologiczne
taczenie koncow. Natomiast PRDM9 koduje metylotransferaze posrednio generujgcg DSBs.
PRDM9 wigze DNA w miejscu, gdzie biatko SPO11 (nakierunkowane do miejsca ciecia przez
PRDM?9) generuje DSBs konieczne do rekombinacji homologicznej miedzy chromosomami w
trakcie mejozy (Paiano et al., 2020). Mutacje zaréwno w PRDM9 jak i ZNF281 mogg prowadzi¢

do zwiekszonej niestabilnosci genetycznej genomow nowotworowych.
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1.7.2 Geny napedzajace wyselekcjonowane na podstawie mutacji w regionie
5’UTR

Wsréd 36 gendw o potencjale napedzajgcym wyselekcjonowanych na podstawie
mutacji w regionie 5’'UTR (Ryc. 32) znajdujg sie geny SPHK2, POLR2M, NPC1 i NELL2
zidentyfikowane wczesniej jako czesto mutowane w BCC oraz DHODH, CHCHDZ2 nie tylko

czesto mutowane, ale takze posiadajgce gorgce miejsca mutacji.

5'UTR-geny napedzajace
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Rycina 32. Geny napedzajgce rozwdj BCC wyselekcjonowane na podstawie mutacji w
regionie 5’UTR.

w

obserw. -log10 p-wart.
N

0 0.5

Schemat ryciny analogiczny do Ryc.31.

Poza genami DHODH, SPHK2 oraz CHCHD2, ktére zostaty opisane we wczesniejszych
rozdziatach, przeprowadzona analiza wykazata potencjat napedzajgcy genu IKBKB (gen
zmutowany w 3 proébkach), ktéry wykazuje dziatanie supresorowe w nieczerniakowych
nowotworach skéry i nienowotworowych zmianach skérnych a jego delecje prowadza do
zapalenia skory, uszkodzenia mieszkdw wtosowych, hiperplazji i rozwoju SCC (Cornish, Tung,
Marshall, Ley, & Seddon, 2012; Kirkley, Walton, Duncan, & Tjalkens, 2017; Pasparakis et al.,
2002; Stratis et al., 2006).
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1.7.3 Geny napedzajace wyselekcjonowane na podstawie mutacji w regionie
3’UTR

Wsréd 7 gendw o potencjale napedzajgcym rozwdj BCC na podstawie mutacji w
regionie 3’'UTR (Ryc. 33) znajdujg sie dwa geny: BAD oraz SMIM27 zidentyfikowane we
wczesniejszej czesci pracy jako geny czesto mutowane w BCC.

3'UTR-geny napedzajace

6 ®—_o<+—4— BAD
CEP85L

o ——{— PLXNB3
POU3F2
| smim27
o ] ECH1

i _GRIA4

obserw. -logl0 p-wart.

0 0.5 1 15 2 25 3 2.5
oczek. -log10 p-wart.
Rycina 33. Geny napedzajgce rozwdj BCC wyselekcjonowane na podstawie mutacji regionu

3’UTR.
Schemat ryciny analogiczny do Ryc.31.

Funkcja genu BAD zostata juz wspomniana we wczesniejszej czesci pracy. Natomiast
SMIM27 (znany takze jako IncRNA TOPORS-AS1) to gen, ktérego ekspresja jest regulowana
przez receptor witaminy D (ang. vitamin D receptor) a nadekspresja jest zwigzana z dobrym
rokowaniem u pacjentdw z nowotworem piersi i jajnika, w zwigzku z blokowaniem aktywnosci
Sciezki sygnatowej Wnt/B-kateniny (Fu et al., 2021; Su et al., 2014).

Warto wspomnie¢ o genie POU3F2 (zmutowany w 3 prébkach) kodujgcym czynnik
transkrypcyjny, ktéry odgrywa role w inwazyjnosci i przerzutowaniu czerniaka a jego
ekspresja jest kontrolowana przez miR-211 (Boyle et al., 2011; Simmons, Pierce, Al-Ejeh, &
Boyle, 2017) i miR-107 (Zhao, Wei, & Guo, 2020). Chociaz mutacje wykryte w niniejszej pracy

w 3’UTR POUF32 nie s3 zlokalizowane w przewidywanych miejscach wigzania miR-107 i miR-
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211, moga wpltywacé na strukture 3'UTR, a tym samym w sposéb posredni zmieniaé

dostepnos¢ miejsc wigzania miRNA.

1.8 Identyfikacja regiondw istotnie wzbogaconych w zmiany liczby kopii

W celu wyselekcjonowania regiondw ulegajgcych w sposob istotny powtarzalnym
zmianom liczby kopii przeprowadzono analize z uzyciem GISTIC 2.0 (ang. Genomic
Identification of Significant Targets in Cancer) wykorzystujgc model bazujgcy na czestosci
wystepowania zdarzen o okreslonej dtugosci i amplitudzie w analizowanym zbiorze préb
(Mermeliin., 2011). Takie regiony mogg by¢ wskaznikiem na wystepowanie w nich waznych
onkogendéw (amplifikacje) lub genéw supresorowych (delecje). Wsréd wykrytych regionow
mozna wyrozni¢ zmiany na poziomie catego ramienia chromosomu (obejmujace >50%
ramienia) oraz zmiany lokalne, ogniskowe (ang. focal) obejmujgce mniejszg czesc
chromosomu. Analiza pozwolita wyselekcjonowacd regiony ulegajgce zarowno amplifikacjom

jak i delecjom.

1.8.1 Zmiany liczby kopii na poziomie ramienia chromosomu napedzajace
proces nowotworzenia

Na poziomie ramienia chromosomu wykryto powtarzajacg sie delecje krotkiego
ramienia chromosomu 9 (chr9q (gq=1,4x10®; wystepujacg w 9 prdbkach BCC)), obejmujaca
PTCH1 (Ryc. 34), co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi sugerujgcymi
utrate heterozygotycznosci PTCH1 (Hahn et al., 1989; Mizuno et al., 2006) jako mechanizm
napedzajgcy rozwoj BCC.

W przypadku amplifikacji zaobserwowano czestg duplikacje diugiego ramienia
chromosomu 9 (chr9p (q=0,05; wystepujacg w 5 prébkach)), obejmujacag geny CD274 i CD273
(geny znane rowniez jako PDL1 oraz PDL2, kodujgce biatka PD-L1 i PD-L2 stanowigce punkt
kontroli uktadu immunologicznego), oraz JAK2 (gen kodujacy kinaze tyrozynowg JAK2
zaangazowang w funkcjonowanie szlaku sygnatowego JAK-STAT) (Ryc. 34). Dotychczas
amplifikacja tego regionu zostata odnotowana tylko w jednym przypadku rzadkiego

przerzutujgcego BCC (lkeda et al., 2016).
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Rycina 34. Regiony napedzajgce rozwdj BCC.

Kolorem czerwonym zaznaczono regiony o potencjale napedzajgcym ulegajgce amplifikacjom,
a kolorem niebieskim delecjom. Wykres przedstawia zardwno zmiany na poziomie ramienia
chromosomu jak i zmiany ogniskowe. Na srodku ryciny oznaczono 22 chromosomy. Prdg
wartosci g=0.25 oznaczono zielong linig.

1.8.2 Ogniskowe zmiany liczby kopii napedzajace proces nowotworzenia

Analiza ogniskowych zmian liczby kopii wykazata 54 regiony ulegajgce delecjom oraz
56 regiondw ulegajgcych amplifikacjom (Zatacznik 4; Ryc. 34).

Geny znajdujgce sie w regionach najbardziej znaczgcych delecji ogniskowych to i)
CDK11A (chr1p36.33; q=2,4x10>; delecja w 6 prdbkach), spadek aktywnosci tego genu
indukuje kancerogeneze w skdrze (Chandramouli et al., 2007); ii) klaster LCE (chrlg21.3; g
=2,4x10®; delecja w 4 prébkach), obejmujacy geny takie jak LCE2 i LCE3, ktdre odgrywaja role
w utrzymaniu funkcji bariery ochronnej skoéry, delecja tych genéw ma wptyw na rozwdj

tuszczycy (de Cid et al., 2009); oraz iii) klaster HLA-D (HLA-DP, -DQ i -DR, chr6p21.32; q=2x10"
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4. delecja w 3 prdbkach), kodujacy sktadniki gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC)
klasy Il, ktorych zwiekszona ekspresja wigze sie ze zwiekszong immunogennoscig raka i
lepszym rokowaniem w BCC, SCC i czerniaku (Chen, Chang, Lin, Chen, & Kuo, 2019; Garcia-
Plata, Mozos, Carrasco, & Solana, 1993; Hua, Kagen, Carpenter, & Goltz, 1985; Johnson et al.,
2016; Markey, Churchill, & MacDonald, 1990; Myskowski, Pollack, Schorr, Dupont, & Safai,
1985; Streilein, 1991).

Geny w regionach ulegajgcych amplifikacjom to m.in. i) STIM2 (chr4p15.2; g=0,16;
amplifikacja w 2 probkach) ulegajgcy nadekspresji w czerniaku (Stanisz et al., 2014); ii)
KLRB1/CD161 (chr12p13.31; g=0,007; amplifikacja w 2 probki) kodujgcy receptor
ekspresjonowany na powierzchni limfocytu T regulujgcy odpowiedZz uktadu
immunologicznego przeciw nowotworom (Isvoranu et al., 2019; Sanchez-Canteli et al., 2020);
oraz iii) SPTLC3 (chr20p12.1 g=0,23; amplifikacja w 2 prdébkach) szczegdlnie wysoce

ekspresjonowany w skoérze (Lone et al., 2020).

1.8.3 Walidacja regiondw ulegajacych zmianie liczby kopii napedzajacych
rozwdj BCC

Aby potwierdzi¢ obecnos¢ zmian liczby kopii chromosomu 9, samodzielnie
opracowano test wykorzystujgcy metode zaleznej od ligacji multipleksowej amplifikacji sond
(ang. multiplex ligation probe amplification; MLPA). Zaprojektowano sondy roztozone wzdtuz
chromosomu 9, ale w szczegdlnosci skupiajgce sie na regionie zawierajgcym gen PTCH1
(chr9g22.32) i regionie obejmujgcym PDL1, PDL2 i JAK2 (chr9p24.1). Test sktada sie z 20 sond,
w tym (i) 7 sond rozmieszczonych wzdtuz ramienia chr9p (5 sond) i chr9q (2 sondy), ii) po 2
sondy zlokalizowane w samym genie lub w poblizu gendw JAK2, PDL2, PDL1 i PTCH1 (t3cznie
8 sond) oraz iii) 5 sond kontrolnych (zlokalizowanych na réinych chromosomach poza
chromosomem 9 i regionami gendéw zwigzanych z rakiem) (Ryc. 35., Tab.11 w sekcji Materiaty
i Metody).

Analiza MLPA potwierdzita zmiane liczby kopii (wykrytg wczesniej przez GISTIC 2.0) we
wszystkich analizowanych prébkach (przyktadowe analizy pokazano na Ryc. 35A-C, wszystkie
wyniki umieszczono w Zatgczniku 5). Catosciowo zmiany liczby kopii analizowanych regionéw
wykryto w 9 prébkach BCC. Sposrdd nich 5 prébek wykazato zaréwno amplifikacje regionu
obejmujgcego geny PDL1, PDL2 oraz JAK2, jak i delecje PTCH1. Pozostate 4 prébki posiadaty
wytgcznie delecje PTCHI.
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Rycina 35. Zmiany liczby kopii w BCC na podstawie analiz MLPA.

lokalizowanych na chromosomie 9. A) Brak

7

7

ow j regionow z

Rycina przedstawia liczbe kopii gen

zmian liczby kopii w analizowanej probce, B) Amplifikacja ramienia 9p oraz delecja ramienia

9q, C) Delecja ramienia 9q. Lokalizacje sond przedstawiono na schemacie na dole wykresu.
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2. Sekwencjonowanie catego miRNomu (WMS)

2.1 Panel do sekwencjonowania genow miRNA

W celu wykrycia mutacji somatycznych w genach miRNA, DNA poddano autorskiej
procedurze wzbogacania oraz sekwencjonowania WMS. Panel WMS zaprojektowano w
Zaktadzie Genetyki Molekularnej ICHB PAN jednak jego opracowanie nie jest czescig niniejszej
pracy doktorskiej. Panel umozliwia sekwencjonowanie wszystkich gendow miRNA oraz
dodatkowo szeregu gendw kodujacych biatka biorgce udziat w biogenezie miRNA. Liste genow
miRNA wchodzgcg w sktad panelu miRNom wyselekcjonowano na podstawie bazy danych
miRBase v21 (obejmujgcej 1881 ludzkich miRNA), sondy do wzbogacenia zaprojektowano dla
1849 gendéw miRNA (wyselekcjonowanych przez oprogramowanie SureCall, ktore
odfiltrowato geny miRNA pokrywajgce sie z sekwencjami repetytywnymi). W tej pracy, geny
miRNA zdefiniowano jako sekwencje kodujgce najbardziej kluczowe i dobrze rozpoznane
sekwencje prekursoréw miRNA obejmujgce sekwencje pre-miRNA (~60nt) oraz bezposrednio
do nich przylegajgce 25 nukleotydowe sekwencje flankujgce powyzej i ponizej pre-miRNA
(region flankujgcy 5’ oraz 3’). Podobng definicje gendw miRNA, ze wzgleddw praktycznych,
coraz czesciej stosuje sie w literaturze naukowej (Galka-Marciniak et al.,, 2019, 2022;
Machowska, Galka-Marciniak, & Kozlowski, 2022; Urbanek-Trzeciak et al., 2020). Na
strukturze przedstawiajgcej gen miRNA wyrdzniono réwniez regiony zawierajgce sekwencje
dojrzatych czgsteczek miRNA w tym regiony Zzrédtowe (ang. seed) oraz dupleksy przed i za

regionem zrodtowym (ang. pre-seed; post-seed) (Ryc.36).
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Rycina 36. Schemat prekursora miRNA.

Pri-miRNA sktada sie z pre-miRNA oraz sekwencji flankujgcych 5’ oraz 3°. Gen miRNA obejmuje
sekwencje kodujgcq czgsteczke pre-miRNA oraz regiony flankujgce 5’ oraz 3’ o dfugosci 25 nt.
Dojrzaty dupleks miRNA zaznaczono kolorem granatowym miedzy miejscem ciecia enzymami
DROSHA (kolor czerwony) i DICER1 (kolor zielony). Sekwencje Zrédfowq zaznaczono kolorem
jasnoniebieskim. Motywy sekwencyjne charakterystyczne dla miRNA oznaczono niebieskimi
kropkami.

Dane z sekwencjonowania NGS poddane zostaty wieloetapowemu procesowi analizy
(szczegdty w sekcji Materiaty i Metody) w celu uzyskania listy mutacji somatycznych.

W wyniku przeprowadzonej analizy, fgcznie wykryto 171 somatycznych mutacji w 155
genach miRNA. Srednie pokrycie regionéw celowanych wynosito 699x (700x dla prébek
nowotworowych oraz 698,5x dla prébek kontrolnych), wahajac sie od 394x do 1177x. Srednie
pokrycie mutowanych pozycji wynosi 1084,3x (15x - 3130x), a srednia wartos¢ AAF wynosi

0,19.

2.2 Lokalizacja i typy mutacji w genach miRNA

WMS umozliwito zidentyfikowanie 171 mutacji somatycznych w 155 genach miRNA w
22 prébkach (81,5%) BCC. Srednia iloé¢ mutacji na prébke wynosi 6,3 mutacje. Zdecydowana
wiekszos¢ wszystkich mutacji stanowig SBS (166 (97,0%)), nastepnie DBS (4 (2,4%)), i indele
(1 (0,6%)). Analiza pojedynczych substytucji wykazata najwiekszy udziat (85,4%) tranzycji C>T

wsrod wszystkich wykrytych mutacji (Ryc. 37). Sposrdod podwadjnych substytucji najliczniejszg
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grupe stanowig substytucje CC>TT (1,8% wszystkich mutacji). Oba typy mutacji sa
charakterystyczne dla nowotwordéw, ktérych rozwdj jest zwigzany z dziataniem

promieniowania stonecznego.

DBS 2,4% M
CC>TT inne
g [lindele 0,6%
inaeie O,
T>A G ’

C>

SBS B
97,0%

Rycina 37. Typy mutacji wystepujgce w genach miRNA w BCC.
Niebieskim kolorem oznaczono substytucje pojedynczych nukleotyddow, zielonym podwdjne
substytucje, a Zéttym indele.

Analiza lokalizacji mutacji w poszczegdlnych subregionach prekursoréw miRNA
wykazata, ze 47 mutacji (27,5%) jest zlokalizowanych w regionie flankujgcym 5’, 34 (19,9%) w
nici wiodacej z czego 7 w (4,1%) w regionie zrodtowym (seed), 21 (12,3%) w nici pasazerskiej,
34 (19,9%) w petli terminalnej oraz 33 (19,3%) w regionie flankujgcym 3’ (Ryc. 38A). W
przypadku 2 mutacji niemozliwe byto okreslenie lokalizacji (mutacje niesklasyfikowane, Ryc.
38A) ze wzgledu na ich lokalizacje w regionie dupleksu miRNA w genach (prekursorach), dla
ktorych nie zostata zdefiniowana ni¢ wiodgca (miRBase).

Mutacje lokalizujg sie we wszystkich subregionach genéw miRNA. W celu doktadniejszej
analizy lokalizacji mutacji w subregionach prekursoréw miRNA mutacje zwizualizowano na

ogolnej strukturze prekursora (analiza z zastosowaniem miRMut; Ryc. 38B).

81



WYNIKI

niesklasyfikowane
mutacje 1,2%

ni¢ wiodgca
19,9%

B | region flankujacy 1 dupleks miRNA o petla

|| 1 4] | 1] 1

2 seed

4

3

5

0|IIIII| I Ill I ll.l (A l‘l‘llll. II

25 -20 -15 -10 -5 1 5 10 15 20 +1 "
25 20 15 10 5 1 20 15 10 5 1 +19 mUtacjl
+ Sl =l s R0 - i P L w petli
?I|II I“ l| Wy i |l“l| ll||| I 1111
2
3 I._.I
4 seed STEL,
5 155

Rycina 38. Lokalizacja mutacji w subregionach prekursoréw miRNA.

A) Rozktad mutacji (wyrazony w %) wykrytych w BCC w poszczegdlnych czesciach prekursoréw
miRNA; B) Rozktad mutacji wzdtuz wszystkich prekursoréow miRNA. Mutacje w dupleksie
miRNA oznaczono kolorem niebieskim, w regionie Zrédtowym zaznaczono kolorem
granatowym, a w regionach flankujgcych oraz poczqtkowe i koricowe pozycje petli terminalnej
oznaczono kolorem szarym. Liczby w prawym dolnym rogu reprezentujq tgcznq liczbe mutacji
(wartosc na gorze) oraz liczbe zmutowanych gendw miRNA (wartos¢ na dole). W przypadku,
gdy dojrzata czgsteczka miRNA jest dtuzsza niz zaznaczone na wykresie 22 nt mutacje w
pozycjach powyzej 22 zaznaczono kumulatywnie w pozycji 22. Poniewaz wielkosc¢ i struktura
petli rézniq sie istotnie pomiedzy genami miRNA, na rycinie nie przedstawiono mutacji
zlokalizowanych wewngqtrz petli. Wykres pokazuje mutacje w obrebie 6nt petli (pierwsze i
ostatnie 3 nt petli). Liczbe pozostatych mutacji wpisano wewngqtrz petli.
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W celu weryfikacji czy rozktad mutacji w miRNA moze réznic sie ze wzgledu na ramie
(zawierajgce ni¢ wiodgcg lub pasazersky) z ktérego powstaje dojrzata czgsteczka, prekursory
miRNA sklasyfikowano do jednej z 3 kategorii na podstawie informacji z bazy danych miRBase
v.21 na temat poziomu miRNA generowanych z poszczegdlnych ramion: (i) prekursory
generujgce dojrzate miRNA gtéwnie z ramienia 5p (290% odczytow z ramienia 5'); (ii)
prekursory generujgce dojrzate miRNA gtdwnie z ramienia 3p (290% odczytéw z ramienia 3');
(iii) zrownowazone prekursory generujgce dojrzate miRNA zaréowno z ramienia 3p jak i 5p
(>10% odczytdw z obu ramion). Nastepnie za mutacje w nici wiodgcej uznano mutacje
lokalizujgce sie w sekwencji Zzrodtowej, pre-seed oraz post-seed tylko z tego ramienia, z
ktdrego uwalniane sg dojrzate miRNA. W przypadku 2 mutacji niemozliwe byto okreslenie
lokalizacji na nici wiodacej lub pasazerskiej ze wzgledu na brak informacji w bazie miRBase o
ramieniu, z ktorego powstaje dojrzata czgsteczka miRNA. Analizy wykazaty podobny rozktad
czestosci mutacji wzdtuz prekursora zaréwno dla tych prekursoréw, z ktérych dojrzate miRNA
powstajg z ramienia 5p (Ryc. 39A; 66 mutacji w 59 prekursorach, sekwencja zrédtowa obecna
wyltgcznie w ramieniu 5p), 3p (Ryc. 39B; 72 mutacje w 64 prekursorach, sekwencja zrodtowa
zlokalizowana w ramieniu 3p), oraz z obu ramion (Ryc. 39C; 29 mutacji w 28 prekursorach,

sekwencja zrédtowa w ramieniu 3p oraz 5p).
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Rycina 39. Rozktad mutacji w subregionach prekursorow miRNA z zastosowaniem podziatu
ze wzgledu na ramie, z ktorego powstaje dojrzata czgsteczka.

Schemat ryciny analogicznie do Ryc.38B A) Rozktad mutacji wzdtuz prekursorow miRNA
generujgcych dojrzatq czgsteczke miRNA z ramienia 5p; B) Rozktad mutacji wzdtuz
prekursorow miRNA generujgcych dojrzatq czgsteczke miRNA z ramienia 3p; C) Rozktad
mutacji wzdtuz prekurosorow miRNA generujgcych dojrzate czgsteczki miRNA z obu ramion.

Analiza czestosci mutacji w poszczegdlnych subregionach prekursoréw miRNA nie
wykazata zadnych istotnych rdznic (Tabela 8). Zaobserwowanie jedynie niewielka tendencjg
do nizszej czestosci mutacji w regionie zrédtowym (FC=0,58; p=0,16530), oraz wyzszg czestosé
mutacji w regionie petli terminalnej (FC=1,22; p=0,22445) oraz regionie flankujgcym 5’
(FC=1,22; p=0,11746), jednak zadna z tych zmian nie byta istotna statystycznie,

najprawdopodobniej z powodu zbyt matej liczby mutacji wykrytych w eksperymencie.
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Tabela 8. Rozktad mutacji w prekursorach miRNA.

Region Liczba mutacji mutacje/Mpz FC wartosé p
(rozktad
dwumianowy)

caty gen miRNA 171 29,77 1,00 -
region flankujgcy 5’ 47 36,47 1,22 0,11746
region flankujgcy 3’ 33 25,61 0,86 0,42155
petla 34 36,22 1,22 0,22445
ni¢ wiodgca 34 27,07 0,91 0,65951
ni¢ pasazerska 21 22,79 0,77 0,23558
region zrodtowy 7 17,19 0,58 0,16630

2.3 Dodatkowa walidacja mutacji metodg sekwencjonowania Sangera

W celu ustalenia liczby mutacji fatszywie pozytywnych wybrane mutacje wykryte z
uzyciem NGS, zostaly dodatkowo potwierdzone sekwencjonowaniem metodg Sangera.
Analizie poddano 15 mutacji SBS. Potwierdzono 14 z 15 mutacji. Nie potwierdzono jednej
mutacji co moze wskazywac na poziom 6,6% mutacji fatszywie pozytywnych (Tabela 9), jednak
wartosc ta moze by¢ nizsza, poniewaz niepotwierdzona mutacja (substytucja C>T w MIR3928)

charakteryzuje sie niskim AAF=0,12.
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Tabela 9. Lista mutacji walidowanych metodg sekwencjonowania Sangera.

Rodzaj mutacji

C>T

C>T

T>C

C>T

G>A

G>A

G>A

G>A

C>T

C>T

Nazwa genu
[orientacja genu]

MIR3928 [-]

MIR3928 [-]
MIR3612 [+]
MIR448 [+]
MIR7108 [-]
MIR7108 [-]
MIR6796 [+]
MIR409 [+]
MIR409 [+]

MIR6507 [-]

Lokalizacja mutacji
w genomie

chr22:31,160,135

chr22:31,160,138

chr12:128,294,142

chrX:11,4823,502

chr19:2,434,934

chr19:2,434,947

chr19:40,369,887

chr14:10,1065,311

chr14:101,065,383

chr10:98,924,575

Lokalizacja mutacji
w prekursorze
miRNA

n.-16G>A

n.-19G>A

n.517>C

n.49C>T

n.67C>T

n.54C>T

n.41G>A

n.12G>A

n.+8C>T

n.-7G>A

AAF

0,12; 0,28;
0,68

0,2

0,37;0,32

0,34;0,3

0,33

0,29

0,41

0,17

0,16

0,14

Liczba
analizowanych

w

prébek

Walidacja

Tak (2)/ Nie (1)

Tak
Tak
Tak
Tak
Tak
Tak
Tak
Tak

Tak
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2.4 Czesto mutowane geny miRNA, gorace punkty mutacji i geny MIRNA
napedzajace rozwadj BCC

Analiza czesto mutowanych gendw miRNA (mutacje w >=3 prébek - 10%) wykazata
czeste mutacje tylko w 1 genie miRNA: MIR3928. W MIR3928 zidentyfikowano 4 mutacje w 4
probkach BCC. Wszystkie mutacje sg zlokalizowane w sekwencji flankujgcej 5’. 3 prébki
posiadajg mutacje zlokalizowang w pozycji chr22:31,160,135C>T[-] (n.-16G>A) tworzac
gorgce miejsce mutacji, a 1 prébka posiada mutacje w pozycji chr22:31,160,138C>T[-] (n.-
19G>A). Goracy punkt mutacji wykryty w prekursorze miR-3928 jest jedynym gorgcym
punktem wykrytym w genach miRNA. MiR-3928 jest okreslony w bazie miRBase jako miRNA
o wysokiej wiarygodnosci, natomiast nie zostat uwzgledniony w bazie MiRGeneDB.
Przeprowadzona analiza stabilnosci struktury typu spinki do wioséw tworzonej przez
MIR3928 wykazata nieznaczny spadek stabilnosci struktury 2D w wyniku mutacji n.-16G>A
(spadek stabilnosci o ~3 kcal/mol) oraz brak zmian stabilnosci w wyniku mutacji n.-19G>A.
Modelowanie struktury przestrzennej (3D), przy uzyciu programu RNAComposer nie wykazato

znaczgcego wptywu mutacji na strukture prekursora (Ryc. 40).
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Aktualne doniesienia literaturowe wskazujg zarowno na onkogenny jak i supresorowy
potencjat miR-3928 w raku ptuca, glejaku, czy nowotworach gtowy i szyi (Fadhil, Wei,
Nikolarakos, Good, & Nair, 2020; Mulcahy et al., 2022; Xia et al., 2018).

Analiza mutacji wykrytych w miRNomie obejmowata takze analize gendw
napedzajgcych (z zastosowaniem OncodriveFML) na podstawie mutacji w genach miRNA.

Analiza nie wykazata jednak zadnego genu miRNA o potencjale napedzajgcym.

2.5 Analiza mutacji w regionie zrédtowym

W celu weryfikacji wptywu mutacji w regionie Zzrédtowym na pule regulowanych
genow docelowych przeprowadzono analize z wykorzystaniem narzedzia TargetScan.
Catosciowo w analizowanych prébkach BCC wykryto 7 mutacji zlokalizowanych w regionie
zrodtowym. Generalnie, mutacje w regionie zrédtowym skutkujg znaczgcg zmiang puli
potencjalnie regulowanych genéw docelowych. W wyniku mutacji w regionie zrédtowym
dochodzi zaréwno do spadku jak i wzrostu ilosci regulowanych gendw (Ryc. 41). Przyktadowo
mutacja w czwartej pozycji sekwencji Zzrodtowej w miR-548b-5p skutkujgca substytucjg G>A
powoduje 1,8 krotne zwiekszenie puli regulowanych gendw. W przypadku mutacji C>U w miR-
4749-3p w trzeciej pozycji sekwencji zrédtowej dochodzi do 2,5 krotnego zmniejszenia puli
regulowanych gendw. Najwiekszg liczbe naktadajgcych sie genéw docelowych miedzy dzikg i
zmutowang formg miRNA wykryto dla miR-548b-5p (459 gendw, 10,2%), ktdry posiada
mutacje G>A w czwartej pozycji regionu zrédtowego, a najmniejszg liczbe naktadajgcych sie
genow (6 gendw, 1,1%) wykryto dla miR-1267-5p posiadajgcego mutacje w pierwszej pozycji

regionu zrodtowego.
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miR-548b-5p miR-488-3p miR-498-5p

‘GG>A
4 G>A

miR-1267-5p miR-4749-3p miR-3689d-1/d-2-5p

2 G>A
1C>U 3C>U

Rycina 41. Wptlyw mutacji w regionie Zréodfowym na liczbe przewidzianych genow
docelowych.
Diagramy przedstawiajq liczbe przewidywanych transkryptow wiqgZzqcych dzikq sekwencje

3C>U

miRNA (kolor niebieski), liczba transkryptow, do ktdrych wigze sie zmutowana czgsteczka
miRNA (kolor czerwony). Mutowana pozycja w regionie Zrddtowym oraz rodzaj mutacji sq
wskazane po prawej stronie kazdego diagramu. Wptyw mutacji 2 G>A wystepujgcej w miR-
3689d-1 oraz miR-3689d-2 zostat zaznaczony na jednym diagramie w zwiqzku z takq samg
sekwencjq Zrédtowq tych miRNA.

Czes¢ mutacji w regionie Zrédtowym wykryto w genach miRNA o wysokiej
wiarygodnosci oraz dobrze poznanej funkcji w rozwoju nowotworéw skéry. Mutacje wykryto
m.in. w trzecim nukleotydzie regionu Zrédtowego w pozycji chrl9:53,674,233C>T[+]
(n.37C>T) w MIR498.

Analiza z uzyciem TargetScan wykazata 857 gendéw posiadajgcych w regionie 3'UTR
miejsce wigzania miR-498-5p. Mutacja drastycznie zmienia pule przewidzianych gendéw
potencjalnie regulowanych przez miR-498-5p i skutkuje zmniejszeniem ich do 377, a liczba
gendw pokrywajacych sie z genami potencjalnie regulowanymi przez miRNA bez mutacji to
39 (Ryc. 42). Dodatkowo, wystepowanie mutacji skutkuje nieznacznym spadkiem stabilnosci
struktury 2D tworzonej przez prekursor miRNA (spadek stabilnosci o ~2 kcal/mol). Wykryta
mutacja nie wptywa jednak na zmiane struktury 3D prekursora. Przeglad literaturowy
wykazat, zaréwno onkogenny jak i supresorowy potencjat miR-498. W raku prostaty oraz raku
piersi miR-498 wykazuje dziatanie onkogenne i obniza ekspresje genu supresorowego PTEN

(Chai, Wu, Wang, Eisenstat, & Leng, 2018; Duan et al., 2019). W czerniaku miR-498 dziata jako
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supresor nowotworzenia, prowadzgc do obnizenia ekspresji genu UBE2T, co spowalnia rozwdj
nowotworu (Cao et al., 2022). MiR-498 petni takze funkcje supresora rozwoju raka watroby
regulujgc ekspresje CREB1 (Zhu, Gao, & Ren, 2022) oraz spowalnia rozwdj raka watroby
obnizajac ekspresje genu docelowego ZEB2 (Zhang et al., 2019). Mutacje n.37C>T skutkuje

utratg regulacji wyzej wymienionych genéw docelowych.

miR-498 WT
dG=-48,2
50
10 20 30 40
1-U A‘AG IpAG | | ‘ uAUa
G C-U-C-A-G- G-C-U-G-U-G-A-U-U-U-C-A-A-G-C -y- A
I 11 || ] 0 0 O ) 10 0 O ) o] o ) O L Lo i O c
A-U-C-U AA G f B AC “U-U-G-A-C-A-C-UcG-A-A-G-U-U-C:G, ,C-C-U-C CAC-G-A-A-A-A-GU Gu
109-A cu I | G | Vs
100 90 80 70 60
miR-498
n.37C>T
dG=-46,0 50
10 20 30 40 |

Rycina 42. Wptyw mutacji na strukture prekursora miR-498 oraz analiza regionow
wigzgcych miRNA.

Schemat ryciny analogicznie do Ryc.40. Mutacje oznaczono wzgledem transkryptu prekursora
miR-498 wg bazy miRBase (n.37C>T). W zwiqzku z krotszq sekwencjg uznang w niniejszej pracy
za gen miRNA mutacja ta znajduje sie w pozycji 29 na pokazanej strukturze.

3. Mutacje w promotorach genow TERT i DPH3

Jedyne niekodujgce mutacje badane wczesniej w BCC to mutacje w promotorach
genow TERT i DPH3 (Griewank et al., 2013; Maturo et al., 2020). Poniewaz regiony te nie byty
pokryte przez panel Exome V5 ani miRNom, w celu wykrycia mutacji w tych regionach w

probkach analizowanych w niniejszej pracy, przeprowadzono sekwencjonowanie Sangera. W
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rezultacie wykryto 16 mutacji u 11 (41%) pacjentéw w promotorze TERT i 6 mutacji u 5 (19%)
pacjentéw w promotorze DPH3.

Wszystkie mutacje TERT wykryto w pozycjach genomowych wczesniej opisanych w
literaturze, obejmujgcych mutacje typu SBS lokalizujgce sie w gorgcych punktach. Catosciowo
zidentyfikowano 2 podwdjne substytucje c.-139 -138delinsTT, 9 substytucji c.-146C>T, 2
substytucje c.-101C>T, 3 inne podstawienia (c.-150C>T, c.-124C>T oraz c.-100C>T) (Ryc. 43,
Zatacznik 6). Najczesciej wystepujgca mutacja c.-146 skutkuje utworzeniem motywu CCGGA/T
wigzgcego czynniki transkrypcyjne z rodziny ETS m.in. GABP-alfa, ELK1 oraz ELK4 i prowadzi
do zwiekszenia ekspresji TERT (Min & Shay, 2016).

kierunek

' transkrypcji

region kodujacy promotor

WT 5' GGAAGGGGAGGGGCTGGG...GGAGGGGGCTGGGCCGGGGACCCGGGAGGGGTCGGGA 3!
Mutacje 5' GGAAAAAGAGGGGCTGGG...GGAAGGGGCTGGGCCGGAAACCCGGAAGGAGTCGGGA 3!

czynniki ETS
s.konsensusowa

c.-101C>T

C.-146C>T
C.-150C>T

Rycina 43. Mutacje w promotorze genu TERT zidentyfikowane w niniejszej pracy w probkach
BCC.

Kolorem zielonym w sekwencji dzikiej promotora zaznaczono miejsca ulegajgce mutacjom, a
czerwonym substytucje, ktore zachodzg w mutowanych pozycjach. Sekwencje konsensusowq
wigzgcg czynniki transkrypcyjne oznaczono klamrq. Elektroferogramy pokazujgce wykryte
mutacje rozmieszczono zgodnie z sekwencjg promotora.

W przypadku DPH3 mutacje znajdowaty sie w pozycjach wczesniej opisanych w

literaturze, obejmujgc 3 podwdjne podstawienia c.-122 -121delinsTT i 3 pojedyncze
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substytucje (c.-150C>T, ¢.-122C>T i c.- 121C>T) (Ryc. 44, Zatgcznik 7). Mutacja w pozycji c.-122
zaburza sekwencje kolejnego motywu CTTCCG wigzgcego czynniki transkrypcyjne z rodziny
ETS co skutkuje najprawdopodobniej zmniejszong ekspresjg DPH3. Wczesniejsze badania
dotyczgce funkcjonalnego wptywu mutacji c.-121/122 nie wykazaty jednak jednoznacznego

wptywu mutacji na poziom ekspresji genu DPH3 (Denisova et al., 2015).

kierunek

| transkrypcji

region kodujacy promotor

WT 5' CTAGCCCTTCCGGCGCATAGGCAATGACGCAACTCCGCCCTGCG 3!
czynniléi ETS

s.konsensusowa

Mutacje 5' CTAGCTTTTCCGGCGCATAGGCAATGACGCAACTTCGCCCTGCG 3!

Cc.-121C>T

c.-122C>T ﬂ}\““.a f'”f\ |

n 4 A h {
c.-122-121delinsTT {1 s 1WA UL
,kli,&'f" M ﬂ‘,
Rycina 44. Mutacje w promotorze genu DPH3 zidentyfikowane w niniejszej pracy w
probkach BCC.

Schemat ryciny analogicznie do Ryc.43.
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VIIl. DYSKUSJA

Czestos¢ zachorowan na nowotwory skéry nieustannie wzrasta, co stanowi znaczacy
problem epidemiologiczny, dlatego badania majace na celu lepsze zrozumienie
mechanizmow zwigzanych z rozwojem BCC, ktory jest najczesciej wystepujgcym
nowotworem skory, sg niezwykle istotne z punktu widzenia wspdtczesnej medycyny. Pomimo
licznych badan patogeneza BCC wcigz nie jest do korica poznana. Dotychczasowe analizy BCC
jak i wiekszosci nowotwordw skupiaty sie na analizie regiondéw kodujgcych genomu. Wiadomo
jednak, ze niekodujgce czesci gendw tj. promotory, introny, 5'UTR, 3'UTR, a takze inne regiony
niekodujace np. geny miRNA obejmujg liczne elementy funkcjonalne/regulatorowe wazne dla
prawidtowego funkcjonowania gendw. W ostatnich latach pojawily sie badania, ktdre
uwzgledniajg analizy tych regiondw w niektérych typach nowotwordw oraz wskazujg na
napedzajgcy role pojedynczych mutacji niekodujgcych.

W niniejszej pracy doktorskiej, aby kompleksowo scharakteryzowaé mutacje
somatyczne zlokalizowane w réznych czesciach genomu, zastosowano zaréwno standardowe
sekwencjonowanie typu WES jak i nowatorskg strategie sekwencjonowania WMS.
Sekwencjonowanie typu WES jest powszechng/standardowg metodg stuzgcg do analizy
gtéwnie kodujgcej czesci genomu. Pomimo, ze niektére jego wersje obejmujg takze czesc¢
regiondw niekodujgcych zwigzanych z genami kodujgcymi biatka (znaczng cze$¢ 3’UTR i 5’UTR
oraz introndw) mutacje w tych regionach sg zwykle pomijane w trakcie analiz ze wzgledu na
brak jasnych regut, wedtug ktorych mozliwe jest okreslenie funkcjonalnych konsekwencji
mutacji w tych regionach. Badania regiondw niekodujgcych przeprowadzone w niniejszej
pracy wykonano z  zastosowaniem  szeregu narzedzi bioinformatycznych,
wyselekcjonowanych pod katem mozliwie jak najlepszego ich dostosowania do analiz
sekwencji niekodujgcych.

Analiza wynikdw dla 27 prébek BCC pozwolita na wykrycie dziesigtek tysiecy mutacji
somatycznych wystepujacych z podobng czestoscig zarowno w kodujacej jak i niekodujacej
czesci genomu. Podsumowanie najwazniejszych wynikdw, tj. wystepowanie mutacji w
najczesciej mutowanych genach kodujgcych i niekodujgcych oraz zmian liczby kopii

przedstawione jest na Ryc. 45.
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Rycina 45. Geny, promotory i/lub szlaki czesto mutowane w BCC.

Typy mutacji wystepujgce w genach czesto mutowanych (os y) w podtypach BCC (os$ x)
oznaczono wedtug kolorow podanych w legendzie po prawej stronie wykresu. Obcigzenie
mutacyjne prébek umieszczono na gorze wykresu (mut/Mpz).

Wiele zidentyfikowanych niekodujgcych gorgcych punktéw mutacji  byto
zlokalizowanych w sekwencjach genéw funkcjonalnie zwigzanych z rakiem. W niniejszej pracy
zidentyfikowano trzy geny petnigce funkcje zwigzane z aktywnoscia mitochondriow,
posiadajgce gorgce punkty mutacji w regionach niekodujgcych oraz zidentyfikowane jako
potencjalne geny napedzajgce: BAD, DHODH i CHCHD2. W zwigzku z faktem, ze geny te
posiadajg mutacje wytacznie w regionie niekodujgcym, nie zostaty zidentyfikowane jako
czesto mutowane w BCC ani innych nowotworach na podstawie wczesniejszych analiz
(Jayaraman et al., 2014; Bonilla et al., 2016).

Sposrod wszystkich gorgcych punktow mutacji wykrytych w niniejszej pracy najczesciej
mutowany byt punkt zlokalizowany w 3’UTR genu BAD (sklasyfikowany takze jako gen czesto
mutowany oraz napedzajgcy w BCC) posiadajgcy substytucje wystepujgce w 2 sgsiadujgcych
pozycjach genomowych (142 i 143 nt ponizej kodonu stop). BAD koduje biatko BAD nalezgce
do rodziny BCL-2, skfadajgcej sie zardwno z biatek proapoptotycznych, jak i
antyapoptotycznych. BAD promuje Smieré komorki poprzez indukcje permeabilizacji
mitochondrialnej btony zewnetrznej (ang. mitochondrial outer membrane permeabilization;
MOMP), umozliwiajgc uwalnianie cytochromu c oraz antagonizowanie antyapoptotycznych

biatek BCL-2 (Datta et al., 1997; Yang et al., 1995). Z drugiej strony ufosforylowane BAD moga
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mie¢ réwniez wtasciwosci antyapoptotyczne i sprzyja¢ m.in. przezywalnosci melanocytéw
(Sastry, Ibrahim, & Chouchane, 2020; Sastry et al., 2014). Inne funkcje BAD obejmujg regulacje
metabolizmu mitochondridéw (regulacja zaleznych od napiecia kanatéw anionowych i przejscia
metabolitdw przez zewnetrzng btone mitochondrialng) oraz dynamike mitochondriéw
(regulacja zmiany ksztattu) (Aouacheria et al., 2017; Berman et al., 2009; Danial et al., 2003,
2008; Roy et al., 2009; Seo et al., 2004; Vander Heiden et al., 2001). Chociaz funkcja BAD nie
byta wczesniej opisana jako zwigzana z nowotworami skory, wykazano, ze utrata lub
zmniejszenie innych proapoptotycznych biatek rodziny BCL-2, tj. BAX i PUMA, sprzyja
rozwojowi BCC, SCC i czerniaka (Karst, Dai, Martinka, & Li, 2005; Tomkova, Fujimoto, & Arata,
1998), dlatego podobny wptyw na rozwdéj nowotwordw skory mogg wywotaé mutacje
powodujgce spadek aktywnosci BAD. Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza
poréwnawcza z TCGA wykazata gorgcy punkt w BCC jako czesto mutowany takze w czerniaku,
ale nie w innych nowotworach. Wytgcznos¢ mutacji w 3’'UTR w czerniaku i BCC zmniejsza
prawdopodobienstwo przypadkowego wystgpienia mutacji i przemawia za napedzajgca
funkcjg mutacji w BCC i czerniaku (i prawdopodobnie réwniez w innych nowotworach
zwigzanych z promieniowaniem UV).

Wykazano, ze gen CHCHD?2 jest czesto mutowany w BCC w regionie 5'UTR, posiada
gorgce punkty mutacji w pozycjach c.-77C>T oraz c.-134G>A i zostat sklasyfikowany jako
potencjalny gen napedzajgcy. Ponadto wykazano, ze CHCHDZ2 jest czesto mutowany nie tylko
w BCC, ale takze w czerniaku (analiza TCGA). Mutacje w czerniaku wystepujg nie tylko w
gorgcym punkcie c.-77C>T, ale takze w dodatkowym punkcie c.-74C>T charakterystycznym
wytgcznie dla czerniaka. Funkcja genu CHCHD2 w nowotworzeniu nie byfa intensywnie
badana, ale wykazano, ze w warunkach hipoksji CHCHD2 przemieszcza sie z mitochondrialnej
przestrzeni miedzybtonowej do jgdra, gdzie wigze sie z elementem reagujacym na tlen (ang.
oxygen-responsive element) zlokalizowanym w promotorze oksydazy cytochromowej 412
(COX4l2). COX412 koduje podjednostke kompleksu IV tancucha transportu elektrondw.
Wigzanie CHCHD2 w rejonie promotora COX4/2 skutkuje zwiekszeniem jego ekspresji. Spadek
ilosci CHCHD2 powoduje spadek poziomu COX4I2 i zmniejsza zuzycie tlenu w komérce (Aras
et al.,, 2015). Wykazano réwniez, ze CHCHD2 jest negatywnym regulatorem apoptozy za
posrednictwem mitochondriéw (ang. mitochondria-mediated apoptosis) (Liu et al., 2015). Liu
i in. wykazali, ze CHCHD2 wchodzi w interakcje z antyapoptotycznym biatkiem BCL-XL (z

rodziny BCL-2), co prowadzi do hamowania proapoptotycznego BAX, a w konsekwencji
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zmniejsza MOMP i inhibuje apoptoze. Ponadto wykazano, ze CHCHD2 reguluje ekspresje
wielu gendw, ktére odgrywajg role w migracji komorek i przerzutach w raku, oraz ze poziom
CHCHD?2 jest wyzszy w liniach komdrkowych pochodzgcych z agresywnych guzéw piersi (Aras,
2019). W niniejszej pracy doktorskiej wykazano, ze wszystkie mutacje wykryte w gorgcych
punktach w BCC oraz czerniaku pokrywajg sie z dwoma odrebnymi miejscami wigzania
czynnikdw transkrypcyjnych GABP-alfa i ostabiajg ich wigzanie. Poniewaz wiadomo, ze GABP-
alfa jest czynnikiem transkrypcyjnym zaangazowanym w regulacje metabolizmu energii
komodrkowe;j i regulacje cyklu komdrkowego (Rosmarin, Resendes, Yang, McMillan, & Fleming,
2004), odkrycie to moze wskazywac na funkcjonalng role mutacji CHCHD2 w BCC.

DHODH to gen, ktéry wykazuje czeste mutacje w sekwencji Kozak w 5'UTR, i
charakteryzuje sie wystepowaniem substytucji w gorgcym punkcie obejmujacym 2 pozycje
genomowe c.-5G>A i c.-5_-4delinsAA. Dodatkowo DHODH zostat sklasyfikowany jako
potencjalny gen napedzajgcy rozwdj BCC. Chociaz analiza sekwencji Kozak z zastosowaniem
ATGpr oraz NetStart 1.0 nie wykazata znaczgcego wptywu mutacji w pozycjach -4 oraz -5 na
zmiane efektywnosci translacji jednak wynik ten nie wyklucza wptywu mutacji na proces
translacji w specyficznych warunkach takich jak hipoksja, narazenie na promieniowanie UV,
czy nowotwor. Analiza poréwnawcza BCC z danymi z TCGA wykazata, ze poza BCC zaden inny
nowotwar nie miat mutacji ani w gorgcym punkcie ani w ogdle w regionie 5’UTR, co wskazuje,
Zze mutacje te sg specyficzne wytgcznie dla BCC. Brak tych mutacji w innych nowotworach
zwigzanych z promieniowaniem UV sprawia, ze prawdopodobienstwo, aby czeste
wystepowanie mutacji w BCC byto spowodowane wyltgcznie przypadkowym efektem
wywotanym promieniowaniem UV jest niewielkie. Chociaz mutacje w 5’"UTR genu DHODH
nigdy wczesniej nie byty obserwowane i badane w zadnym nowotworze, wykazano, ze
DHODH odgrywa kluczowg role w kancerogenezie SCC i innych nowotwordow skory
wywotanych promieniowaniem UV oraz utatwia rozwdj przedrakowych zmian skdérnych
(Hosseini et al., 2018, 2019). Hosseini i in. wykazali, Zze poziom biatka DHODH i jego aktywnos¢
enzymatyczna sg znacznie podwyzszone w skérze poddanej dziataniu promieniowania
stonecznego i ze zwiekszony poziom DHODH uwrazliwia skére na uszkodzenia wywotane
promieniowaniem UV. Wykazano réwniez, ze poziom biatka DHODH jest podwyzszony w
czerniaku, w ktdrym hamowanie aktywnosci DHODH prowadzi do wyraznego zmniejszenia
wzrostu guza zardowno in vitro, jak i w badaniach ksenograftéw myszy (White et al., 2011).

Inaktywacja DHODH hamuje proliferacje komorek i indukuje zatrzymanie cyklu komdrkowego
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w fazie S w komoérkach czerniaka z niedoborem BCL-2 (proapoptotyczne biatko) (Garcia-
Bermudez et al, 2018). DHODH jest biatkiem osadzonym w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej, a jego kanoniczng rolg jest utlenianie dihydroorotanu do orotanu, co
stanowi wazny etap w syntezie pirymidyny de novo (kluczowy etap w replikacji i naprawie
DNA). Produkt uboczny szlaku syntezy pirymidyn, ubichinol (QH2), jest zZrédtem elektronéw w
taiicuchu transportu elektronéw. Dodatkowo DHODH odgrywa role w alternatywnym
(niezaleznym od glukozy) oddychaniu komdérkowym (wykorzystujgc aminokwasy jako zrédto
energii) (Garcia-Bermudez et al., 2018; Hosseini et al., 2018, 2019), utatwiajgc rozwdj raka w
warunkach niedotlenienia. Ponadto stwierdzono, ze w raku kolczystokomdrkowym przetyku
podwyzszone poziomy DHODH sprzyjajg proliferacji komorek poprzez stabilizacje B-kateniny
(Qian et al., 2020).

Funkcjonalne efekty mutacji wykrytych w niniejszej pracy w DHODH mogg wynikac z
samej zmiany sekwencji Kozak, ale takze z utworzenia miejsca wigzania czynnika
transkrypcyjnego NFAT1, ktére nie wystepuje w sekwencji typu dzikiego. NFAT1 nalezy do
rodziny czynnikdw transkrypcyjnych NFAT i wystepuje na podwyzszonym poziomie w wielu
komodrkach nowotworowych (Mancini & Toker, 2009). Aktywacja i nadekspresja NFAT1 w
wielu typach nowotwordw sprzyja transkrypcji genéw, ktore sg kluczowe dla rozwoju i
progresji nowotworu, w tym COX2, MMP7, MMP9 i MDM_2 (Shoshan et al., 2016; Zhang et al.,
2012). W zwigzku z wazng funkcjg biatka DHODH w rozwoju zmian skérnych oraz wykazanym
w niniejszej pracy wptywem mutacji na funkcjonalno$¢ DHODH, gen ten moze wykazywac
potencjat napedzajacy dla rozwoju BCC.

Analizowane w niniejszej pracy dane z sekwencjonowania typu WES postuzyty takze
do przeprowadzenia pierwszej kompleksowe] (catogenomowej) oceny zmian liczby kopii w
BCC. Analiza z uzyciem GISTIC2.0 umozliwita wykrycie zmian o potencjalne napedzajgcym
wskazujgc 54 regiony ulegajgce ogniskowym delecjom, 56 regiondw ulegajgcych ogniskowym
amplifikacjom oraz przede wszystkim dwie bardzo istotne zmiany na poziomie ramienia
chromosomaoéw. Oprécz czestej delecji chr9g obejmujacej gen PTCH1, wykryto réwniez czestg
duplikacje chr9p, obejmujacg geny PDL1 i PDL2, ktérych nadekspresja umozliwia komdrkom
nowotworowym unikanie odpowiedzi uktadu odpornosciowego gospodarza. W zwigzku z
potrzebg potwierdzenia zmian liczby kopii wykrytych przez analizy catogenomowe
wykorzystujgce wyniki sekwencjonowania NGS zaprojektowano test MLPA dedykowany

analizom liczby kopii regiondw chromosomu 9 obejmujgcych geny PTCH1, PDL1 oraz PDL2.
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Test pozwolit na potwierdzenie wszystkich zmian liczby kopii w genach PTCH1, PDL1 oraz PDL2
wykrytych z zastosowaniem GISTIC 2.0.
Wzrost liczby kopii regionu 9p24.3-9p22.2 obejmujgcego PDL1 oraz PDL2 zaobserwowano
wczesniej tylko w jednym przypadku przerzutujgcego BCC (lkeda et al., 2016). Pacjent, ktory
byt oporny na wismodegib i sonidegib,- inhibitory szlaku Shh, wykazat odpowiedZ na
niwolumab (przeciwciato anty-PD-1 (receptor, do ktérego wigze sie PD-L1) blokujgce
interakcje PD-1/PD-L1), co sugeruje, ze wzrost liczby kopii PDL1 moze by¢ biomarkerem
wrazliwosci na leczenie z zastosowaniem inhibitorow punktéw kontrolnych (lkeda et al.,
2016). W niezaleznym badaniu wykazano réwniez, ze niektdrzy pacjenci (do ~40%) z
zaawansowanym BCC (nie testowanym pod katem amplifikacji PDL1) odpowiadajg na terapie
pembrolizumabem (kolejne przeciwciato anty-PD-1) (Chang et al., 2019; |Ikeda et al., 2016).
Identyfikacja zmian liczby kopii genédw kodujgcych biatka stanowigce punkty kontrolne uktadu
immunologicznego moze pomdc w ocenie zasadnosci leczenia z udziatem inhibitoréw
punktéw kontrolnych, jednak wymagane sg dalsze badania na wiekszej grupie probek.

Analiza mutacji w regionach niekodujacych poza czesciami niekodujgcymi gendw
kodujacych biatka obejmowata takze geny miRNA i byta mozliwa dzieki zaprojektowaniu
panelu miRNom dedykowanemu analizom gendw miRNA. Na koniecznos¢ przeprowadzania
analizy mutacji w genach miRNA w nowotworach moze wskazywac przyktad genu MIR142,
ktdrego mutacje majg napedzajgcy wptyw na rozwdj nowotwordw (gtéwnie nowotwordéw
krwi) (Morin et al.,, 2010; Kwanhian et al.,, 2012; Puente et al., 2015; Thol et al., 2015).
Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza mutacji w genach miRNA jest pierwszg takg analizg
w BCC. WMS pozwolito na wykrycie 171 mutacji zlokalizowanych w 155 genach miRNA w 22
probkach (81,5%) BCC. 33% mutowanych gendw miRNA to miRNA o wysokiej wiarygodnosci
(wg miRBase i/lub miRGeneDB). Mutacje zidentyfikowano we wszystkich subregionach
genow miRNA, a czestos¢ mutacji jest podobna we wszystkich subregionach. Czestotliwos¢
rozktadu mutacji w poszczegdlnych subregionach jest zblizona do czestosci wykrytej w innych
pracach analizujgcych te regiony w innych nowotworach na podstawie danych TCGA(Galka-
Marciniak et al.,, 2019; Urbanek-Trzeciak et al., 2020). 7 mutacji wykrytych w regionach
zrodtowych miRNA skutkuje znaczacg zmiang puli potencjalnie regulowanych gendw
docelowych prowadzgc zaréwno do spadku jak i wzrostu ilosci regulowanych genow.

Analiza czesto mutowanych gendw miRNA pozwolita na zidentyfikowanie tylko

jednego genu miRNA czesto mutowanego w BCC. Jest to MIR3928 posiadajgcy 4 substytucje
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w 4 prébkach. Przeglad literaturowy wykazat, ze miR-3928-3p petni funkcje zaréowno
supresorowg jak i onkogenng. Wykazano, ze zwiekszony poziom miR-3928-3p jest zwigzany z
gorszg przezywalnoscig pacjentow z ptaskonabtonkowym rakiem ptuca (Xia et al., 2018). Z
kolei wysoki poziom miR-3928-3p w glejaku spowalnia rozwéj nowotworu przez obniza
ekspresje wielu onkogendow m.in. MDM2 (Mulcahy et al., 2022). Obnizony poziom miR-3928-
3p moze by¢ stosowany jako potencjalny biomarker w diagnostyce nowotworéw gtowy i szyi
(Fadhil et al.,, 2020). Niski poziom miR-3928-3p moze takze przyspieszaé rozwaj
kostniakomiesaka (Xu, Liu, & Zhao, 2014).

W zwigzku z matg liczebnoscig préb i stosunkowo niskg liczbg wykrytych mutacji
ustalenie, czy zidentyfikowane czesto mutowane, ale takze pozostate geny miRNA
charakteryzujg sie wzorem mutacyjnym charakterystycznym dla supresoréow lub onkogenow
wymagatoby dalszej walidacji statystycznej na wiekszej liczbie préb.

Aby lepiej zrozumieé potencjalng funkcje zidentyfikowanych czestych mutacji,
scharakteryzowano je pod katem lokalizacji w roznych subregionach prekursoréw miRNA oraz
wptywu na strukture 2D i 3D prekursoréw miRNA. Wszystkie mutacje w miR-3928 byty
zlokalizowane w regionie flankujgcym 5’. W prekursorze miR-3928 zlokalizowany jest jedyny
wykryty w BCC w genach miRNA gorgcy punkt mutacji, ktory wptywa na zmniejszenie
stabilnosci struktury prekursora (analiza z zastosowaniem MFold). W zwigzku z jedynie
niewielkim wptywem mutacji na strukture prekursoréw trudno jest przewidzie¢ jaki
funkcjonalny wptyw na geny miRNA mogg mieé wykryte mutacje.

Analiza z zastosowaniem OncodriveFML nie wykryta zadnego miRNA o potencjale
napedzajgcym rozwdéj BCC. Niska liczebnos$¢ préobek i liczba wykrytych mutacji utrudniajg
okreslenie czy mutacje majg potencjat napedzajgcy. Warto jednak zaznaczy¢, ze nawet jesli
wykryte zmiany somatyczne nie sg gtownymi czynnikami napedzajgcymi, mogg nadal
odgrywac role w raku. Wykazano, ze mutacje pasazerskie mogg zaréwno zapobiegac¢ dalszej
progresji nowotworu (McFarland et al., 2017), jak i bra¢ udziat w stymulowaniu rozwoju
nowotworu i lekoopornosci (Castro-Giner, Ratcliffe, & Tomlinson, 2015; Nussinov & Tsai,
2015). Zaprezentowane w pracy nowatorskie podejscie do celowanego sekwencjonowania
genow miRNA moze doprowadzi¢ do poznania roli tych niekodujgcych czgsteczek w wielu
jednostkach chorobowych.

Jedyne niekodujace zmiany badane dotychczas w BCC to mutacje w promotorach TERT

oraz DPH3. Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza tych regionéw wykazata, ze wszystkie
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mutacje wykryte zarowno w TERT jaki i DPH3 lokalizujg sie w pozycjach genomowych juz
wczesniej opisanych w literaturze (Denisova et al., 2015; Griewank et al., 2013; Maturo et al.,
2020). W zwigzku z faktem, ze najczesciej wystepujgca mutacja w promotorze TERT (w pozycji
c.-146) jest uznana za zmiane napedzajgcg rozwdéj m.in. czerniaka, mutacje w TERT mogg mieé
charakter napedzajgcy takze w przypadku BCC. Z kolei najczesciej wystepujgca mutacja w
DPH3 (w pozycji c.-122) skutkuje najprawdopodobniej zmniejszong ekspresjg DPH3 sugerujgc
utrate funkcji supresorowej tego genu, jednak w zwigzku z brakiem jasnej funkcjonalnosci
DPH3 w procesie nowotworzenia, efekt mutacji zlokalizowanych w promotorze tego genu nie
zostat jak dotad okreslony (Denisova i in., 2015).

Poza analizg regiondw niekodujacych wyniki otrzymane w pracy doktorskiej
dostarczajg takze cennych informacji zwigzanych z ogélng charakterystykg mutacji, takich jak
np. okreslenie TMB, czy sygnatur mutacyjnych. Analiza TMB wykazata, ze dla BCC wartos¢
tego parametru jest najwyisza i przewyisza obcigzenie mutacyjne w innych typach
nowotwordéw (analiza pordwnawcza z danymi z pracy Lawrence i in.,, 2013). Wartos¢
parametru TMB dla analizowanego w niniejszej pracy zbioru prdbek jest, podobnie jak w
poprzednich pracach o BCC (Bonilla et al., 2016; Jayaraman et al., 2014) bardzo wysoka. W
przypadku analizy sygnatur wykazano, ze sygnaturg najsilniej zwigzang z analizowanymi
probkami BCC jest sygnatura 7 co potwierdza, ze gtdbwnym czynnikiem mutagennym w BCC
jest promieniowanie UV. Analiza réznic molekularnych pomiedzy podtypem guzkowym i
powierzchniowym BCC nie wskazuje na istotne rdéznice, z wyjgtkiem nieco wyzszego poziomu
przypisania sygnatury mutacyjnej do sygnatury 7 w probkach podtypu guzkowego.

W przypadku analiz czesci kodujgcej wykazano, ze najczesciej mutacje lokalizujg sie w
genach zaangazowanych w szlak Shh, gtéwnie PTCH1, ktory jest genem napedzajagcym rozwoj
BCC. Kolejny najczesciej mutowany w BCC gen to TP53, a takze MYCN oraz geny rodziny
NOTCH. Wyniki te sg zgodne z rezultatami przedstawionymi we wczesniejszych pracach o BCC
(Bonilla et al., 2016; Jayaraman et al., 2014), co potwierdza wiarygodnos¢ procedur
wykrywania mutacji przeprowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej.

Wykryto takze czeste mutacje w sekwencji kodujgcej gendw FLG i FLG2 kodujgcych
profilagryne i biatko podobne do filagryny, bedgce prekursorami dojrzatej filagryny. Filagryna
jest waznym sktadnikiem warstwy rogowej naskdrka, odgrywa role w utrzymaniu homeostazy
nabtonka (Wu, Hansmann, Meyer-Hoffert, Glaser, & Schrdder, 2009) oraz jest substratem w

reakcji prowadzgcej do powstania kwasu transurokanowego (UCA) i kwasu
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pirolidonokarboksylowego (PCA), ktdre wchodzg w sktad naturalnego czynnika nawilzajgcego
(ang. Natural Moisturizng Factor) i wykazujg wifasciwosci hydrofilowe zapobiegajgc
wysychaniu skory. Dodatkowo UCA dziata jak naturalna bariera chronigca skére przed
promieniowaniem UVB (Leman, Moosbrugger-Martinz, Blunder, Pavel, & Dubrac, 2019).
Chociaz mutacje w FLG i FLG2 byly wczesniej sporadycznie obserwowane w BCC, byty
uwazane za przypadkowe (pasazerskie) ze wzgledu na wysoki polimorfizm i powtdrzenia
sekwencji w obrebie tych gendéw. Przeprowadzona przez J. Kaae analiza poréwnawcza
czestosci wystepowania mutacji germinalnych w FLG u pacjentow z BCC i u kontrolnej grupy
nie wykazata rdznicy czestosci mutacji wsréd analizowanych grup (Kaae et al., 2013). Mutacje
germinalne w FLG/FLG2 skutkujace utratg funkcjonalnego produktu gendw s3g czeste w
populacji kaukaskiej i wigze sie je gtdwnie z wystepowaniem choréb skdry takich jak atopowe
zapalenie skory (ang. atopic dermatitis), rogowacenie starcze, rybia tuska (ang. ichthyosis
vulgaris) oraz z alergiami pokarmowymi a takze astmg (Kaae et al., 2013; Kalb et al., 2022;
McAleer & Irvine, 2013). W niniejszej pracy sposrdd 23 mutacji somatycznych wykrytych w
FLG 15 stanowig mutacje niesynonimiczne (3 mutacje definitywne (13%)) a 8 synonimiczne
(34,8%). W przypadku FLG2 wykryto 10 mutacji z czego 9 stanowig mutacje niesynonimiczne
(3 mutacje definitywne (30%)) a 1 to mutacja synonimiczna (10%). Duzy odsetek mutacji
niesynonimicznych oraz wystepowanie mutacji definitywnych moga jednak sugerowac
funkcjonalny charakter mutacji w FLG oraz FLG2 w BCC.

Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na ograniczenia analizy przeprowadzonych w niniejszej
pracy. Przede wszystkim, jako Ze niniejsza praca byta pierwszg i wstepng analizg sekwencji
niekodujgcych w BCC przeprowadzona ona zostata na relatywnie niewielkiej liczbie probek.
Skutkuje to ograniczong sitg statystyczng eksperymentu i w konsekwencji brakiem istotnosci
statystycznej wielu analiz. Ponadto w pracy ograniczono sie do charakterystyki
zidentyfikowanych wariantéw wytgcznie pod katem genetycznych analiz opisowych. Mutacje
o potencjale napedzajgcym wymagajg zatem eksperymentalnego potwierdzenia ich wptywu
na rozwoj BCC. Nalezy rowniez zauwazyé, ze analiza objeta tylko czes¢ (~1%) genomu
niekodujgcego, ktory facznie stanowi ~98% genomu i zawiera wiele réznych elementéw
funkcjonalnych nieobjetych niniejszg analizg, w tym promotory, wzmacniacze, oraz geny
innych klas niekodujgcych RNA. Warto podkresli¢, ze w zwigzku z tym, ze mutacje w regionach
niekodujgcych s3g rzadko badane, dostepnosé narzedzi bioinformatycznych pomagajacych w

analizie tych regiondéw jest bardzo ograniczona, w szczegdlnosci narzedzi utatwiajgcych
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analize duzych zbioréw danych. Mniejsza dostepnos¢ narzedzi dedykowanych analizom
regiondw niekodujgcych wynika takze z r6znorodnosci typéw regiondéw niekodujgcych oraz z
niewystarczajgcego rozpoznania elementow funkcjonalnych w tych regionach co
uniemozliwia fatwe przewidzenie konsekwencji wystepujgcych mutacji. Rozszerzenie analiz o
dodatkowe regiony niekodujagce mogtoby zatem spowodowad trudnosci/niemoznosé
wielkoskalowej oceny wptywu mutacji na funkcje mutowanych regiondw. W niniejszej pracy
OncodriveFML pozwolit na identyfikacje gendw o potencjale napedzajgcych na podstawie
mutac;ji zlokalizowanych zaréwno w regionach niekodujgcych jak i kodujgcych gendw, zatem
nie jest algorytmem dedykowanym analizom specyficznych regiondw niekodujgcych.
Algorytm korzysta z narzedzia CADD, ktére generuje wartos¢ okreslajgcg szkodliwosc
wykrytych mutacji na podstawie ponad 60 cech genomowych, jednak znaczna ich czes¢ odnosi
sie gtéwnie dla regionéw kodujacych a tylko niektére dla regiondw niekodujgcych.
Podsumowujgc w niniejszej pracy wykorzystujgc dane z sekwencjonowania WES oraz
WMS wykryto nie tylko mutacje w regionach kodujgcych gendw zwigzanych z rozwojem BCC,
ale przede wszystkim zidentyfikowano czeste mutacje w niekodujgcych biatka czesciach
genow zwigzanych z rakiem, ktére mogg wykazywaé potencjat funkcjonalny i odgrywac role
w rozwoju BCC. Analiza przeprowadzona w niniejszej pracy jest jak dotad jedyng analizg
obejmujacg zardwno kodujgca jak i niekodujgca cze$¢ genomu BCC. Przeprowadzona pierwszy
raz w BCC kompleksowa analiza zmian liczby kopii, a takze analiza czesto mutowanych gendw,
gorgcych punktdw mutacji oraz gendw napedzajgcych przyczynita sie do wszechstronne;j
analizy mutacji w BCC. Aby jednoznacznie okresli¢ role poszczegdlnych zidentyfikowanych
genow/mutacji w BCC konieczne s3g dalsze badania funkcjonalne. Jednak uzyskane wyniki
znaczgco przyczyniajg sie do poszerzenia wiedzy dotyczgcej molekularnych podstaw tej
choroby, co moze by¢ pomocne w diagnostyce BCC lub nawet w dalszej perspektywie moze
znalez¢ zastosowanie w terapii celowane]. Przedstawione w pracy wyniki stanowig mocng
podstawe do dalszych, badan niekodujgcych wariantéw nie tylko w BCC, ale takze w innych

nowotworach jak i chorobach nienowotworowych.
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VIIl. GROWNE WYNIKI | WNIOSKI

Przeprowadzone badania pozwolity na szczegétowg charakterystyke molekularnych podstaw

BCC oraz pozwolity na wyciggniecie nastepujgcych wnioskow:

1. Wykorzystanie standardowego systemu WES, poza identyfikacjg mutacji w czesciach
kodujacych gendéw, pozwala na wykrycie znacznej ilosci nowotworowych mutacji
somatycznych w niekodujgcych czesciach gendw. Globalna czesto$¢ mutacji w
regionach niekodujacych zblizona jest do czestosci mutacji w regionach kodujgcych.

2. BCC charakteryzuje sie najwyzszym obcigzeniem mutacyjnym wsrod nowotwordw,
ktére srednio wynosi ~34,1 mutacje/Mpz (na podstawie analizy TMB z wytgczeniem
mutacji synonimicznych) i 52,8 mutacji/Mpz (na podstawie analizy wszystkich mutacji
w czesci kodujacej).

3. Analiza typow mutacji wskazuje, ze najczestszg sygnaturg mutacyjng (najsilniej
zwigzang z analizowanymi probkami BCC) jest sygnatura 7. Wynik ten potwierdza, ze
gtéwnym czynnikiem mutagennym w BCC jest promieniowanie UV. Moze by¢ to
dodatkowy argument stosowania ochrony przed swiattem stonecznym jako
zachowania profilaktycznego chronigcego przed BCC.

4. Analiza mutacji w regionach niekodujgcych wykazata istnienie regionéw o
podwyzszonej czestosci mutacji, regiondw zawierajgce gorgce miejsca mutacji oraz
regiondw, w ktérych mutacje wskazujg ich duzy potencjat jako elementéw
napedzajgcych dla rozwoju BCC. Do najciekawszych takich regionéw nalezg 3’UTR
genu BAD, 5'UTR (sekwencja Kozak) genu DHODH oraz 5’UTR genu CHCHD?2.

5. Analiza mutacji w sekwencjach kodujgcych potwierdzita duzg zgodnos$¢ z
wczesniejszymi wynikami sekwencjonowania tych regiondow w BCC, zidentyfikowano
miedzy innymi czeste mutacje i/lub napedzajgcy charakter takich genéw jak PTCH1,
TP53, MYCN czy geny z rodziny NOTCH. Ta duza zgodno$¢ z wczesniejszymi wynikami
potwierdza poprawnos¢ przeprowadzonej analizy a tym samym wiarygodnosc
uzyskanych wynikow.

6. Przeprowadzenie sekwencjonowania gendw miRNA pozwolito na wykrycie znacznej

liczby mutacji somatycznych w genach miRNA w BCC. Woczesniej tego typu
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sekwencjonowanie nie byto prowadzone w zadnym nowotworze. Srednia liczba
mutacji w genach miRNA wynosita 6,3 mutacje na probke BCC, a wykryte mutacje
wystepowaty we wszystkich subregionach genéw miRNA, w tym w elementach
funkcjonalnych takich jak region zrédtowy, co wskazuje, ze mutacje somatyczne w
genach miRNA mogg zaktécac/uszkadzaé funkcjonowanie tych gendéw. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze ze wzgledu na matg liczbe analizowanych prébek i w konsekwencji matg
liczbe wykrytych mutacji nie mozliwe jest na tym etapie wycigganie wnioskow o
konsekwencjach czy to molekularnych czy klinicznych tych mutacji. Sugeruje to
koniecznos¢ kontynuowania podobnych badan w wiekszych grupach prébek.

7. Z wyjatkiem nieco wyzszego poziomu przypisania sygnatury mutacyjnej do sygnatury
7 w probkach typu guzkowego, przeprowadzona analiza nie wskazuje na zadne istotne
molekularne réznice miedzy podtypem guzkowym i powierzchniowym BCC.

8. Przeprowadzona pierwszy raz w BCC catogenomowa, kompleksowa analiza zmian
liczby kopii wskazata na istnienie licznych regionédw o podwyzszonej czestosci zmian
liczby kopii, zaréwno lokalnych jak i zmian obejmujgcych cate ramiona chromosoméw.
Do najwazniejszych wykrytych zmian nalezg czeste delecje dtugiego ramienia
chromosomu 9 i czeste duplikacje krdtkiego ramienia chromosomu 9 zawierajgce
odpowiednio gen PTCH1 oraz geny JAK2, PDL1 i PDL2, ktére mogg mie¢ duze znaczenie
dla rozwoju BCC (analiza z uzyciem GISTIC2.0).

9. Analizy przeprowadzone w zakresie mutacji niekodujgcych miaty charakter wstepny
(pionierski) i zostaty wykonane na relatywnie niewielkiej grupie prdébek, dlatego
uzyskane wyniki, na tym etapie, nie pozwalajg na wycigganie gtebszych konkluzji, czy
to o znaczeniu molekularnym czy klinicznym wykrytych mutacji. Uzyskane wyniki
wymagajg weryfikacji w wiekszych grupach prdobek i w odpowiednich testach
funkcjonalnych. Przeprowadzona analiza, jest jednak pierwszym krokiem w analizie
sekwencji niekodujgcych w BCC, silnie wskazujgcym potencjat funkcjonalny
zmiennosci somatycznej w tych regionach i koniecznos¢ dalszej bardziej dogtebnej

analizy mutacji niekodujgcych w BCC i w innych nowotworach.
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IX. MATERIALY | METODY

1.1 Materiaty

1.1.1 Enzymy

e Polimeraza DNA GoTaq 5 U/ul (Promega)

e Odwrotna transkryptaza Superscript IV 200 U/ul (Invitrogen)
e Ligaza-65 (MRC Holland)

e Polimeraza SALSA (MRC Holland)

e DNazal4 U/ul (Qiagen)

e Inhibitor RNaz RNAseOUT 40 U/ul (Invitrogen)

® Proteinaza K 20 mg/ml (Qiagen)

1.1.2 Zestawy komercyjne

Zestaw do izolacji AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal Kit (Qiagen)

e Zestaw do odwrotnej transkrypcji - SuperScript IV First-Strand Synthesis System
(Invitrogen)

e Zestaw SALSA MLPA Reagent Kit (MRC Holland)

e Zestaw do pomiaru stezenia DNA - dsDNA Qubit HS Assay Kit (ThermoFisher)

e Zestaw do wzbogacania SureSelect Custom - samodzielnie zaprojektowany zestaw sond

dla miRNomu (Agilent)

1.1.3 Bufory i roztwory

e Octan sodu 3M, pH 5,2
e TBE 10x stezony, pH 8,3
Tris-HCI 890 mM
Kwas borowy 890 mM
EDTA 20 mM
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e TE1x,pHS8,0
Tris-HCI 10 mM
EDTA1 mM
e Roztwor obcigzajgcy do naktadania probek na zele agarozowe, 6x stezony
Glicerol 30%
EDTA 10 mM
Btekit bromofenolowy (BB) 0,04%
Cyjanol ksylenowy (FF) 0,04%

e Buforyiroztwory dostepne komercyjnie

Bufor dla polimerazy GoTaq - Green GoTaq Buffer 5x (Promega)

Bufor dla odwrotnej transkryptazy z zestawu SuperScirpt IV First-Strand Synthesis System

(ThermoFisher)

Bufor dla ligazy do reakcji MLPA (MRC Holland)
Bufor EB (Qiagen)

Bufor RPE (Qiagen)

Bufor FRN (Qiagen)

Bufor AW1 (Qiagen)

Bufor AW2 (Qiagen)

Bufor RLT Plus (Qiagen)

Bufor A do MLPA (MHC Holland)

Bufor B do MLPA (MHC Holland)

8.1.4 Inne odczynniki chemiczne

Agaroza BioStandard (Prona)

Etanol 96% CZDA (POCH)

e |zopropanol 99,7% CZDA (POCH)

e SimplySafe (EURX)

e Bfekit bromofenolowy (BB; Sigma Aldrich)
e Cyjanol ksylenowy (FF; Sigma Aldrich)

e Bfekit trypanu 0,4% (Gibco)
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e Glicerol 99% (Sigma Aldrich)
e EDTA (BioShop)

e Tris-HCI (BioShop)

e Kwas borowy (BioShop)

e dNTP 10 mM (Invitrogen)

e DTT 0,1 M (Invitrogen)

e RNAlater (Qiagen)

e Reagent DX (Qiagen)

1.1.5 Wzorce wielkosci DNA

e Quick-Load 1 Kb DNA Ladder (NEB)
e 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen)

1.1.6 Zele agarozowe

e Zel agarozowy do analizy produktéw PCR

1,3% agaroza w buforze 0,5x TBE z SimplySafe (4 ul na 100 ml TBE)
e Zel agarozowy do oceny jakosci gDNA i RNA

1% agaroza w buforze 0,5x TBE z SimplySafe (4 ul na 100 ml TBE)

1.1.7 Materiat biologiczny
e Tkanki

54 tkanki (27 par) umieszczonych w roztworze RNAlater: tkanka skérna obejmujgca
zmiane nowotworowg (rak podstawnokomérkowy skéry, podtyp guzkowy Ilub
powierzchniowy) oraz zdrowa skéra otaczajgca nowotwor. Tkanke skdrng pozyskano w
szpitalu sw. Jozefa (Essen, Niemcy) w Zaktadzie Chirurgii Plastycznej, kierowanym przez
Profesora Michaela Sanda. Zabieg wyciecia tkanki przeprowadzono w znieczuleniu
miejscowym. Pobrano 4 mm biopsje ze s$rodka zmiany nowotworowej oraz z
nienaruszonego, zdrowego nabtonka. Tkanke umieszczono w roztworze RNAlater
(Qiagen) i przechowywano w temperaturze -80°C. Nastepnie materiat umieszczono na
suchym lodzie i wystano do Zaktadu Genetyki Molekularnej, Instytutu Chemii

Bioorganicznej, Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.
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1.1.8 Oligonukleotydy

e Startery syntetyzowane byly przez firme Sigma-Aldrich

Tabela 10. Zestawienie starterow uzytych do reakcji PCR.

Nazwa starteru

Sekwencja 5’- 3°

SCNM1_F TCTGAAATCCTTTGTATGCAGAAC
SCNM1_R CTTCTTGTGGGGCTCATGG
FLG2_ex3_F1 TCCAGATGTCTGTCCTGAAT
FLG2_ex3_R1 GGTCAGGCTCAGGTCAATC

FLG2_ex3_F2 GGCTAGATCTCTGTCTTCCAGT
FLG2_ex3_R2 ACTCACGGCCAAAGTGGAT
FLG2_ex3_F3 CATGCCTTTGCCTTTCACTAC
FLG2_ex3_R3 CTGGAAGACAAAGATCTAGTCACA
RPS27_F TGATCAAACGCTGACCTCAA
RPS27_R GAAAATAGCCCCCACTGTCA
DYRK3_F CAAGTTTGCCCAGTCCATCT
DYRK3_R GAAGTTTTGGTGGTGGCATC
MYCN_F1 GTGTCTGTCGGTTGCAGTGT
MYCN_R1 CACAGCTCGTTCTCAAGCAG
MYCN_F2 GCTGTCACCACATTCACCAT
MYCN_R2 GTGAGAAAGCTGGACCGAAG
MYCN_F3 CTTCGGTCCAGCTTTCTCAC
MYCN_R3 AACCGTCACCAACGTTTAGC
MYCN_F4 CCCTACGTGGAGAGTGAGGA
MYCN_R4 AAATGTGCAAAGTGGCAGTG
PTCH1_ex17_F ACACATCCTCGTCTCCCAGA
PTCH1_ex17_R TGTTCTGATGGGATTTTCGAC
PTCH11_ex14_F TGGCTTTTGGTTTCAAGAGG
PTCH11_ex14_R CAGCAATGTGATGTTTCTCTCC
PTCH1_ex12_F TAAAGCAGCATCCACCCAGT
PTCH1_ex12_R TGCTGGTGTTAGGGGGTAAG
PTCH1_ex6_F TGTTTTGCTCTCCACCCTTC
PTCH1_ex6_R GCATTTGTTTTGATGCCAGA
AMBRA1_F1 AGTGGCACTCACTCGGTCTT
AMBRA1_R1 TGTAGTTGCAGGAGCACAGG
AMBRA1_F2 CTAGGGGAGCTGCCATACAG
AMBRA1_R2 TGAGCAAGTGAATATGAAGATTAGAGA
BAD_3UTR_F CAGACGCGGGCTTTATTAAC
BAD_3UTR_R AGTGACCTTCGCTCCACATC
DHODH_kozak_F GTGCACCCAACCAGAACCT
DHODH_kozak_R GGCGGTCATGTGTTCACTAA
TP53_ex4_F GCCAGGCATTGAAGTCTCAT
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TP53_ex4_R CGTTCTGGTAAGGACAAGGGTT
MISP_F AAGACCTACCGCCTGGATG
MISP_R AGCACGCACCTTGTTCTCTT

CASZ1_F CGAGGGACTCACTTCTCCTG
CASZ1_R TCCACACCTGTCTTCACTGC
TCHH_F GGTGCCTGTTTTTGTTGGAT
TCHH_R CCATGCCTGTGCCAGTATAA
BIRC6_F CACAACTCTGTGCCTTCCAA
BIRC6_R TTGGTATTAAAAATTTTGCCTTCT
TTN_F TTCACTGAAAAGACAGTTTCTCG
TTN_R TCCTAACCCCATTGTAAAAATAGAA
SCAP_F CCCCAAGTCCAGGTTCAGT
SCAP_R GTAGAGGGGATGGGGATCAT
HERC5_F CTGGAAAACATGGGCAACTT
HERC5_R GGAGACAGCAGAAAGTGAATTG
KCNN2_F CTTGTTTTCAGGGTGCTGGT
KCNN2_R GACTCGTCTTTATCCAAATACCAA
IBTK_F TCTTTCAGCTTATCAGCATTTTTC
IBTK_R TTTTTCGTGTCAATGTTTTTAGAC
ADGB_F TCTTAGCCCGGGATATATGG
ADGB_R GGCATTTATATGCAATGTCCA
SSPO_F GTCCTGGTTAACGTCCCTCA
SSPO_R ACATATATGAGCGGGCCATT
PTCH1_del_F1 TGGCTTTTGGTTTCAAGAGG
PTCH1_del_R1 GCGTCAGCAGAGTGATTCAG
ALG10B_F AGGTAAGCAGAAATAGCATTTATCA
ALG10B_R GGATGTAGGGCCAAGTCAAA
FRMPD3_F TTCCGAGACAACAGCTCTGA
FRMPD3_R CCAAAGAGATGCAATGACGA
TERTpromoter_F CCCACGTGCGCAGCAGGAC
TERTpromoter_R CTCCCAGTGGATTCGCGGGC
DPH3promoter_F2 CCTCGTCATGAAACACTGCC
DPH3promoter_R2 GCAGACGATAAGAAGCAGGG
miR604_F CAGGGAGCACAGGTGTTTG
miR604_R AACAACTTGACACGGTGCAG
miR409_F ACGTCCTTGGAGAGTGTGAG
miR409_R GCTAGTGGACCAGGTGAAGT
miR448 F CCAGAAGAGGCTTTCATGACAG
miR448 R ACTCACATACCCACTGCCTC
miR-3928 F GTCTCGAACTCCTGACCTCA
miR-3928 R CCAGCCCAGTCAATCAGTTT
miR-3612_F AAGGGGAATCAGGTGGTTGT
miR-3612_R GAGAGGGAGAGGAAGTCAGC
miR-6507_F TCTTGTAGGCTCCAGGTGTG
miR-6507_R CTAGTGCTAGGCTGGGCTTC
miR-6796_F GGGGATCACAGGGCAACTAA
miR-6796_R CAGAGATCAGGGGCCAGG
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miR-7108_F GCTCATCACCTGCTTCTGGA
miR-7108_R TCACGAAGCCTTGGTCCG
DHODH_CDS_F TCTCTTCGCCTCCTACCTGA
DHODH_CDS_R TGGGTCTAGGGTTTCCTTCC
GAPDH_F2 GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
GAPDH_R2 GAAGATGGTGATGGGATTTC
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e Sondy do MLPA syntetyzowane byty przez firme IDT

Tabela 11. Sondy do reakcji MLPA.

z >
5 I - 3 " 2 - 3 - 8 " 2 i 2 | o o |
s | s2REE| £ |g| 8 | 2 - Z 2l | & - g SlE| % ¢
g SE3 @ © [ 5 © [ « [ 3 ” I B B
z 4
Ctrl_1 chr22:30,069, | GGGTTCCCTA | 19 | cgctac 6 | GGCCCAGATCACC | 21 | 75.6 | GGCAAAACTTCTG | 22 | 71.0 | ac 2 TCTAGATTGGATCTTGC | 23 |46 | 47 | 93
296- AGGGTTGGA GAGGAGGA GCCCAGAAG TGGCGC
30,069,338
JAK2_ex1 | chr9:4,985,34 | GGGTTCCCTA | 19 | cgctactac | 9 | CTTGGGTGTTCGC | 20 | 75.4 | CTTCGGCTTCTCG | 20 | 755 | tctac 5 TCTAGATTGGATCTTGC | 23 |48 |48 | 96
3-4,985,382 | AGGGTTGGA GTCGCCA GCCGGTC TGGCGC
PDL1_ex6 | chr9:5467,92 | GGGTTCCCTA | 19 | cgctactac | 9 | GCTGAGCGTGACA | 22 | 71.4 | AATGGGCCCGTG | 20 | 74.0 | tactac 6 TCTAGATTGGATCTTGC | 23 s0 [49 |99
8-5,467,969 | AGGGTTGGA AGAGGAAGG GGATGCAG TGGCGC
chrop24.2 | chr9:2,811,37 | GGGTTCCCTA | 19 | cgetactac | 10 | CCAGGATGCAGTC | 22 | 725 | CCAAGCTGGCGAT | 22 | 72.9 | tactac 6 TCTAGATTGGATCTTGC | 23 s1 |51 | 102
7-2,811,420 | AGGGTTGGA t CTGTTGCTG GGCATTCAT TGGCGC
chr9q21.12 | chr9:70,419,6 | GGGTTCCCTA | 19 | cgcta 5 | GCAGAGTAGGGT | 28 | 74.0 | CTTCTAAACATAG | 26 | 71.7 | ctac 4 TCTAGATTGGATCTTGC | 23 52 |53 105
62- AGGGTTGGA GTCGAGATGACAT CAAGCACCGCACC TGGCGC
70,419,715 CAG
ctrl_2 chr1:156,105, | GGGTTCCCTA | 19 | cgctactac | 12 | CAGCTGGACGAGT | 24 | 72.8 | CTGGACATCAAGC | 21 | 727 | aactaaatctac | 12 | TCTAGATTGGATCTTGC | 23 ss [ s6 [ 111
818- AGGGTTGGA tat ACCAGGAGCTT TGGCCCTG TGGCGC
156,105,862
PTCH1_3' | chr9:95,438,4 | GGGTTCCCTA | 19 | cgetactac | 11 | TATGCATGTGGAT | 27 | 741 | GTGTGCATGCATG | 30 | 72.5 | ctac 4 TCTAGATTGGATCTTGC | 23 57 |57 | 114
63- AGGGTTGGA ta GTGTTTGGGCAAC AAGTATGTTTTAC TGGCGC
95,438,519 c AGCC
PDL2_ex2 | chr9:5,522,54 | GGGTTCCCTA | 19 | cgetactac | 10 | GAACATGATCTTC | 30 | 71.5 | CCTGGAATTGCAG | 26 | 72.0 | taaatctac 9 TCTAGATTGGATCTTGC | 23 s9 |58 [ 117
3-5522,598 | AGGGTTGGA t CTCCTGCTAATGTT CTTCACCAGATAG TGGCGC
GAG
PTCH1_5' | chr9:95,521,9 | GGGTTCCCTA | 19 | cgctactac | 13 | TGTGGGAGAAGC | 28 | 77.1 | CTTTCATTAGGCT | 24 | 75.0 | aaactaaatctac | 13 | TCTAGATTGGATCTTGC | 23 60 |60 | 120
97- AGGGTTGGA tatt TGAGCCTCCAACA GTGCCCTGGGG TGGCGC
95,522,048 GTC
ctrl_5 chr2:109,545, | GGGTTCCCTA | 19 | cgctactac | 21 | AGTCCTGTGGCTA | 22 | 72.8 | AGACGAGGACTAC | 22 | 71.8 | ggtcaaactaaat | 17 | TCTAGATTGGATCTTGC | 23 62 |62 | 124
794- AGGGTTGGA tattagtag CGGCACCAA GGCTGCGTC ctac TGGCGC
109,545,837 aat
JAK2_ex20 | chr9:5,089,80 | GGGTTCCCTA | 19 | cgctactac | 18 | CCTGAAATCCCTA | 29 | 72.9 | TAAAGTACAAGGG | 30 | 71.1 | asactaaatctac | 13 | TCTAGATTGGATCTTGC | 23 66 | 66 | 132
5-5,089,863 | AGGGTTGGA tattagtag CAGCATGACAACA AGTGTGCTACAGT TGGCGC
TG GCTG
PDL2_ex7 | chr9:5,570,13 | GGGTTCCCTA | 19 | cgctactac | 23 | GAAACTTGCCCCT | 26 | 73.4 | CTCACCTCTGGAG | 26 | 71.2 | atggtcaaactaa | 19 | TCTAGATTGGATCTTGC | 23 68 |68 | 136
25,570,183 | AGGGTTGGA tattagtag TCACTGATCTGGA CCTATGGCTTTAA atctac TGGCGC
aattg

112




MATERIALY I METODY

chr9g33.1 chr9:132,886, | GGGTTCCCTA | 19 cgctactac | 23 GCTGGTTTGAACC | 28 | 77.4 GTCTCCCAGTAAT 32 72.4 tcaaactaaatct | 15 TCTAGATTGGATCTTGC 23 70 70 140
392- AGGGTTGGA tattagtag CAACAGAGCTGCA CACATGGAAATGT ac TGGCGC
132,886,438 aattg TG AGACAC
ctrl_3 chrl7:3,397,6 | GGGTTCCCTA | 19 cgctactac | 26 | TCCCTGCGCCATT 27 | 70.6 TATAGAGAAAGTT | 29 70.9 aatggtcaaacta | 20 TCTAGATTGGATCTTGC 23 72 72 144
57-3,397,712 AGGGTTGGA tattagtag GAGGTCTATAAAA GATTACCCCCGGG aatctac TGGCGC
aattgatg T ATG
chr9p24.1 chr9:8,517,96 | GGGTTCCCTA | 19 cgctactac | 28 GGCTGTCAGCTAC | 27 | 719 AGTTGTTGACATG 27 | 711 atctaatggtcaa | 24 TCTAGATTGGATCTTGC 23 74 74 148
8-8,518,021 AGGGTTGGA tattagtag ATTGTGTTTCATCC TTGAGTGGGATCC actaaatctac TGGCGC
aattgatgc A
c
chr9p22.1 chr9:19,515,3 | GGGTTCCCTA | 19 cgctactac | 34 | TTGGTCAGGGTAC | 25 72.8 GGGCAGATAGTCT | 27 | 72.9 atgtatctaatgg 28 TCTAGATTGGATCTTGC 23 78 78 156
44- AGGGTTGGA tattagtag TCTGGTGGAGGT CTCTGTTTGGCTT tcaaactaaatct TGGCGC
19,515,395 aattgatgc G ac
caccttt
PDL1_ex1 chr9:5,450,54 | GGGTTCCCTA | 19 cgctactac | 39 TCTGCGCAGCTTC 22 76.8 CGCACCAGCCGCG | 20 | 76.8 atttgcgaaatgt 37 TCTAGATTGGATCTTGC 23 80 80 160
5-5,450,586 AGGGTTGGA tattagtag CCGAGGCTC CTTCTGT atctaatggtcaa TGGCGC
aattgatgc actaaatctac
caccttttc
agc
chr9p21.1 chr9:32,987,5 | GGGTTCCCTA | 19 cgctactac | 38 CTTCTTTAGGGGC 25 72.2 CCAGAGTTGCTCC 22 73.2 atttgcgaaatgt 37 TCTAGATTGGATCTTGC 23 82 82 164
66- AGGGTTGGA tattagtag ACAGAGCATTGG CAGGTTCCA atctaatggtcaa TGGCGC
32,987,612 aattgatgc actaaatctac
caccttttc
ag
chr9p13.1 chr9:38,752,5 | GGGTTCCCTA | 19 cgctactac | 45 TCTGGGTCTGGAA | 20 | 71.6 GCCAGCCTGGCCT | 21 76.4 accatttgcgaaa | 40 TCTAGATTGGATCTTGC 23 84 84 168
28- AGGGTTGGA tattagtag GGGCTGC GCATCTGA tgtatctaatggtc TGGCGC
38,752,568 aattgatgc aaactaaatctac
caccttttc
agctcgege
ctrl_4 chr11:14,515, | GGGTTCCCTA | 19 cgctactac | 44 | TGCATGTTTGGAG | 23 70.4 GCTATGTTAGAAG | 29 70.5 tgcgaaatgtatc | 34 TCTAGATTGGATCTTGC 23 86 86 172
205- AGGGTTGGA tattagtag CATCGACACA AAATGCTGTTTTG taatggtcaaact TGGCGC
14,515,256 aattgatgc GCC aaatctac
caccttttc
agctcgeg

PSS- sekwencja komplementarna do startera (ang. primer-specific sequence); SS- dodatkowa sekwencja wypetniajgca (ang. stuffer sequence); TSS- sekwencja komplementarna do regionu docelowego (ang. target-
specific sequence);

HPL- dtugosc¢ potsondy (ang. half-probe length); TPL- calkowita dtugos¢ sondy (ang. total-probe length)
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1.1.9 Sprzet laboratoryjny

pH-metr pHenomenal 1100L (VWR)

Spektrofotometr NanoDrop One (ThermoScientific)
Fluorymetr Qubit 3.0 (Invitrogen)

System dokumentacji zeli Q9 Alliance (Uvitec Cambridge)
Termocykler Masterecycler nexus (Eppendorf)
Termocykler Thermal Cycler T100 (BioRad)

Wiréwka 5424 R (Eppendorf)

Wiréwko-worteks Multi-spin MSC-6000 (BioSan)
Zasilacz do elektroforezy PowerPac Basic (BioRad)
Aparat do elektroforezy Wide Mini-Sub cell GT (BioRad)
Waga laboratoryjna precyzyjna model LPC-423p (VWR)
Mieszadto magnetyczne ES 21H (Wigo)

Termoblok TS-100C (bioSan)

Worteks V-1 plus (bioSan)

Homogenizator Tissuelyser LT (Qiagen)

Stalowe kulki do homogenizacji, Srednica 5mm (Qiagen)

1.1.10 Programy komputerowe i bazy danych

Primer3 — projektowanie starteréw do PCR
https://primer3.ut.ee/

UCSC-Genome Browser — baza danych sekwencji genomowych
https://genome.ucsc.edu/

GDC - baza Genomic Data Commons zawierajgca dane mutacyjne z projektu TCGA
https://portal.gdc.cancer.gov/

MusSiCa — analiza sygnatur nowotworowych
https://toolsr.fcrb.es/sample-apps/MuSiCa/

SnpEff — adnotacja rodzaju mutacji
https://pcingola.github.io/SnpEff/se_introduction/
OncodriveFML — identyfikacja gendw napedzajacych

https://oncodrivefml.readthedocs.io/en/latest/oncodriveFML.html
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e GISTIC 2.0 — identyfikacja regiondw driverowych
https://www.genepattern.org/modules/docs/GISTIC_2.0

® ATGpr oraz NetStart 1.0 - okreslanie wyboru kodonu start w procesie inicjacji translacji

e ESEfinder - identyfikacja mutacji w miejscu akceptorowym/donorowym splicingu lub w
wyciszaczach/wzmacniaczach splicingu

e LaBranchoR - identyfikacja mutacji w miejscu rozgatezienia w intronach

e VEP tool —identyfikacja wptywu mutacji na sekwencje genu, transkryptu i biatka
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Tools/VEP

e ProteinPaint — wizualizacja mutacji
https://proteinpaint.stjude.org/

e miRMut - oprogramowanie stworzone w Zakfadzie Genetyki Molekularnej ICHB PAN,
stuzgce do identyfikacji mutacji w genach miRNA oraz wizualizacji mutacji na strukturze
genu (Urbanek-Trzeciak, Kozlowski, & Galka-Marciniak, 2022)

e TargetScanHuman wersja 8.0 — przewidywanie miRNA wigzgcych sie do wskazanych
genow
http://www.targetscan.org/vert_80/

e TargetScanHuman Custom 5.2 - przewidywanie gendw, do ktérych wigzg sie wskazane
miRNA
http://www.targetscan.org/vert_50/seedmatch.html

e RegRNA 2.0, MotifMap — analiza wystepowania motywow regulatorowych oraz wigzania
czynnikdw transkrypcyjnych
http://regrna.mbc.nctu.edu.tw/
http://motifmap.ics.uci.edu/

e miRBase — baza danych sekwencji miRNA

e miRGeneDB — baza danych miRNA

e UniProt — baza danych sekwencji i domen funkcjonalnych biatek
https://www.uniprot.org/

e MFold — przewidywanie struktur RNA
http://www.unafold.org/

e VARNA - wizualizacja struktury drugorzedowej RNA

e RNAComposer — przewidywanie struktur przestrzennych RNA

https://rnacomposer.cs.put.poznan.pl/
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e PyMol 2.5.3 — tréjwymiarowa analiza struktur przestrzennych RNA (Shrodinger, LLC)

e Chromas 2.5 — analiza sekwencji DNA

e GeneMarker v2.4.0 (SoftGenetics) — analiza intensywnosci sygnatu produktéw PCR po
reakcji MLPA

e Klaster obliczeniowy Eagle dostepny w ramach grantu obliczeniowego w PCSS (Poznanskie

Centrum Superkomputerowo-Sieciowe)
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1.2 Metody

1.2.1 Homogenizacja tkanek oraz izolacja materiatu genetycznego

Probdwke o pojemnosci 2 ml z umieszczong w Srodku stalowg kulkg o srednicy 5mm (Qiagen)
chtodzono na suchym lodzie przez 15 minut. Tkanke skdrng wyciggnieto z roztworu RNAlater
(Qiagen), pozbyto sie nadmiaru odczynnika i wycieto skalpelem fragment tkanki
nieprzekraczajagcy wagi 20 mg. Nastepnie zwazony fragment przetozono do uprzednio
schtodzonej probdéwki, do ktdrej dodano takze 600 pl buforu do lizy RLT Plus (Qiagen) z
dodatkiem reagentu DX (Qiagen) zapobiegajgcemu pienieniu sie buforu. Ograniczenie do 20
mg wynikato z zalecen dotgczonych do instrukcji uzytkowania homogenizatora. Ograniczenie
wielkosci homogenizowanej tkanki skérnej wptywa na wzrost efektywnosci homogenizacji.
Homogenizacje prowadzono przez 2 minuty w 50 Hz.

Izolacje genomowego DNA oraz catkowitego RNA przeprowadzono zgodnie z wytycznymi
zawartymi w protokole zatgczonym do zestawu AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal Kit
(Qiagen). Warto wspomnie¢, ze zgodnie z protokotem, RNA poddano dziataniu DNAzy | w celu
pozbycia sie zanieczyszczenia genomowym DNA. RNA rozpuszczono w wodzie i

przechowywano w -80°C. DNA rozpuszczono w buforze do elucji EB i przechowywano w -20°C.

1.2.2 Ocena ilosciowa i jakosciowa kwasow nukleinowych

Stezenie DNA i RNA oznaczono na podstawie pomiardw absorbancji przy dtugosci fali 260 nm
(A260) z uzyciem spektrofotometru NanoDrop One (ThermoScientific). Czystos¢ materiatu
genetycznego okreslono na podstawie stosunku absorbancji A260/280 oraz A260/230. W
przypadku DNA, ktére ma byé przeznaczone do przygotowania bibliotek do
sekwencjonowania nowej generacji, stezenie materiatu genetycznego musi by¢ oszacowane
z najwyzszg doktadnoscig. W zwigzku z tym, ilosciowy pomiar otrzymany z NanoDropa
potwierdzano z uzyciem alternatywnej metody — pomiaru z uzyciem fluorymetru Qubit 3.0
(Invitrogen) z zastosowaniem zestawu dsDNA Qubit HS Assay Kit.

Dodatkowo, w celu potwierdzenia ilosci i jakosci (braku degradacji) materiatu genetycznego
przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny préb. Elektroforeze prowadzono w 1% zelu
agarozowym w buforze 0,5x TBE. Do wystudzonego roztworu agarozy, bezposrednio przed
wylaniem do aparatu do elektroforezy, dodawano SimplySafe (5 pl na 100 ml buforu TBE),

ktéry petni funkcje interkalatora. Na zel naktadano 6 pl préby (1 pl DNA/RNA + 5 pl obcigzacz
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stezony 6x). Rozdziat prowadzono przez 10-15 min w 100 V w przypadku DNA, oraz 30-40 min
w 100 V w przypadku RNA.

1.2.3 Stracenie kwaséw nukleinowych

W celu otrzymania DNA i RNA o mozliwie najwyzszej czystosci czes¢ prob, dla ktorych
parametry A260/280 oraz A260/230 wykazywaty odstepstwa od pozgdanych wartosci
(A260/280 okoto 1,8 dla DNA oraz 2,0 dla RNA, A260/230 okoto 1,8-2,0), poddano precypitacji
z uzyciem etanolu. W celu wytrgcenia kwaséw nukleinowych z roztworu wodnego dodawano
mieszanine sktadajgcg sie z 3 M octanu sodu stanowigcego 1/10 objetosci roztworu wodnego
kwasu nukleinowego oraz 3 objetosci 100% alkoholu etylowego. Catos¢ inkubowano przez
noc w -20°C, a nastepnie wirowano w 4°C przez 30 minut w 13 000 rpm. W kolejnym kroku
usuwano supernatant i wirowano przez 10 s przy maksymalnej predkosci wiréwki. Powtdrnie
usuwano resztki supernatantu, a osad suszono. Osad zawierajacy RNA rozpuszczono w
wodzie, a DNA w buforze do elucji EB. Nastepnie przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny

wedtug zasad przedstawionych w punkcie wyzej.

1.2.4 Przygotowanie DNA do utworzenia bibliotek

300 ng DNA (200 ng do stworzenia biblioteki z nadmiarem) odpipetowano do probdéwek o
pojemnosci 1,5 ml. W przypadku wysokiego stezenia DNA préby rozciericzano buforem TE.
Koncowa objetos¢ préob wynosita 15-30 pl. W celu zabezpieczenia przed otwarciem, kazda
probéwka zostata doktadnie owinieta parafilmem. Nastepnie probdwki umieszczone w
suchym lodzie wraz z wktadami chtodzgcymi wystano do firm CeGaT (Niemcy) oraz Macrogen
(Korea), ktéorym zlecono przygotowanie, wzbogacenie i sekwencjonowanie bibliotek z

uzyciem sekwenatora nowej generacji.
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1.2.5 Przygotowanie, wzbogacenie oraz sekwencjonowanie bibliotek DNA

1.2.5.1 Biblioteka DNA do WES

Przygotowanie biblioteki zlecono firmie CeGaT i wykonano z uzyciem zestawu SureSelectXT
Library Prep Kit (Agilent). Biblioteke przygotowano z 200 ng DNA zgodnie z instrukcjami
producenta. Wzbogacenie biblioteki polegajgce na zastosowaniu sond komplementarnych do
docelowego regionu o wielkosci 60 Mpz, wykonano z uzyciem zestawu SureSelectXT Human
All Exon V6 (Agilent), umozliwiajgcego pokrycie regionu, obejmujgcego nie tylko czesci
kodujgce gendw, ale takze 5'UTR oraz fragmenty 3'UTR. Wzbogacong biblioteke poddano
sekwencjonowaniu wysokoprzepustowemu w trybie sparowanych koncow (ang. paired-end)

2 x 100 pz z uzyciem platformy firmy lllumina na aparacie NovaSeq 6000.

1.2.5.2 Biblioteka DNA do WMS

Wykonanie biblioteki zlecono firmie Macrogen. Do przygotowania biblioteki zastosowano
zestaw SureSelectXT Library Prep Kit (Agilent). Biblioteke przygotowano z 200 ng DNA zgodnie
z instrukcjami producenta. Wzbogacenie biblioteki wykonano z uzyciem miRNomu- panelu
SureSelect Custom Target Tier 1 (1-499 Kpz) (Agilent) zaprojektowanego w Zaktadzie Genetyki
Molekularnej i nazwanego miRNom.

Zaprojektowane sondy pokrywaty regiony o fgcznej wielkosci 0,50 Mpz, i umozliwiaty pokrycie
1849 gendw miRNA (miRNA obecne w bazie danych miRBase wersja v21; koordynaty
genomowe obejmujg sekwencje pre-miRNA oraz sekwencje flankujgce prekursor obejmujgce
25 nukleotyddw wystepujgcych przed i po sekwencji pre-miRNA), 461 eksondéw 28 gendw
biorgcych udziat w biogenezie miRNA oraz 92 eksonéw 10 gendéw kontrolnych, czesto
mutowanych w wielu typach nowotworédw. Wzbogacong biblioteke poddano
sekwencjonowaniu wysokoprzepustowemu 2 x 100 pz z uzyciem platformy firmy Illlumina i

aparatu HiSeq 4000.

119



MATERIALY I METODY

1.2.6 Analiza danych otrzymanych z sekwencjonowania NGS
Wstepne etapy analizy danych przeprowadzono w firmie CeGaT (w przypadku WES) oraz

Macrogen (w przypadku WMS). Dla kazdej sekwencjonowanej probki otrzymano po dwa pliki
w formacie FASTQ wynikajgce z przeprowadzania sekwencjonowania w dwadch kierunkach 2
x 100 pz. Pliki zdeponowano w zewnetrznym repozytorium danych BioProject/BioSample,
PRINA747148. Plik FASTQ to tekstowy format do przechowywania zarowno sekwencji
nukleotyddéw, jak i odpowiadajgcych jej wynikéw jakosci. Jakos¢ sekwencji zostata
zakodowana w skali phred +33 a rozktad jakosci sprawdzono z uzyciem FastQC.
Demultipleksowanie odczytdw sekwencjonowania przeprowadzono za pomocy lllumina
bcl2fastq (wersja 2.19). Adaptery zostaty przyciete z uzyciem Skewer (wersja 0.2.2) (Jiang, Lei,
Ding, & Zhu, 2014). Kolejne etapy wykonano na superkomputerze Eagle w Poznanskim
Centrum Superkomputerowo-Sieciowym (PCSS). Przeniesienie plikbw na maszyne
obliczeniowg wykonano za pomocg WinSCP. Skrypty umozliwiajgce analize danych
uruchamiano w powtoce BASH. tgczenie z superkomputerem oraz uruchamianie skryptéw
wykonano za pomocg oprogramowania PuTTY. Przy uzyciu Burrows-Wheeler Alignment Tool
(BWA) wykonano mapowanie odczytéw (pliki fastq) do sekwencji referencyjnej genomu
cztowieka w wersji Hg38, co umozliwito otrzymanie pliku w formacie SAM. Duplikaty PCR
zostaty usuniete z uzyciem Picard. Rekalibracje oceny jakosci detekcji nukleotydéw wykonano
z uzyciem GATK (wersja 4.1.2.0). Konwersja SAM do BAM (binarna wersja pliku SAM) zostata
wykonana przy uzyciu SAMtools. Nastepnie w celu przypisania (ang. calling) somatycznych
mutacji punktowych i indeli zastosowano MuTect2 (wersja 4.1.0.0. z wykorzystaniem trybu
nowotwdr — probka normalna). Z pomocg MuTect2 warianty dodatkowo oznaczono za
pomocg panelu préb normalnych (ang. panel of normals; PoN), obejmujgcego warianty
reprezentujgce powszechnie wystepujgce btedy sekwencjonowania, ktére mogg nasladowac
warianty somatyczne o niskiej frakcji alleli. Aby unikng¢ fatszywie pozytywnych mutacji
somatycznych, przeprowadzono filtrowanie pod katem wariantéw germinalnych obecnych w
bazie danych gnomAD (wersja 2.1.1) oraz czestych wariantéw >= 1% (ang. common SNP)
obecnych w bazie dbSNP (wersja 147 dla WES oraz wersja 151 dla WMS). Z listy otrzymanych
mutacji somatycznych dodatkowo usunieto te, ktdre nie spetniaty nastepujgcych kryteridw:
(i) co najmniej pie¢ alternatywnych odczytow wystepujacych w prébce nowotworowej w
przypadku WES oraz 2 odczyty w przypadku WMS; (ii) AAF co najmniej 0,05 w przypadku WES

oraz 0,01 dla WMS; (iii) ilo$¢ alternatywnych odczytéw w prébce nowotworowej co najmniej
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5 razy wyzsza niz w odpowiadajgcej prébce normalnej. Dalsza analiza wariantdw wykrytych
dzieki WES oraz WMS nieznacznie sie od siebie réznita. W przypadku WES do koncowej listy
mutacji dodano informacje o lokalizacji mutacji w subregionach gendéw kodujgcych biatka
(CDS, 5’UTR, 3’UTR lub introny). Adnotacje dodano za pomocg skryptow przygotowanych w
jezyku programowania python przez dr Martyne Urbanek-Trzeciak. Aby przypisa¢ rodzaj
mutacji do podanych wariantéw zastosowano SnpEff, dostepny na platformie Subio-
oprogramowanie do analizy danych muti-omicznych (Subio, Inc., Kagoshima, Japonia,
http://www.subio.jp). Dodatkowo, zgodnie z nomenklaturg HGVS wybrane zmiany wykryte w
genach kodujacych biatka oznaczono wzgledem pozycji w sekwencji kodujgcej (oznaczone
literg ,c.”). Nazwy gendw okreslono zgodnie z nazewnictwem wediug HUGO Gene
Nomenclature Committee (HGNC; Komitet Nomenklatury Gendéw).

W przypadku WMS w celu przypisania mutacji do poszczegdlnych gendw miRNA uzyto
narzedzia miRMut (Urbanek-Trzeciak et al., 2022). Mutacje wykryte w genach miRNA
oznaczono wzgledem odpowiednich transkryptow prekursorow miRNA wg bazy miRBase
(zgodnie z nomenklaturg HGVS oznaczone literg ,,n.”). Okreslono takze wiarygodnosé¢ miRNA
wedtug dwéch baz danych miRBase oraz MiRGeneDB. Wiarygodno$¢ miRNA okreslana w
bazie danych miRBase zalezy od poziomu ekspresji wiodgcej nici miRNA bazujgc na danych z
sekwencjonowania matych czgsteczek RNA (ang. small RNA sequencing). Im wyzsza ilos¢
odczytéw mapujacych sie w regionie miRNA tym wyzsze prawdopodobienstwo prawidtowego
zakwalifikowania czgsteczki do grupy miRNA. miRBase zawiera miRNA zaréwno o wysokiej jak
i niskiej wiarygodnosci. MiRGeneDB zawiera natomiast liste wytgcznie miRNA o wysokiej
wiarygodnosci co wigze sie z mniejszg iloscig miRNA zdeponowanych w tej bazie.
Wiarygodnos$¢ jest okreslana na podstawie konserwatywnosci nici wiodgcej miRNA (Fromm

et al., 2015).
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1.2.7 Analiza sygnatur nowotworowych

W celu wykrycia sygnatur mutacyjnych wykorzystano program MuSiCa (ang. Mutational
Signatures in Cancer; (Diaz-Gay et al., 2018) (http://bioinfo.ciberehd.org:3838/MuSiCa/). Jako
pliki wejsciowe postuzyty pliki z rozszerzeniem VCF zawierajgce liste mutacji somatycznych
zebranych osobno dla kazdej prébki nowotworowej. Dwie préobki (BCC14 oraz BCC21) zostaty
wykluczone 1z analizy ze wzgledu na bardzo niskg liczbe mutacji somatycznych

zidentyfikowanych w tych prébkach.

1.2.8 Wykrywanie goracych miejsc mutacji

Jako gorgce punkty mutacji sklasyfikowano pozycje genomowe zmutowane w co najmniej 3
probkach BCC (>10% analizowanych prébek BCC). Mutacje wystepujgce w bezposrednio
sgsiadujgcych pozycjach genomowych tgczono w jeden gorgcy punkt. Do wykrycia gorgcych
punktéw zastosowano skrypt napisany w jezyku python, przygotowany przez dr Martyne

Urbanek-Trzeciak.

1.2.9 Analiza mutacji dostepnych w bazie danych TCGA

W celu poréwnania czestych mutacji wykrytych w BCC z innymi typami nowotwordw,
przeanalizowano dane z WES dostepne dla 10 369 prébek reprezentujgcych 33 typy
nowotworéw. Dane te wygenerowano i zdeponowano w repozytorium TCGA
(http://cancergenome.nih.gov). Mutacje somatyczne zidentyfikowano za
pomocg standardowego potoku analitycznego (ang. pipeline) TCGA analizujgcego pary probek
(nowotwor i zdrowa tkanka) z zastosowaniem algorytmow takich jak Mutect2, Muse, Varscan
i SomaticSnipper. Za mutacje somatyczne uznano tylko zmiany z adnotacjg “PASS”. Ekstrakcje
mutacji na podstawie danych z TCGA przeprowadzono dla mutacji zlokalizowanych tylko w
wybranych genach, czesto mutowanych w BCC (BAD, DHODH, CHCHDZ2, FLG oraz FLG2).
Analize przeprowadzono z uzyciem skryptu napisanego w jezyku python przez dr Martyne

Urbanek-Trzeciak (Galka-Marciniak i in., 2021).
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1.2.10 Wizualizacja mutacji w genach kodujgcych biatko oraz genach miRNA

Skutki mutacji okreslono za pomocg narzedzia Ensembl Variant Effect Predictor (VEP). Do
wizualizacji mutacji na schematach przedstawiajgcych budowe poszczegdlnych gendw
zastosowano narzedzie ProteinPaint (Zhou et al., 2016). Domeny biatkowe przedstawione na
mapach zostaty umieszczone zgodnie z danymi dostepnymi w bazie UniProt (Apweiler et al.,
2004).

Wykres komutacyjny pokazujacy czesto mutowane geny zostat stworzony przy uzyciu
biblioteki Python CoMut (Crowdis, He, Reardon, & Van Allen, 2020).

W celu wizualizacji mutacji wzdtuz gendw miRNA zastosowano algorytm miRMut (Urbanek-

Trzeciak et al., 2022).

1.2.11 Wptyw mutacji na wybor kodonu start i efektywnos¢ inicjacji translacji

Analiza wyboru kodonu start w procesie inicjacji translacji zostata przeprowadzona z uzyciem
narzedzi ATGpr (Salamov et al., 1998) oraz NetStart 1.0 (Peitsch, 1997). Analizie poddano
sekwencje cDNA (o minimalnej dtugosci 50 nt) typu dzikiego oraz z mutacjg w sekwencji

Kozak.

1.2.12 Analiza i wizualizacja struktury drugorzedowej 2D i 3D RNA

Przewidywanie struktury drugorzedowe] dla podanej sekwencji RNA wykonano z uzyciem
narzedzia Mfold (Zuker, 2003). Predykcje struktury zapisano w formacie Vienna (format
kropkowo-nawiasowy) do wykorzystania w dalszych analizach. Parametry programu zostaty
ustalone w taki sposdb, aby przewidywac optymalng strukture RNA w temperaturze 37°C oraz
1 M NaCl. Mfold umozliwia takze ocene stabilnosci termodynamicznej struktury tworzonej
przez RNA. Wizualizacje struktury przewidywanej przez Mfold przeprowadzono z uzyciem
VARNA (Darty, Denise, & Ponty, 2009).

Struktury okreslone za pomocg Mfold zastosowano do przewidywania struktury przestrzenne;j
(3D) z zastosowaniem RNAComposer (Popenda et al., 2012) a wizualizacje struktury 3D
wykonano z uzyciem PyMOL (wersja 2.5.3). PyMOL umozliwit okreslenie rozbieznosci struktur
3D tworzonych przez geny miRNA bez oraz z mutacjami. Podobienstwo struktur analizowano

za pomocg komendy align.
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1.2.13 Przewidywanie miRNA regulujacych ekspresje genow

Przewidywanie miRNA wigzgcych sie w regionie 3’"UTR wybranych gendw przeprowadzono za
pomocg narzedzia TargetScanHuman wersja 8.0. Po wpisaniu nazwy genu oraz wyborze
odpowiedniego transkryptu otrzymano liste miRNA moggcych wigza¢ sie do wybranego

wczesniej genu wraz ze wskazaniem sekwencji, do ktérej wigze sie miRNA.

1.2.14 Przewidywanie genow, ktorych ekspresje moga regulowaé miRNA

Przewidywanie transkryptow gendw, do ktérych moze wigzac sie miRNA przeprowadzono za
pomocg narzedzia TargetScanHuman Custom wersja 5.2. W wyszukiwarke wpisywano
sekwencje zrédtowg miRNA bez mutacji lub z mutacjg i otrzymano liste genéw, do ktérych
moze wigzac¢ sie miRNA. Wizualizacje poréwnania listy gendw, do ktérych wigze sie miRNA
wykonano za pomoca diagramu Venna
(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/), ktory przedstawia jaka czesé¢ gendw

jest osobna a jaka wspdlna dla dzikiego i mutowanego typu miRNA.

1.2.15 Wykrywanie mutacji napedzajacych
Wykrycie mutacji napedzajgcych wykonano z uzyciem OncodriveFML (Mularoni et al., 2016).

Zmiany napedzajace analizowano nie tylko pod katem kontekstu nukleotydowego (sygnatury)
i czestosci wystepowania mutacji, ale takze szkodliwosci (ang.deleteriousness) mutacji, ktérg
oceniano z uzyciem narzedzia CADD v.1.6 ((Rentzsch et al., 2019); Hg38, wersja 1.6). Analize
wykonano osobno dla kazdego z analizowanych regionéw: region kodujacy, 5'UTR, 3'UTR,
introny, mIiRNA. Zastosowano nastepujgce parametry OncodriveFML: sygnatura
“complement” analizujgca mutacje przy uzyciu 96 rdéznych kontekstéw nukleotydowych;
metoda do porownywania wartosci obserwowanych i symulowanych “amean”- Srednia

arytmetyczna; indele wtgczone do analiz; wartos¢ g <0.1, oraz <0.25.

1.2.16 Analiza regiondow istotnie wzbogaconych w zmiany liczby kopii

W celu wykrycia regiondw ulegajgcych znaczacej amplifikacji lub delecji wykorzystano
GISTIC2.0 (Mermel et al., 2011). GISTIC2.0 umozliwia wykrywanie zmian o potencjale
napedzajgcym, wystepujgcych na poziomie ramienia chromosomu lub na poziomie zmian
ogniskowych (fokalnych). Plik segmentowy konieczny do uruchomienia GISTIC2.0

wygenerowano za pomocy narzedzia CNVkit (Talevich, Shain, Botton, & Bastian, 2016).
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Analize z uzyciem GISCITC2.0 wykonano z zastosowaniem nastepujgcych parametréw: prog
dla amplifikacji/delecji wynosi +/- 0,2; poziom ufnosci 0,9; wartos¢ g <0,25; zastosowanie
metody ‘arm peel-off’; analiza ‘broad-level’ biorgca pod uwage zmiany powyzej potowy
dtugosci ramienia chromosomu. Analize wykonano z uzyciem superkomputera Eagle. Skrypt

zostat przygotowany przez dr Natalie Szdstak z Pracowni Bioinformatyki ICHB PAN.

1.2.17 Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT)

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu SuperScript IV
First-Strand Synthesis System (Invitrogen) zgodnie z protokotem producenta. Do reakcji uzyto
500 ng RNA, a jako startery postuzyly heksamery o losowej sekwencji (ang. random
hexamers). Mieszanine inkubowano w 23°C przez 10 min, 55°C przez 10 min oraz 80°C przez
10 min. Produkty reakcji przechowywano w -20°C. Uzyskany w wyniku reakcji odwrotnej

transkrypcji komplementarny DNA (cDNA) wykorzystywano jako matryce w reakcji PCR.

1.2.18 tancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Reakcje PCR przeprowadzano w celu amplifikacji regiondw posiadajgcych mutacje
somatyczne zidentyfikowane przez sekwencjonowanie NGS. Sktadniki mieszaniny reakcyjne;j
oraz warunki reakcji przedstawiono w ponizszych tabelach (Tabela 12 oraz 13). Jako matryce
stosowano genomowy DNA lub cDNA.

Tabela 12. Sktad mieszaniny do reakcji PCR.

Sktadnik llos¢
bufor Green GoTaq 5x 2ul
starter forward F (10 uM) 1u
starter reverse R (10 uM) 1u
dNTP (10 mM) 0,2 ul
polimeraza GoTaq (5U/ pl) 0,05 pl
DNA 10-50 ng
Woda do 10 ul
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Tabela 13. Warunki reakcji PCR.

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Denaturacja wstepna 95°C 5 min 1
Denaturacja 95°C 30s
Przytgczanie
] 57-63°C 30-60s 35-40
starterow
Wydtuzanie 72°C 45 s
Synteza koricowa 72°C 5 min 1

1.2.19 Sekwencjonowanie produktéow PCR metodg sekwencjonowania
Sangera

Sekwencjonowanie produktow PCR zlecono Pracowni Technik Biologii Molekularnej UAM. Do
sekwencjonowania wykorzystano startery o stezeniu 10 puM. Standardowo do
sekwencjonowania przygotowywano matryce o objetosci 9 ul i dotagczano zdjecie po rozdziale
elektroforetycznym 1 pl matrycy. Wszystkie fragmenty poddano sekwencjonowaniu w dwdch
kierunkach za pomocg zestawu BigDye v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Produkty sekwencjonowania rozdzielono metodg elektroforezy kapilarnej (polimer POP7;
aparat ABI Prism 3130xl; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) zgodnie z zaleceniami
producenta. Pliki w formacie AB1 zawierajgce wyniki sekwencjonowania byty wizualizowane

z uzyciem programu Chromas (wersja 2.5).

1.2.20 Reakcja MLPA

Test MLPA zaprojektowano w celu weryfikacji zmian liczby kopii wykrytych w czesci
chromosomu 9 przy udziale algorytmu GISTIC 2.0. Test sktada sie z 20 sond, w tym (i) 7 sond
rozmieszczonych wzdtuz ramienia chr9p (5 sond) i chr9g (2 sondy), ii) po 2 sondy
zlokalizowane w samym genie lub w poblizu gendw JAK2, PDL2, PDL1 i PTCH1 (tgcznie 8 sond)
oraz iii) 5 sond kontrolnych (zlokalizowanych na réznych chromosomach poza chromosomem
9 i regionami gendw zwigzanych z rakiem). Sekwencje i szczegdétowa charakterystyka sond
zostaty podane w tabeli w punkcie 8.1.8 (Materiaty). Kazda sonda sktada sie z dwdch poétsond
o jednakowej lub réznigce;j sie o 1 nt dtugosci. Catkowita dtugos¢ sondy waha sie od 93 do 172

nt. Sekwencje docelowe dla sond wybrano tak, aby unikngé miejsc wystepowania czestych
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SNP, regiondéw powtdrzeniowych oraz sekwencji o wyjgtkowo wysokiej lub niskiej zawartosci
par GC.

Przed przystgpieniem do reakcji przygotowano mieszanine sond (mix). W tym celu
przeniesiono po 2 pl kazdej potsondy o stezeniu 0,2 mM do probowki o pojemnosci 1,5 ml i
uzupetniono wodg do koricowej objetosci 400 pl. Tak przygotowang mieszanine
przechowywano w temperaturze 4°C. Reakcje MLPA przeprowadzono zgodnie z ogdlnymi
zaleceniami producenta zestawu do MLPA (MRC-Holland). W pierwszym etapie 5 ul DNA (50-
250 ng) poddano denaturacji w 98°C przez 5 minut. Nastepnie prébki schtodzono do
temperatury 25°C oraz dodano 1,5 ul buforu do MLPA oraz 1,5 ul uprzednio przygotowanej
mieszaniny sond. Cato$¢ doktadnie zmieszano przez przepipetowanie zawartosci probdowki.
Nastepnie przeprowadzono denaturacje w 95°C przez 1 min oraz hybrydyzacje sond w 60°C
przez 16-20 h. W kolejnym etapie przygotowano 32 pl mieszaniny, w ktérej sktad wchodzito:
3 ul buforu A oraz 3 ul buforu B (bufory do ligazy), 25 pl wody oraz 1 pl ligazy. Temperature
w termocyklerze obnizono do 54°C i w momencie, gdy prébki znajdowaty sie termocyklerze
dodano uprzednio przygotowang mieszanine w celu przeprowadzenia ligacji sond, ktére
ulegajg hybrydyzacji do DNA. Ligacje przeprowadzono w nastepujgcych warunkach: 15 min w
54°C, 5 min w 95°C, schtodzenie do 20°C. Nastepnie przeprowadzono amplifikacje
zligowanych sond. Do amplifikacji uzyto uniwersalnych starteréw komplementarnych do
regiondw 5’ oraz 3’ PSS zaprojektowanych sond. Sktad mieszaniny reakcyjnej obejmowat: 7,5
pl wody, 2 pl mieszaniny starterdw, 0.5 ul polimerazy. Mieszanine dodano do reakcji MLPA i
amplifikacje przeprowadzono w nastepujgcych warunkach: 35 cykli denaturacji w 95°C przez
30 s, przytaczania starteréw 60°C przez 30 s, oraz elongacji 72°C przez 1 min. Reakcje
zakonczono inkubacjg w 72°C przez 20 min i schtodzeniem préobek do temperatury 20°C.
Nastepnie produkty reakcji MLPA zostaty dostarczone do Pracowni Technik Biologii
Molekularnej UAM, gdzie zostaty rozciericzone 20x w formamidzie HiDi zawierajgcym GS
Liz600, ktéry zastosowano jako wzorzec wielkosci DNA, i rozdzielone metodg elektroforezy
kapilarnej (polimer POP7) w aparacie ABI Prism 3130XL (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA).

Otrzymane elektroferogramy analizowano za pomocg oprogramowania GeneMarker v2.4.0
(SoftGenetics, State College, PA, USA). Dla kazdej pojedynczej probki, intensywnos¢ sygnatu
kazdej sondy zostata podzielona przez srednig geometryczng intensywnosci sygnatu sond

kontrolnych w celu znormalizowania zmiennosci sygnatu. Nastepnie znormalizowany sygnat
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kazdej sondy w prdobkach nowotworu podzielono przez sygnat w normalnych/zdrowych
probkach i pomnozono przez 2. Ostateczny wynik MLPA dla kazdej prébki przedstawiano na
wykresie stupkowym, na ktorym wysokos¢ stupka obrazuje wzgledng wartos¢ liczby kopii

regiondw oznaczonych poszczegdlnymi sondami.

1.2.21 Dodatkowe analizy statystyczne

Obliczenia statystyczne wykonano w S$rodowisku R. Dla kazdego testu statystycznego
obliczano wartos¢ p, za istotne uznano wartosci p<0,05. Stosowane testy statystyczne to: i)
test Manna-Whitneya-Wilcoxona (stosowany przy analizach réznic w wartosci TMB oraz przy
poréwnaniu kontrybucji mutacji do sygnatur pomiedzy podtypami BCC; ii) test Fishera
(stosowany przy analizie wzajemnie wykluczajgcych sie mutacji); iii) test T-studenta dla prob
niezaleznych (stosowany przy okreslaniu wptywu mutacji w KNSTRN na ilos¢ zmian liczby
kopii); iv) rozktad dwumianowy (stosowany przy analizach rozktadu mutacji wzdtuz
prekursorébw miRNA). W przypadku testowania wielokrotnego wprowadzono korekte

wartosci p za pomocg procedury Benjaminiego-Hochberga.
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3’ss- miejsce akceptorowe splicingu (ang. 3’ splice site, acceptor site)

3’UTR- region nieulegajacy translacji zlokalizowany po stronie 3’ sekwencji kodujgcej biatko

(ang. 3’ untranslated region)
5’ss- miejsce donorowe splicingu (ang. 5’ splice site, donor site)

5’UTR- region nieulegajacy translacji zlokalizowany po stronie 5’ sekwencji kodujgcej biatko

(ang. 5’ untranslated region)

5mC- 5-metylocytozyna

A-adenina

aa- aminokwas

AAF- frakcja zmutowanego allelu (ang. alternative allele fraction)

AK- rogowacenie starcze/stoneczne (ang. actinic keratosis)

ASC- srednia kontrybucja mutacji do sygnatur mutacyjnych (ang. average signature
contribution)

Asp- kwas asparaginowy

BCC- rak podstawnokomadrkowy skory (ang. basal cell carcinoma)

BP- miejsce rozgatezienia (ang. branch point)

C-cytozyna

CADD- Combined Annotation Dependent Depletion

cDNA- komplementarny DNA (ang. complementary DNA)

CDS- region kodujacy (ang. coding sequence)

CGC- Cancer Gene Census

COSMIC- Catalogue of Somatic Mutations in Cancer

CPSF- czynnik specyficznosci ciecia i poliadenylacji (ang. cleavage and poliadenylation
specific factor)

D- adenina lub guanina lub tymina

DBS- substytucja dwdch zasad azotowych (ang. double base substitution)

DLBCL- chtoniaki rozlane z duzych komérek B (ang. diffuse large B-cell lymphoma)
DNA- kwas deoksyrybonukleinowy

dsDNA- dwuniciowe DNA (ang. double stranded DNA)

F- starter forward

G-guanina

HPL- dtugos¢ pétsondy (ang. half-probe length)

ICGC- International Cancer Genome Consortium

ID- indele

IRES- wewnetrzne miejsce wigzania rybosomu (ang. internal ribosome entry site)
ISE- wzmacniacz splicing (ang. intronic splicing enhancer)

ISS- wyciszacz splicingu (ang. intronic splicing silencer)

K- guanina lub tymina

Kpz- tysigc par zasad

LGG- nowotwory pochodzenia glejowego o niskim stopniu ztosliwosci (ang. low grade
glioma)

IncRNA- dtugie niekodujgce RNA (ang. long noncoding RNA)

miRISC- ang. microRNA induced silencing complex

mMiRNA- mikroRNA (ang. microRNA)

MLPA- metoda zaleznej od ligacji multipleksowej amplifikacji sond (ang. multiplex
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ligation probe amplification)

MMR- naprawa btednie sparowanych zasad azotowych (ang. mismatch repair)
MOMP- permeabilizacja mitochondrialnej btony zewnetrznej (ang. mitochondrial
outer membrane permeabilization)

Mpz — milion par zasad

MRNA- matrycowy RNA (ang. messenger RNA)

MSI- niestabilnos¢ regiondw mikrosatelitarnych (ang. microsatellite instability)
NGS- sekwencjonowanie nowej generacji (ang. Next Generation Sequencing)
nt — nukleotyd

ORF- otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)

PAS- sygnat poliadenylacji (ang. poliadenylation signal)

PCA- kwas pirolidonokarboksylowy

PCR- reakcja faricuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

Phe- fenyloalanina

post-seed- nukleotydy w dupleksie miRNA znajdujgce sie za regionem zrédtowym
PPT- trakt polipirymidynowy (ang. polypirimidine tract)

pre-miRNA- (wtdérny) prekursor miRNA

pre-seed- nukleotyd w dupleksie miRNA znajdujacy sie przed regionem zrédtowym
pri-miRNA- pierwotny prekursor miRNA, pierwotny transkrypt miRNA

Pro- prolina

PSS- sekwencja komplementarna do startera (ang. primer-specific sequence)
pz- pary zasad

R- adenina lub guanina

R- starter reverse

RNA- kwas rybonukleinowy

rpm- obroty na minute (ang. rotations per minute)

rRNA- rybosomalny RNA (ang. ribosomal RNA)

S- cytozyna lub guanina

SBS — substytucja pojedynczej zasady azotowej (ang. single base substitution)
SCC- rak kolczystokomdrkowy skéry (ang. squamous cell carcinoma)

seed- region Zzrédtowy

Ser- seryna

snRNA- maty jadrowy RNA (ang. small nuclear RNA)

SS- dodatkowa sekwencja (ang. stuffer sequence)

Szlak Shh- szlak sygnatowy Sonic Hedgehog

T-tymina

TCGA- The Cancer Genome Atlas

TF- czynnik transkrypcyjny (ang. transcription factor)

Tm- temperatura topnienia (ang. melting temperature)

TMB- obcigzenie mutacyjne nowotworu (ang. tumor mutational burden)

TPL- dtugos¢ sondy (ang. total-probe length)

tRNA- transportujgcy RNA (ang. transfer RNA)

Trp- tryptofan

TSS- miejsce startu transkrypcji (ang. transcription start site)

TSS- sekwencja komplementarna do regionu docelowego (ang. target-specific sequence)
U-uracyl

UCA- kwas transurokanowy
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UV- swiatto ultrafioletowe

W- adenina lub tymina

WES- sekwencjonowanie catego eksomu (ang. Whole Exome Sequencing)
WMS- sekwencjonowanie catego miRNomu (ang. Whole miRNome Sequencing)
Y- cytozyna lub tymina
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Zatacznik 2. Geny czesto mutowane w

regionie CDS.
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PCDHA1 78 17 -
USH2A 27 16 -
GPR98 34 16 -
SYNE1 29 16 -
PKHD1L1 22 15 -
FSIP2 30 15 -
MUC5B 22 15 -
APOB 28 14 -
XIRP2 19 14 -
PCDHGA1 36 14 -
ZNF469 29 14 -
PTPRD 19 13 Tak
PKHD1 16 13 -
TP53 16 13 Tak
ANK3 18 12 -
IGFN1 19 12 -
RP1 19 12 -
PCDH15 19 12 -
EYS 25 12 -
GRIN2A 17 11 Tak
FAT4 16 11 Tak
DIP2A 13 11 -
PKD1 11 11 -
DCHS2 17 11 -
MUC17 12 11 -
DNAH7 17 11 -
RIMS1 13 11 -
MYO15A 16 11 -
ABCA13 17 11 -
RYR1 15 10 -

MLL2 19 10 -
CSMD2 14 10 -
BAI3 12 10 -
ACAN 17 10 -
PREX1 10 10 -
DSCAM 16 10 -
DNAH9 17 10 -
FBN1 12 10 -
NRG3 12 10 -
FLG 15 10 -
NEFM 11 10 -
MAGEC1 20 10 -
RELN 16 10 -
N 13 10 -
CACNA1H 15 10 -
PRUNE2 12 10 -
FAM135B 15 10 Tak
ZFHX4 13 9 -
SIPA1L2 10 9 -
LRRC7 12 9 -
MYOCD 13 9 -
HDAC9 14 9 -
FLG2 9 9 -
AHNAK2 14 9 -
HEATR7B 14 9 -
FREM2 13 9 -
BNC2 10 9 -
TAF1L 13 9 -
KDR 10 9 Tak
MYH13 10 9 -
SLIT2 12 9 -
THSD7A 13 9 -
VPS13B 12 9 -
SCNSA 12 9 -
STAB2 11 9 -
FREM1 14 9 -
WDFY4 9 9 -
KANK4 9 9 -
PXDNL 12 9 -
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LPA 13 -
POM121L 9 -
KIAA1211 12 -

SVEP1 13 -
CMYAS 37 -
NOTCH1 10 Tak
CKAP5 9 -
SLC8A3 8 -
MYCN 8 Tak
AHNAK 12 -
TDRD6 11 -
FMN2 11 -
ZFYVE26 9 -
ARHGAP3 9 -
NEB 14 -
RREB1 14 -
GRM8 13 -
BIRC6 9 Tak
KIAA1109 13 -
GREB1 11 -
MED12L 8 -
DLC1 9 -
VWF 9 -
WDR87 11 -
ZNF804B 19 -
NLRP12 9 -
MYO7B 12 -
TEP1 11 -
KLHL4 8 -
CNGB1 9 -
PLEC 8 -
NAV3 9 -
GPR112 18 -
MYEF2 8 -
TTBK2 9 -
CASS4 9 -
RP1L1 12 -
ZFHX3 10 Tak
NES 13 -

KIAA1210 9 -
ALPK2 10 -
LRRK2 9 -
SRRM2 9 -
DIDO1 8 -
SPHKAP 10 -
KNDC1 11 -
ZNF831 11 -
SPTA1 16 -
NACA 10 Tak

NOTCH2 8 Tak
SLC4A9 8 -

FAT2 7 -

TMEM13 9 -
CRB1 9 -
CILP2 10 -
UNC80 8 -
PLCL1 7 -
HCN1 8 -
DOCK10 9 -
MBD5 9 -
SHANK1 10 -
ATRNL1 8 -
FSTL5 9 -

RNU6-28 7 -

FBN2 12 -
NPAP1 9 -
0Dz1 10 -
CELSR3 10 -

CACNA1A 10 -
SPAG17 8 -

MYO18B 11 -
SEZ6L 8 -
EPHAS5 7 -
PDE10A 7 -

LRP1 8 -
LAMA2 7 -
ABCA6 7 -
MYO16 8 -
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ZNF521 7 Tak
CELSR2 9 -
PSME4 7 -
UBR4 7 -
CUBN 8 -
PCDHB6 9 -
LPPR4 7 -
ST18 7 -
CXorf22 10 -
NALCN 9 -
ANK2 8 -
TRIOBP 12 -
MYOM3 11 -
ABCA7 8 -
SPTBN2 8 -
ASXL3 7 -
CUX2 7 -
STARD9 8 -
MDN1 11 -
ZNF541 8 _
ACACB 7 -
NWD1 7 -
FRY 8 -
NLRC5 10 -
MYO1H 8 -
MACF1 7 -
PCDHB16 9 -
c7 10 -
MRC1 7 -
EPG5 7 -
VWDE 7 -
CFH 8 -
HIVEP3 7 -
SH2D7 7 -
MEFV 9 -
PRRC2C 9 -
FNDC1 8 -
PLCE1 10 -
FCGBP 11 -

WDR33 8 -
PPP1R3A 8 -
ALMS1 17 -
AK5 8 -
ADCY8 7 -
ZNF536 7 -
Z2IM2 9 -
GCN1L1 6 -
PTPRF 6 -
FAM59A 6 -
TG 8 -
CHRNAS 6 -
SACS 8 -
IL16 8 -
ADAMTS 11 -
SLC4A4 8 -
CDKL5 7 -
SORL1 6 -
CYP17A1 6 -
HMCN1 7 -
ADCY1 6 -
RNU6-71 13 -
ZMAT4 6 -
NELL2 6 -
HUWE1 6 -
SPTB 7 -
MDGA2 7 -
AATK 7 -
ZEB1 6 Tak
BRD4 6 Tak
0oDz4 6 -
MLL 7 -
ROBO3 7 -
URGCP- 6 -
NOS1 6 -
ANKRD30 8 -
ZNF208 6 -
NPR1 7 -
TPTE 6 -
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ROS1 9 Tak
CPS1 6 -
LRRC3B 6 -
PRDM16 7 Tak
DCC 8 Tak
UNC13C 8 -
OPCML 6 -
SPEG 6 -
EPHA10 11 -
CNTNAP2 6 Tak
SLC8A1 8 -
MYOSA 6 -
SPEN 7 Tak
EPHA3 8 Tak
FLNC 7 -
MAP2 6 -
EPB41L3 6 -
NYAP2 7 -
LRBA 6 -
ZNF609 6 -
SYNE2 9 -
ABCA4 7 -
DMXL2 6 -
ULK1 6 -
EPHA6 8 -
FAM75D 6 -
TEX11 6 -
SLcoic1 8 -
GRIN3A 6 -
PTPRZ1 8 -
TNFAIP2 6 -
HCFC1 7 -
HECTD1 7 -
PCDHB8 9 -
TEX15 9 -
FRMPD4 9 -
TTC21A 10 -
PLIN4 8 -
NRAP 13 -

ZMIZ1 6 -
IGSF10 8 -
SIGLEC1 7 ;
HEATRS- 7 -
PCDH9 6 -
SLFN13 6 -
PKD1L1 10 -
GRIN2B 6 -
CHD4 6 Tak
PRIC285 8 -
CHD5 9 -
TTLLG 6 -
CD163L1 9 ;
TIEL 6 -
AKD1 7 ;
LEPR 8 ;
FAM186A | 10 -
RASGRP3 8 -
ZNF804A 7 ;
FREM3 6 -
TRANK1 7 -
KIF6 7 -
CFHRS 6 -
ATP10B 8 -
ITGAM 7 -
CC2D1A 7 -
CEP112 6 -
TRIO 6 -
KCNH8 6 -
TMPRSS1 7 -
FAT1 12 Tak
F5 9 -
REV3L 7 ;
AXDND1 8 ;
WDR? 6 ;
INADL 6 -
CPAMDS 12 -
FCRLS 7 -
KLC1 7 ;
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SYT3

SLC36A2

CREBBP

CTNNA3

SETD1A

DDX60L

CNBD1

MYH7

NCAN

CREB3L4

DNMT3B

CELSR1

MAEL

TMPRSS1

NCKAPS5L

LATS1

ABCB5

MYH3

Cl60rfo96

oToL1

ADAMTS

TIMELESS

PDE6C

PLXNC1

FZD9

ZNF318

SHROOM

MATN4

KANK1

MYO3B

BRWD3

XKR4

SDK2

TNIK

TLN1

FAMS5B

TANC1

ZEB2 6 -
CDYL2 6 -
CDH9 7 -
AKAP13 7 -
VGLL3 6 -
DOCK5 6 -
MYBPC3 6 -
CYP4A11 6 -
PPP1R9A 9 -
PKDREJ 7 -
PoOLQ 9 Tak
FCRL4 6 Tak
GPRIN1 6 _
MLL4 7 -
SLC22A2 7 -
AHRR 6 -
GNAS 9 Tak
ANKRD24 6 _
PIGQ 8 -
KDM4C 8 -
BANK1 9 -
Cl40rf39 7 -
FOXR2 6 -
GPR158 7 -
TGFB1I1 5 -
CARD6 5 -
CTNND2 6 Tak
PCDH7 5 -
FLNA 7 Tak
NOS3 5 -
FSHR 6 -
CNGA3 6 -
A1CF 5 Tak
FLNB 8 -
DNAH3 8 -
ADCY4 5 -
PYGB 6 -
NELL1 5 -
SYNPO 10 -

TECTA

PBRM1

Tak
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CHD7 8 5 - EPHAS8 7 5 -
RBP3 6 5 - GIN1 5 5 -
NEBL 8 5 - UBASH3A 5 5 -
BSN 6 5 - IVL 5 5 -
FAM194A 6 5 - ANKRD11 5 5 -
PCDH1 10 5 - TACC2 6 5 -
TRPM3 7 5 - DIRC2 5 5 -
GRIA2 5 5 - CNKSR2 6 5 -
DYNC1H1 5 5 - CEACAM 5 5 -
FAM171A 6 5 - UGT2B11 8 5 -
DNAJC13 5 5 - RGS11 6 5 -
BCLOL 6 5 Tak SPATA20 5 5 -
KIF1A 5 5 - CDH23 5 5 -
DLG2 5 5 - ITGAX 5 5 -
DCAF4 5 5 - umMoDL1 10 5 -
KIAA0240 5 5 - UsP26 6 5 -
BAI2 5 5 - DAB2 5 5 -
DCAF4L2 5 5 - PCDHB4 6 5 -
BRD1 5 5 - ZSCAN10 5 5 -
RHOT2 8 5 - ARID1A 5 5 Tak
GRIK2 5 5 - RBM19 5 5 -
AR 5 5 Tak FBXO40 5 5 -
CADPS 6 5 - PRKCB 5 5 Tak
CACNA1F 6 5 - PDE3A 5 5 -
PRDM14 5 5 - ARHGEF2 6 5 -
FAM135A 7 5 - NLRP5 9 5 -
GRIK4 5 5 - DOTIL 6 5 -
ABCC11 8 5 - MYH8 5 5 -
ATP13A1 5 5 - SYT16 5 5 -
PLXNA3 6 5 - CCDC155 5 5 -
CADPS2 6 5 - NBAS 5 5 -
FAM155A 5 5 - ALOX15B 6 5 -
RBMXL2 5 5 - SIM1 5 5 -
AKAP6 6 5 - F8 6 5 -
ADAMTS 6 5 - MMRN2 7 5 -
IRS2 6 5 - RIMS2 6 5 -
Cé 7 5 - L1CAM 8 5 -
ARFGEF2 5 5 - DNAH6 6 5 -
SAMDSL 5 5 - ROBO1 6 5 -
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ADAMTSL 6 -
SLFN5 6 -
ARID1B 6 Tak
ROR1 6 -
INTS5 6 -
MYO3A 5 -
EIF2AK3 5 -
MYLK3 5 -
PTPN21 6 -
TLN2 6 -
GPR123 6 -
NBEA 5 Tak
ATP2C2 6 -
KALRN 6 -
FLT4 6 Tak
NCOA3 5 -
SMCHD1 5 -
MEIS2 6 -
BCORL1 6 Tak
GREB1L 5 -
TGM6 5 -
Céorf118 6 -
GPR128 5 -
SLC4A10 6 -
FAM5C 5 -
MSH4 5 -
STARD13 5 -
TRIP11 6 Tak
EYA2 5 -
MEGF8 7 -
RTTN 5 -
KCNT2 6 -
IHH 5 -
ARHGEF1 6 Tak
NOTCH3 6 -
RADIL 7 -
ADAMTS 6 -
ATP13A5 6 -
FAM71B 5 -

CDON 8 -
PIK3CG 6 -
ADGB 5 -
BCHE 6 -
VPS13A 5 -
SHROOM 7 -
ATP13A4 5 -
ZC3HC1 6 -
FSCB 7 -
TRPM5 5 -
DCAF8L1 5 -
MANBA 5 -
WWwC2 5 -
VWA3B 8 -
ITGAD 5 -
Clorf173 5 -
CACNALE 5 _
LCP2 5 -
SNED1 5 _
EML5 5 -
IBSP 6 -
PTPRN 7 -
MYH4 10 -
CNTN3 6 -
NYNRIN 6 -
METTL11 6 -
FAM47A 6 _
PCDHBS5 6 -
TCHH 5 -
ABCA9 5 -
TMEM23 5 -
ABCC8 5 -
DPP10 6 -
GAA 5 -
ATRX 5 Tak
DHX34 5 -
PRSS38 5 -
GLI2 5 -
CCDC88C 7 -
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TCP11 5 -
SLC6A16 5 -
HELB 6 -
EP400 5 -
DYNC2H1 7 -
TNN 6 -
STAB1 5 -
LAMC3 5 -
WNK1 5 -
FSTL4 5 -
TTBK1 6 -
ADAM7 5 -
USP29 5 -
REXO1 7 -
CD93 5 -
ADAMTS 5 -
PSG6 5 -
GLIS3 6 -
NCOR2 5 Tak
C100rf71 15 -
VCAN 7 -
WDR17 6 -
KIAA1107 6 -
C120rf35 9 -
NACAD 8 -
STK11IP 5 -
MS4A14 6 _
JMJD1C 7 -
MuC12 9 -

CCDC129 5 -
PTGFR 5 -
RTL1 5 -
PEAR1 5 -
MAMLD1 9 -
FRYL 5 -
PRRC2B 7 -
NHS 5 -
HHIPL2 5 -
OTOF 8 -
PCYOX1L 6 -
PTPRB 6 Tak
GABRE 7 -
CCDC88B 6 -
TSPEAR 6 -
KLHDC7A 12 -
MAGEC3 14 -
ANKRD30 5 -
KIAA2026 5 -
SGIP1 7 -
SPEF2 8 -
TNRC18 7 -
PTPN13 7 Tak
STOX1 7 -
NLRP4 6 -
HGF 9 -
BLM 6 Tak
OAS3 5 -
SPOCD1 5 -
ATP8B4 6 -
FN1 6 -
CCDC79 5 -
BPIFB6 5 -
TCP11L1 5 -
LAD1 5 -
BTN1A1 6 -
ATP1A1 5 Tak
PARP14 7 -
MKI67 23 -
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Zatacznik 3. Geny czesto mutowane w

intronach.

© c ‘T © 8 E :§ 2
£ 2 £5858| £5¢
z ™ SE|=Egsg| &3

N >

PTCH1 24 20 Tak
PCDHA1 78 17 -
USH2A 27 16 -
GPR98 34 16 -
SYNE1 29 16 -
PKHD1L1 22 15 3
FSIP2 30 15 -
MUC5B 22 15 -
APOB 28 14 -
XIRP2 19 14 -
PCDHGA1 36 14 -
ZNF469 29 14 -
PTPRD 19 13 Tak
PKHD1 16 13 -
TP53 16 13 Tak
ANK3 18 12 -
IGFN1 19 12 -
RP1 19 12 -
PCDH15 19 12 -
EYS 25 12 -
GRIN2A 17 11 Tak
FAT4 16 11 Tak
DIP2A 13 11 -
PKD1 11 11 -
DCHS2 17 11 -
MUC17 12 11 -

DNAH7 17 11 -
RIMS1 13 11 -
MYO15A 16 11 -
ABCA13 17 11 -
RYR1 15 10 -
MLL2 19 10 -
CSMD2 14 10 -
BAI3 12 10 -
ACAN 17 10 -
PREX1 10 10 -
DSCAM 16 10 -
DNAH9 17 10 -
FBN1 12 10 -
NRG3 12 10 -
FLG 15 10 -
NEFM 11 10 -
MAGEC1 20 10 -
RELN 16 10 -
S| 13 10 -
CACNA1H 15 10 -
PRUNE2 12 10 -

FAM1358B 15 10 Tak
ZFHX4 13 9 -
SIPA1L2 10 9 -
LRRC7 12 9 -
MYOCD 13 9 -
HDAC9 14 9 -
FLG2 9 9 .
AHNAK2 14 9 .
HEATR7B2 14 9 -
FREM2 13 9 -
BNC2 10 9 -
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TAF1L 13 - MED12L 8 -
KDR 10 Tak DLC1 9 -
MYH13 10 - VWF 9 -
SLIT2 12 - WDR87 11 -
THSD7A 13 - ZNF804B 19 -
VPS13B 12 - NLRP12 9 -
SCNSA 12 - MYO7B 12 -
STAB2 11 - TEP1 11 -
FREM1 14 - KLHL4 8 -
WDFY4 9 - CNGB1 9 -
KANK4 9 - PLEC 8 -
PXDNL 12 - NAV3 9 -
LPA 13 - GPR112 18 -
POM121L12 9 - MYEF2 8 -
KIAA1211 12 - TTBK2 9 -
SVEP1 13 - CASS4 9 -
CMYAS 37 - RP1L1 12 -
NOTCH1 10 Tak ZFHX3 10 Tak
CKAP5 9 - NES 13 -
SLC8A3 8 - KIAA1210 9 -
MYCN 8 Tak ALPK2 10 -
AHNAK 12 - LRRK2 9 -
TDRD6 11 - SRRM2 9 -
FMN2 11 - DIDO1 8 -
ZFYVE26 9 - SPHKAP 10 -
ARHGAP35 9 - KNDC1 11 -
NEB 14 - ZNF831 11 -
RREB1 14 - SPTA1 16 -
GRM8 13 - NACA 10 Tak
BIRC6 9 Tak NOTCH2 8 Tak
KIAA1109 13 - SLC4A9 8 -
GREB1 11 - FAT2 7 -
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TMEM132D 9 - LPPR4 7
CRB1 9 - ST18 7
CILP2 10 - CXorf22 10
UNC80 8 - NALCN 9
PLCL1 7 - ANK2 8
HCN1 8 - TRIOBP 12
DOCK10 9 - MYOM3 11
MBD5 9 - ABCA7 8
SHANK1 10 - SPTBN2 8
ATRNL1 8 - ASXL3 7
FSTL5 9 - CUX2 7
RNU6-28 7 - STARDS 8
FBN2 12 - MDN1 11
NPAP1 9 - ZNF541 8
0DzZ1 10 - ACACB 7
CELSR3 10 - NWD1 7
CACNA1A 10 - FRY 8
SPAG17 8 - NLRC5 10
MYO18B 11 - MYO1H 8
SEZ6L 8 - MACF1 7
EPHAS5 7 - PCDHB16 9
PDE10A 7 - c7 10
LRP1 8 - MRC1 7
LAMA2 7 - EPG5 7
ABCA6 7 - VWDE 7
MYO16 8 - CFH 8
ZNF521 7 Tak HIVEP3 7
CELSR2 9 - SH2D7 7
PSME4 7 - MEFV 9
UBR4 7 - PRRC2C 9
CUBN 8 - FNDC1 8
PCDHB6 9 - PLCE1 10
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FCGBP 11 - MLL 7 ,
WDR33 8 - ROBO3 7 -
PPP1R3A 8 - URGCP-MRPS24 6 -
ALMS1 17 - NOS1 6 -
AK5 8 - ANKRD30A 8 -
ADCY8 7 - ZNF208 6 -
ZNF536 7 - NPR1 7 -
M2 9 - TPTE 6 ,
GCN1L1 6 - ROS1 9 Tak
PTPRF 6 - CPs1 6 -
FAM59A 6 - LRRC3B 6 -
TG 8 - PRDM16 7 Tak
CHRNA9 6 - (o 8 Tak
SACS 8 - UNC13C 8 -
IL16 8 - OPCML 6 -
ADAMTS20 11 - SPEG 6 -
SLC4A4 8 - EPHA10 11 -
CDKL5 7 - CNTNAP2 6 Tak
SORL1 6 - SLC8A1 8 -
CYP17A1 6 - MYO9A 6 -
HMCN1 7 - SPEN 7 Tak
ADCY1 6 - EPHA3 8 Tak
RNU6-71 13 - FLNC 7 -
ZMAT4 6 - MAP2 6 ,
NELL2 6 - EPB41L3 6 -
HUWE1 6 - NYAP2 7 -
SPTB 7 - LRBA 6 ,
MDGA2 7 - ZNF609 6 -
AATK 7 - SYNE2 9 -
ZEB1 6 Tak ABCA4 7 -
BRD4 6 Tak DMXL2 6 -
oDz4 6 - ULK1 6 -

163



ZALACZNIKI

EPHAG6 8 - RASGRP3 8 -
FAM75D1 6 - ZNF804A 7 -
TEX11 6 - FREM3 6 -
sLcoicl 8 - TRANK1 7 -
GRIN3A 6 - KIF6 7 -
PTPRZ1 8 - CFHR5 6 -
TNFAIP2 6 - ATP10B 8 -
HCFC1 7 - ITGAM 7 -
HECTD1 7 - CC2D1A 7 -
PCDHBS 9 - CEP112 6 -
TEX15 9 - TRIO 6 -
FRMPD4 9 - KCNH8 6 ,
TTC21A 10 - TMPRSS11F 7 -
PLIN4 8 - FAT1 12 Tak
NRAP 13 - F5 9 ,
ZMIZ1 6 - REV3L 7 -
IGSF10 8 - AXDND1 8 -
SIGLEC1 7 - WDR7 6 -
HEATR8-TTC4 7 - INADL 6 -
PCDH9 6 - CPAMDS 12 -
SLFN13 6 - FCRL5 7 -
PKD1L1 10 - KLC1 7 -
GRIN2B 6 - ZEB2 6 -
CHD4 6 Tak cpyL2 6 -
PRIC285 8 - CDH9 7 -
CHD5 9 - AKAP13 7 -
TTLL6 6 - VGLL3 6 -
CD163L1 9 - DOCK5 6 -
TIEL 6 - MYBPC3 6 -
AKD1 7 - CYP4A11 6 -
LEPR 8 - PPP1R9A 9 -
FAM186A 10 - PKDRE] 7 -
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POLQ 9 Tak CTNNA3 -
FCRL4 6 Tak SETD1A -
GPRIN1 6 - DDX60L -
MLL4 7 - CNBD1 Tak
SLC22A25 7 - MYH7 -
AHRR 6 - NCAN -
GNAS 9 Tak CREB3L4 -
ANKRD24 6 - DNMT3B -
PIGQ 8 - CELSR1 -
KDM4C 8 - MAEL -
BANK1 9 - TMPRSS11B -
Cl40rf39 7 - NCKAP5L -
FOXR2 6 - LATS1 Tak
GPR158 7 - ABCB5 -
TGFB1I1 5 - MYH3 -
CARD6 5 - C160rf96 -
CTNND2 6 Tak oToL1 -
PCDH7 5 - ADAMTS7? -
FLNA 7 Tak TIMELESS -
NOS3 5 - PDE6C -
FSHR 6 - PLXNC1 -
CNGA3 6 - FZD9 -
A1CF 5 Tak ZNF318 -
FLNB 8 - SHROOM2 -
DNAH3 8 - MATN4 -
ADCY4 5 - KANK1 -
PYGB 6 - MYO3B -
NELL1 5 - BRWD3 -
SYNPO 10 - XKR4 -
SYT3 5 - SDK2 -
SLC36A2 5 - TNIK -
CREBBP 7 Tak TLN1 -
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FAM5B 6 - ATP13A1 5 -
TANC1 5 - PLXNA3 6 -
TECTA 5 - CADPS2 6 -
PBRM1 5 Tak FAM155A 5 -
CHD7 8 - RBMXL2 5 -
RBP3 6 - AKAP6 6 -
NEBL 8 - ADAMTS19 6 -
BSN 6 - IRS2 6 -
FAM194A 6 - Cé 7 -
PCDH1 10 - ARFGEF2 5 -
TRPM3 7 - SAMDSL 5 -
GRIA2 5 - EPHAS8 7 -
DYNC1H1 5 - GIN1 5 -
FAM171A1 6 - UBASH3A 5 -
DNAJC13 5 - IVL 5 -
BCLOL 6 Tak ANKRD11 5 -
KIF1A 5 - TACC2 6 -
DLG2 5 - DIRC2 5 -
DCAF4 5 - CNKSR2 6 -
KIAA0240 5 - CEACAMS 5 -
BAI2 5 - UGT2B11 8 -
DCAF4L2 5 - RGS11 6 -
BRD1 5 - SPATA20 5 -
RHOT2 8 - CDH23 5 -
GRIK2 5 - ITGAX 5 -
AR 5 Tak umMoDL1 10 -
CADPS 6 - UsP26 6 -
CACNA1F 6 - DAB2 5 -
PRDM14 5 - PCDHB4 6 -
FAM135A 7 - ZSCAN10 5 -
GRIK4 5 - ARID1A 5 Tak
ABCC11 8 - RBM19 5 -
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FBX040 - FLT4 Tak
PRKCB Tak NCOA3 -
PDE3A - SMCHD1 -
ARHGEF2 - MEIS2 -
NLRP5 - BCORL1 Tak
DOT1L - GREB1L -
MYH8 - TGM6 -
SYT16 - C6orf118 -
CCDC155 - GPR128 -
NBAS - SLC4A10 -
ALOX15B - FAMS5C -
sim1 - MSH4 )
F8 - STARD13 -
MMRN2 - TRIP11 Tak
RIMS2 - EYA2 -
L1CAM - MEGF8 -
DNAH6 - RTTN -
ROBO1 - KCNT2 -
ADAMTSL3 - IHH -
SLFN5 - ARHGEF10L Tak
ARID1B Tak NOTCH3 -
ROR1 - RADIL -
INTSS - ADAMTS12 -
MYO3A - ATP13A5 -
EIF2AK3 - FAM71B )
MYLK3 - CDON -
PTPN21 - PIK3CG -
TLN2 - ADGB -
GPR123 - BCHE -
NBEA Tak VPS13A -
ATP2C2 - SHROOM3 -
KALRN - ATP13A4 -
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ZC3HC1 6 - €CDC129 5 -
FSCB 7 - PTGFR 5 -
TRPM5 5 - RTL1 5 ,
DCAF8L1 5 - PEAR1 5 -
MANBA 5 - MAMLD1 9 -
WwC2 5 - FRYL 5 -
VWA3B 8 - PRRC2B 7 -
ITGAD 5 - NHS 5 -
Clorf173 5 - HHIPL2 5 -
CACNA1E 5 - OTOF 8 -
LcP2 5 - PCYOXI1L 6 -
SNED1 5 - PTPRB 6 Tak
EML5 5 - GABRE 7 -
IBSP 6 - CCDC88B 6 -
PTPRN 7 - TSPEAR 6 -
MYH4 10 - KLHDC7A 12 -
CNTN3 6 - MAGEC3 14 -
NYNRIN 6 - ANKRD30B 5 -
METTL11B 6 - KIAA2026 5 -
FAMA47A 6 - SGIP1 7 -
PCDHB5 6 - SPEF2 8 ,
TCHH 5 - TNRC18 7 -
ABCA9 5 - PTPN13 7 Tak
TMEM232 5 - STOX1 7 -
ABCC8 5 - NLRP4 6 ,
DPP10 6 - HGF 9 -
GAA 5 - BLM 6 Tak
ATRX 5 Tak 0AS3 5 -
DHX34 5 - SPOCD1 5 -
PRSS38 5 - ATP8B4 6 -
GLI2 5 - FN1 6 ,
CCDC88C 7 - ccDC79 5 -
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BPIFB6 5 - STK11IP
TCP11L1 5 - MS4A14
LAD1 5 - JMJD1C
BTN1A1 6 - MuC12
ATP1A1 5 Tak
PARP14 7 -
MKI67 23 -
TCP11 5 -
SLC6A16 5 -
HELB 6 -
EP400 5 -
DYNC2H1 7 -
TNN 6 -
STAB1 5 -
LAMC3 5 -
WNK1 5 -
FSTL4 5 -
TTBK1 6 -
ADAM7 5 -
UsP29 5 -
REXO1 7 -
CD93 5 -
ADAMTS2 5 -
PSG6 5 -
GLIS3 6 -
NCOR2 5 Tak
C100rf71 15 -
VCAN 7 -
WDR17 6 -
KIAA1107 6 -
C120rf35 9 -
NACAD 8 -
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Zatacznik 4. Regiony ulegajgce amplifikacjom oraz delecjom na podstawie analiz z uzyciem
GISTIC 2.0.

Prazek
chromosomowy

1p36.11

1p36.21

1p36.33

1921.1

1921.3

1931.3

1q44

2p25.3

2937.3

3p12.3

3929

3929

4p16.1

4q13.2

4q13.2

5p15.33

5q13.2

5035.3

5035.3

6p21.32

g-wartos¢

1,57E-11

0,0002

2,44E-05

1,75E-05

2,38E-06

6,97E-07

0,0004

0,1622

0,0938

3,13E-05

0,0001

0,0001

5,80E-06

3,30E-12

1,19E-06

0,0497

0,0052

1,19E-06

4,54E-05

3,30E-12

Nazwa genu

amplifikacje

RSRP1

PRAMEF6

MMP23A;SLC35E2;CDK11A

RNU1-4;RNU1-3;RNU1-2;RNU1-1;L0C388692;FAM72C;FAM231D;LOC645166;FCGR1CP;RNVU1-17

LCE2D;LCE3A;LCE3B;LCE3C

CFHR1

OR2T10;0R2T11

TPO

LOC285095;L0C102723927

FAM86DP;MIR1324;MIR4444-1

MUC4

MUC20;LINC00969;MIR570;SDHAP2;L0C105374297

USP17L9P;USP171L24;USP17L25;USP171L26;USP17L27;USP171L28;USP17L29;USP17L30;USP17L1;USP1
7L12;USP17L17;USP17L19;USP17120

UGT2B28

TMPRSS11E

ZDHHC11

LOC102724392

RACK1;BTNL3;0R2V1;TRIM7;TRIM52;TRIM41;BTNL9;OR2V2;SNORD95;SNORDS6A; TRIM52-
AS1;MIR4638;CTC-338M12.4;MIR8089;L0C102577426

OR4F16;0R4F29

HLA-DQA1;HLA-DRA;HLA-DRB1;HLA-DRB5;HLA-DRB6
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6p21.32

6p22.1

7q22.1

7934

8p11.22

8p23.1

8p23.1

8p23.1

8g21.2

9p11.2

9p11.2

9p24.3

10926.3

11q11

11q12.2

11q14.3

12p13.2

13q11

14q32.33

15q11.2

15q11.2

15q26.3

16p11.2

16p13.11

17p11.2

17¢21.31

0,0002

2,01E-09

0,0431

0,0154

3,10E-06

4,31E-07

4,15E-06

8,98E-07

0,0052

0,0022

0,029

0,001

1,27E-10

6,04E-08

0,0071

0,0098

0,0003

5,86E-06

0,1795

0,0006

0,0071

0,0813

0,002

0,0297

0,0001

1,38E-05

HLA-DPA1;HLA-DPB1;HLA-DPB2;HCG24

HLA-A;HCG4B

RASA4;POLR2J2;SPDYE2;POLR2J3;UPK3BL;RASA4B

TAS2R38;MGAM

ADAM3A;ADAM5

FAMS0A10P

DEFB109P1;LO0C649352;FAM66A

USP17L2;L0C392196;USP17L7;FAM66D

REXO1L2P

SPATA31A6

ANKRD20A3;ANKRD20A2;AQP7P3;GXYLT1P3;FAM95B1;MIR1299;L0C101929583;L0C102724580

FOXD4;FAM138A;FAM138C;MIR1302-2;MIR1302-9;MIR1302-10;MIR1302-11;PGM5P3-AS1

DUX4

OR4P4;0R4C16;0R4C11;0R452;0R4C6

PGA5;PGA3;PGA4

TRIMA49

TAS2R43;TAS2R46

FAM230C;LINCO0417

LINC00226;LINC00221;MIR5195;MIR7641-2

OR4N4;IGHV10R15-1;0R4M2;0R4N3P

GOLGA6L1;GOLGA6L22;GOLGASDP;MIR4509-1;MIR4509-2

OR4F4;WASH3P;FAM138E;DDX11L9;MIR1302-2;MIR1302-9;MIR1302-10;MIR1302-11;MIR6859-

2;MIR6859-3;MIR6859-1

TP53TG3;L0C390705;TP53TG3C;TP53TG3B;TP53TG3E; TP53TG3F

PDXDC1;MIR1972-1;MIR1972-2

FAM106A;USP32P2;LGALS9C

LRRC37A
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18g21.1 0,0001 TCEB3CL;TCEB3CL2
19p13.3 0,0158 OR4F17;WASH5P;FAM138A;FAM138C;MIR1302-2;MIR1302-9;MIR1302-10;MIR1302-11
19g13.31  0,0009 PSG1;PSG2;PSG6;PSG7;PSG11;PSG10P;LOC100289650

CSNK2A1;FKBP1A;SOX12;TCF15;PSMF1;SNPH;SIRPB1;RBCK1;SDCBP2;ANGPT4;,TMEM74B;NSFL1C;TR
IB3;NRSN2;DEFB126;FAM110A;ZCCHC3;SCRT2;SLC52A3;TBC1D20;SIRPD;C200rf96;SRXN1;DEFB127;

20p13 0,009 DEFB129;DEFB125;DEFB128;SIRPB2;RSPO4;DEFB132;C200rf202;RAD21L1;NRSN2-AS1;SDCBP2-
AS1;FKBP1A-SDCBP2;MIR6869;L0C105372493
21p11.2 0,0564 TPTE
22ql11.1 0,0571 POTEH;OR11H1;CCT8L2;DUXAP8;POTEH-AS1;BMS1P17;LINC01297;BMS1P22
22q11.21 0,0021 FAM230A;TMEM191B;LOC729461
22q11.23 0,0001 DDT;GSTT2;GSTTP1;L0C391322;GSTT2B;DDTL
delecje
1pl11.2 0,0007 RNVU1-19
1p21.1 1.5273e- AMY1A;AMY1B;AMY1C,AMY2A
07
1p36.11 0,0085 RHD;RSRP1
1923.3 0,0056 HSPA7;FCGR2C
1931.3 0,0003 CFHR1;CFHR3
2p11.2 0,067 LOC654342
2p11.2 0,1305 LINC00152;MIR4435-2;MIR4771-1;MIR4435-1
3929 0,0496 MUC20;LINC00969;MIR570;SDHAP2
4p15.2 0,155 STIM2
4pl6.1 0,0014 USP17L6P;USP17L9P;USP17L24;USP17L25;USP17L26;USP17L27;USP17L28;USP17L29;USP17L30;US
P17L11;USP17L12;USP17L13;USP17L17;USP17L19;USP17L20;USP17L15
4q11 0,0167 DCUN1D4
4q13.2 0,0496 UGT2B15;UGT2B17;TMPRSS11E
4q935.2 0,016 DUX4;DBET
5p15.33 0,155 ZDHHC11
5q13.2 0,0533 SMAS5;L0C441081;GUSBP3;GUSBP9;L0C102724392

172



ZALACZNIKI

5q035.3 0,0014 BTNL3;BTNL8
6pll.1 0,067 LINCO0680-GUSBP4
6p21.33 0,1404 CDSN;HLA-B;HLA-

C;MICB;POUS5F1;TCF19;DDX39B;HCP5;C60rf15;CCHCR1;PSORS1C1;PSORS1C2;HCG27;HCG26;MCCD
1;,SNORD117;PSORS1C3;MICA;ATP6V1G2-DDX39B;MIR6891

6p25.3 0,1787 IRF4;DUSP22

8pll.1 0,1128 POTEA

8p11.22 0,0014 ADAM3A;ADAM18;ADAM32;ADAMS5;L0C100130964

8p23.1 0,0003 DEFB109P1;LO0C649352;FAM66A

8p23.1 0,0179 FAMS0A7P

8p23.1 0,1268 LINCO0965

8g21.2 0,0001 REXO1L2P

9p24.3 0,0496 FOXD4;FAM138A;FAM138C;WASH1;DDX11L5;MIR1302-2;MIR1302-9;MIR1302-10;MIR1302-

11;,PGM5P3-AS1

9q11 0,0014 SPATA31A7

9q12 0,0556 SPATA31A7;FAM74A1;SPATA31A5
10g11.22  0,0019 ANXAS8L1;FAM25BP

10g26.3 0,0195 DUX4

11p11.11  0,0001 OR4C46

11qg12.2 0,0045 PGA5;PGA3;PGA4

11q14.3 0,1492 TRIMA49

12p13.31  0,0068 KLRB1

12p13.33 0,016 IQSEC3;FAM138D;LOC100288778

12q11 0,0143 ALG10

14q11.2 0,0179 OR4K5;0R11H2;0R4K1;0R4N2;0R4K2;0R4Q3;0R4M1
15q11.2 0,1268 NBEAP1;HERC2P3;GOLGA6L6;GOLGASCP
15g26.3 0,0039 LOC100128108
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15¢26.3 0,067 OR4F4;WASH3P;FAM138E;DDX11L9;MIR1302-2;MIR1302-9;MIR1302-10;MIR1302-11;MIR6859-
2;MIR6859-3;MIR6859-1

16p11.1 0,027 LINCO1566

16q11.1 0,0014 ANKRD26P1

16g24.3 0,1268 FAM157C

17p11.1 0,0062 LOC105371703

17p11.2 0,0014 FAM106A;USP32P2;CCDC144B;LGALSOC;KRT16P1

17p11.2 0,1404 KCNJ12;C170rf51;KCNJ18

17q12 0,0602 TBC1D3F;TBC1D3C;LOC440434,TBC1D3;TBC1D3H;TBC1D3G;TBC1D3K;TBC1D3L;L0C101060389;TBC
1D3E;TBC1D3I

17921.31  0,0001 NSF;LRRC37A;ARL17A;LRRC37A2;NSFP1;ARL17B

18p11.1 0,0014 ROCK1

18g21.1 0,0556 TCEB3B;KATNAL2;TCEB3C;TCEB3CL; TCEB3CL2

19p13.3 0,1128 OR4F17;WASH5P;FAM138A;FAM138C;MIR1302-2;MIR1302-9;MIR1302-10;MIR1302-11
20p12.1 0,2314 SPTLC3;TASP1;I1SM1;LOC100505515;I1SM1-AS1;L0C101929486;L0C102606466
21p11.2 0,14 TPTE

22q11.21  8.541e-06 = RIMBP3;TMEM191B;PI4KAP1

22q11.23 | 0,0496 GRK3;CRYBB2;CRYBB2P1;IGLL3P;LRP5L;MIR6817

229q11.23  0,1492 DDT;GSTT2;GSTTP1;L0C391322;GSTTP2;GSTT2B;DDTL
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Zatgcznik 5. Zmiany liczby kopii zlokalizowane na chromosomie 9, wykryte przez reakcje

MLPA.
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Zatgcznik 6. Mutacje w promotorze genu TERT wykryte przez sekwencjonowanie metoda

Sangera.

BCC1 c.-146 G>A
ACCCGGGAGGGGT

=

BCC3 c.-146 G>A
ACCCGGGAGGGGT

8

BCC4 c.-146 G>A
ACCCGGG CGGGGT

:

BCC18 c.-146 G>A
ACCCGGGAGGGGT

23

BCC25 c.-146 G>A
ACCCGGGAGGGGT

=

BCC26 c.-146 G>A
AMCCGGGAGGGGT

A

BCC27 c.-146 G>A
ACCCGGGAGGGGT

3

BCC18 c.-101 G>A
AAAGGAAGGGGAGGGGCTGGSE

BCC26 c.-100 G>A
AAAGGAAGGGGAGGGGCTGGG

BCC27 c.-101 G>A
AAAGGAAGGGGAGGGGCTGGG

BCC5 c.-139_138delinsAA
GGGCCGGGGACCC GGG

BCC11 ¢.-139_138delinsAA
GGGC CGGGGACCCGGEG

BCC28 ¢.-124 G>A
GGGCCCGGAGGGGGCTGGG
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Zatgcznik 7. Mutacje w promotorze genu DPH3 wykryte sekwencjonowaniem metoda
Sangera.

BCC5 ¢.-122_121delinsTT
AAGGACTAGCCCTTCCGGCGCATAGG

BCC16 c.-122_121delinsTT BCC16 c.-150 C>T
AAGG ACTAGCCCTTCCGGCGCATAGG GACGCAACTCCGCCCTGCGCGGCC

bbbl b

BCC18 c.-122 C>T
AAGG ACTAGCCCTTCCGGCGCATAGG

BCC24 c.-122_121delinsTT
AAGGACTAGCCCTTCCGGCGCATAGG

BCC28 c.-121 C>T
AAGG ACTAGCCCTTCCGGCGCATAGG!
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