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Kopsavilkums

Magistra darba mérkis ir noteikt BRCA 1 un BRCA2 variantu Tpatsvaru starp onkologiski
veselam sievietem Latvijas populacija, izmantojot nakamas paaudzes sekvencéSanas (NGS)
tehnologiju.

Darba apkopota literatiira par parmantotu kriits un olnicu vézi, augstas penetrances
BRCAI un BRCA2 génu raksturojumu, mérktiecigas sekvencéSanas pieeju, ka ar1 apskatita
genétisko variantu klasifikacija un interpretacija saskana BRCA/ un BRCA2 génu specifiskam
vadlinijam.

RSU Onkologijas un molekularas genétikas institita veiktaja petijuma iesaistija
onkologiski veselus dalibniekus (n=538), kuri nodeva siekalu paraugu ar mérki veikt BRCA1
un BRCA2 génu analizi. No biologiska materiala izdalija DNS, sagatavoja nakamas paaudzes
sekvencésanas bibliotekas un veica to sekvencesanu . Kvalitates kontrolei, sekvencu un kopiju
skaita variacijas (CNV) analizei izmantoja CLC Genomics Workbench bioinformatikas riku,
kur iegtti varianti pamata tika klasificeti balstoties uz ENIGMA konsorcijas ekspertu varianta
interpretaciju un publiski pieejamu informaciju par variantu citas datubazes. Klasificeti kltniski
nozimigi  genétiski  varianti  validéti ar “zelta” standarta metodi  Sangera
sekvencéSanu, identificetas lielas strukturalas izmainas parbauditas ar multipleksa ligacijas
atkarigo provju amplifikacijas (MLPA) metodi. Katra identific€ta varianta sastopamiba
pétijuma apkopota, izmantojot RStudio statistisko datu analizes riku.

Identificéti un klasificéti septini kliniski nozimigi varianti BRCA1 un BRCA2 génos un
viena kliniski nozimiga liela strukturala izmaina BRCA/ geéna. Ka ari, salidzinata BRCAI un
BRCA?2 labdabigu variantu sastopamiba ar publiski pieejamiem varianta biezuma datiem no
Igaunijas, Korejas, Somijas, Niderlandes, Zviedrijas, Japanas un Spanijas populacijas.
Rezultata Latvijas populacija identific€to variantu biezumam novérota tuvaka lidziba ar

Igaunijas populaciju.

Atslegvardi: BRCAI, BRCA2, parmantots kriits un olnicu vézis, nakamas paaudzes

sekvencesana (NGS)



Summary

The aim of the Master’s thesis is to determine the proportion of BRCAI and BRCA2
variants among oncological healthy women in the Latvian population using next-generation
sequencing (NGS) technology.

The thesis reviews the literature on hereditary breast and ovarian cancer,
characterisation of high penetrance BRCAI and BRCA2 genes, targeted sequencing approach,
and classification and interpretation of genetic variants according to BRCA1 and BRCA2 gene-
specific guidelines.

The study, performed by the RSU Institute of Oncology and Molecular Genetics,
involved oncological healthy participants (n=538) who provided a saliva sample for BRCA!
and BRCA?2 gene analysis. DNA was extracted from the biological material, next generation
sequencing libraries were prepared and sequenced. The CLC Genomics Workbench
bioinformatics tool was used for quality control, sequence and copy number variation (CNV)
analysis, where the resulting variants were basically classified on the basis of the ENIGMA
consortium experts' interpretation of the variant and publicly available information about the
variant in other databases. Classified clinically significant genetic variants were validated by
the “gold” standard method Sanger sequencing, identified major structural changes were
verified by multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA). The frequency of each
identified variant in the study was summarized using the RStudio statistical data analysis tool.

Seven clinically significant variants in the BRCA and BRCA2 genes and one clinically
insignificant major structural change in the BRCA/ gene were identified and classified. In
addition, the incidence of benign variants in BRCAI and BRCA2 was compared with publicly
available variant frequency data from Estonian, Korean, Finnish, Dutch, Swedish, Japanese and
Spanish populations. As a result, the frequency of variants identified in the Latvian population

is more similar to the Estonian population.

Keywords: BRCAI, BRCA2, hereditary breast and ovarian cancer, next-generation sequencing

(NGS)
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parmantots kriits un olnicu vézis (ang. v. Hereditary breast and ovarian
cancer)

viena nukleotida nomainas variants (ang. v. Single Nucleotide Variant)
multipleksa ligacijas atkarigo provju amplifikacija (ang. v. Multiplex

Ligation-dependent Probe Amplification)
kriits véza géns 1, 2 (ang.v. breast cancer gene 1, 2)

nakamas paaudzes sekvencéSana (ang.v. Next-generation sequencing)
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variants ar neskaidru nozimi (ang. v. Variant of Uncertain Significance)
formalina fiksetas un parafina iegultas vielas (angl. v. Formalin-Fixed
Paraffin-Embedded)

homologiskas rekombinacijas labosana (angl. v. Homologous
Recombination Repair)

pilna genoma sekvencéSana (angl. v. Whole-genome sequencing)

pilna eksoma sekvencéSana (angl. v. Whole-exome sequencing)

variantu kuratoru ekspertu grupas (angl. v. Variant Curation Expert Panel)

mérktieciga sekvenc@Sana (angl. v. Targeted Sequencing)



IEVADS

Katru gadu ap 2,3 miljonam cilvéku tiek diagnosticéts kriits vezis, kas ir biezakais
laundabigais audzgjs sievietem [9;86]. Saskana ar GLOBOCAN 2022. gada tika registréti
666103 naves gadijumi no kriits véza, kas sievietem ir 15,4% no v&Za saistitiem naves
gadijumiem [9]. Lai gan olnicu vézis ir retak sastopams, tas ir saistits ar augstu mirstibu, jo
diagnosticéts velina stadija, un veido 5 % no visiem ar v&zi saistitajiem naves gadijumiem|[73].
Latvija katru gadu pirmreizgji registré kriits vézi ap 1100 sievietém un olnicu vezi ap 240
sievieteém, kas péc vecuma standartiz€tiem saslimstibas raditajiem ir augstak neka vidgji
Eiropas Savieniba (ES) un veido ievérojamu veselibas apriipes slogu [73].

Neskatoties uz to, ka lielaka dala no kriits un olnicu véza saslimsanas gadijumiem ir
sporadiskie, aptuveni 5-10% kriits audz&ju un 10-15% olnicu audzg&ju ir parmantoti [58;59;86].
Visbiezak parmantots kriits un olnicu vezis ir saistits ar augstas penetrances géniem BRCA [ un
BRCA2, kas ir nozimigi véza genétiska riska novertésana [6;26;37;49]. Populacija risks saslimst
ar kriits vézi dzives laika ir ap 12% un ar olnicu vé&zi aptuveni 1-2% [59]. Sievieteém ar
parmantoto patogéno variantu BRCAI vai BRCA2 géna Sis risks saslimst 1idz 70 gadiem
sasniedz 55-72% vai 45-69% kriits véza gadijuma un 39-44% vai 11-17% olnicu véza gadijuma
[59].

BRCA1/BRCA?2 geni ir 110 kb un 84 kb gari proteinus kod&josa DNS [64]. Pec ClinVar
datubazes datiem BRCAI géna registréti ap 4300 un BRCA2 géna ap 5400 patogénu vai ticami
patogénu variantu. Ve&sturiski “zelta” standarta noteik§anas metode viena nukleotida nomainu
(SNV) vai mazas delécijas/insercijas noteikSanai ir Sanger sekvenc€Sana, kas ir augstas
precizitates, bet laikietilpiga un darga metode lielu génu analizei [28]. Multipleksa ligacijas
atkarigo provju amplifikacijas (MLPA) metode pielietota strukturalas variacijas
duplikacijas/delécijas jeb kopiju skaita variantu (CNV) noteikSana, bet ar to nav iesp&jams
noteikt nelielas bazu paru insercijas un delécijas un nav efektivi priek§ SNV variantu
noteikSanai [28;39]. Musdienas genétiska testéSana arvien plasak tiek izmantota nakamas
paaudzes sekvencésanas (NGS) tehnologija, kuras prieksrocibas ir iesp&ja sekvencét vairakus
geénus un lielu paraugu skaitu vienlaicigi, detektét ar augstu precizitati gan SNV, gan mazas
delécijas/insercijas, gan CNV [28;68;70;80].

Latvija BRCAI/BRCAZ2 variantu testéSanas vadlinijas galvenokart koncentr&jas uz
augsta riska grupam - sievietém ar gimenes anamnézi vai jau diagnostic€tu kriits vai olnicu
audz€ju lidz 50 gadiem [4]. Biezi vien, BRCA1/BRCA?2 pozitivie kriits un olnicu véza gadijumi
diagnosticéti jau vélakas stadijas [47;73]. Tas norada uz to, ka lielaka dala no BRCA1/BRCA2



patogéna varianta nésatajiem palika neatpazisti, jo daudzi cilvéki bez zinamas vai nepilnas
gimenes vestures var nebut ieklauti testéSanas programma [83].

Iepriek§ Latvija bija izpétitie patogénie varianti BRCAI/BRCA2 génos cilvekiem,
kuriem diagnosticéts kriits un olnicu vézis [6;25;47;78]. Izmantojot NGS tehnologiju ir iesp&ja
analizet visus BRCAI un BRCA?2 variantus Latvijas populacija un detektét ne tikai patog€nus

variantus, kuri ieprieks bija novéroti populacija, bet ar1 jaunus variantus [13;15;18;26;40;90].

Darba merkis:
Noteikt BRCAI un BRCA2 variantu Tpatsvaru starp onkologiski veselam
sievietétm Latvijas populacija, izmantojot nakamas paaudzes sekvenc€Sanas (NGS)

tehnologiju.

Hipoteze:
NGS tehnologijas pielietosana onkologiski veselam sievietem lauj savlaicigi

identificét augstu kriits un olnicu véza risku.

Uzdevumi:
1. Identificet un klasificét kliniski nozimigus gen&tiskos variantus, izmantojot
bioinformatikas rikus un datubazes.
2. Identificét un klasificet kliniski nozimigas lielas strukturalas izmainas BRCAI un
BRCA?2 génos, izmantojot bioinformatikas rikus un datubazes.
3. Noveértet BRCAI un BRCA?2 variantu sastopamibu analiz&taja grupa un salidzinat to ar

citam populacijam.



1.LITERATURAS APSKATS

1.1. Krits un olnicu véZa visparigs raksturojums

Kriits vézis tiek diagnosticéts ap 2,3 miljonam cilvéku katru gadu. Krits veézis ir
visbiezakais laundabigais audz€js sievietem, kas 2022. gada bija naves c€lonis 666103
gadijumos un izveido 15,4% ar v@zi saistitiem naves gadijumiem visa pasaulé [9]. Savukart,
olnicu vézis ir retak sastopams, bet ir saistits ar augstu mirstibu un veido 5% ar vezi saistitajiem
naves gadijumiem, jo diagnosticéts velina stadija [65;85].

Latvija péc ped&jiem pieejamiem datiem 2023. gada ar kriits vézi pirmreizgji diagnostice
1153 sievietém un 1 virietim, ber ar olnicu vézi 243 sievieteém [73]. Lielaka dala no kriits un
olnicu véZa saslimSanas gadijumiem ir sporadiski un visbiezak vérojami sievietém vecuma virs
50 gadiem, bet aptuveni 5-10% krits audzg&ju un 10-15% olnicu audzgju ir parmantoti, kas skar
ar1 jaunakas sievietes [10;59]. Turklat, péc statistikas starp pirmreizgji diagnosticétam
sieviet€m ar kriits un olnicu vézi 19% un 21,8% ir sievietes vecuma lidz 50 gadiem [73].

Agrina diagnostika ir viens no svarigakajiem faktoriem, lai uzlabotu véza arsteéSanas
efektivitati un palielinatu pacientu izdzivoSanas iesp&jas. Latvija katru gadu vid&ji 25% no kriits
véza gadijumiem un 49% no olnicu véza gadijumiem tiek diagnosticéti vélina stadija (III-IV)
[73].

1.1.1. Parmantots kriuts un olnicu vezis

Parmantots kriits un olnicu vézis (HBOC) ir autosomali dominanti parmantotais
sindroms, kas saistits ar paaugstinatu risku saslimst ar kriits un/vai olnicu vézi dzives laika
[4;5;89]. Sievietem ar HBOC ir ne tikai predispozicija saskarties ar Jaundabigu audz&ju agraka
vecuma, bet arT lielaka varbitiba atkartoti saslimst ar vézi [49]. VirieSiem Sis sindroms biezak
saistits ar paaugstinatu prostatas un kriits véza risku [19].

HBOC biezi vien izraisa patogéni varianti BRCA 1 vai BRCA2 génos ar augsto penetranci,
kas sastopams 0,2-0,3% populacija, tomer ir zinams, ka Austrumeiropas izcelsmes Askenazi
ebreju tautibas populacijai prevalence ir izteikti augstaka un sasniedz lidz 2,5% (1 no 40) [58;
62]. Populacija risks saslimst ar kriits vézi ir aptuveni 12% un ar olnicu v&zi ir aptuveni 1-2%
[5;29;59]. Patogéna varianta nésatajiem BRCA géna risks saslims ar kriits vézi [idz 70 gadiem
ir augstak un sasniedz Iidz 55-72% un 39-44% olnicu véza gadijuma, bet varianta n€satajiem
BRCA?2 gena §is risks paaugstinajas [1dz 45-69 % un 11-17 % [41; 59].

Parmantots kriits un olnicu vézis ir saistits ne tikai ar BRCAI un BRCA2 géniem, bet arT ar

citiem retak sastopamiem géniem, kuri ar1 ir ieklauti HBOC diagnostic€$anas paneli [1;79]. Pie



augstas un vid&jas penetrances géniem pieder PALB2, BRIPI, RAD51C, RAD5I1D, TP53,
PTEN, STK11, CDHI, MLHI, MSH2, MSH6, CHEK2, ATM un BARDI [51].

1.1.2. BRCA1/2 genu raksturojums

Katru dienu DNS spontani notiek izmainas un bojajumi, ko izraisa tadi faktori ka
jonizgjosais starojums, UV starojums, dazadi kimiskie vai biologiskie agenti utt., tapeéc DNS
laboSanas procesam ir izSkiroSa nozime DNS integritates atjaunoSana [54]. BRCA1 un BRCA2
ir audzgja supresoru proteini, kas ir galvenie genoma stabilitates uzturétaji, veicot dubultas DNS
virknes parravuma (DSB) homologiskas rekombinacijas labosanu (HRR) [3;64]. Neskatoties
uz to, ka BRCA1 un BRCA2 sadarbojas, tiem ir atskirigas lomas DNS bojajumu reakcijas un
laboSanas procesos [64]. BRCA1 ir daudzpusigs un piedalas gan kontrolpunkta aktivizé$ana,
gan DNS labosana, bet BRCA2 darbojas ka homologiskas rekombinacijas starpnieks [71;87].
BRCA1 un BRCA2 géni ekspresijas kriits un olnicu epitelialas Stnas [54].

BRCAI atrodas 17g21.31 hromosoma un sastav no 22 eksoniem. BRCAI kodg
daudzfunkcionalu proteinu, kas sastav no 1863 aminoskdb€m un satur N-terminala
RING domeénu, divus kodola lokalizacijas signalus (NLS), savito spiralu (coiled coil; CC)
doménu, serna klastera doménu (SCD) un divus C-terminala BRCA1 (BRCT) doménus (sk.
l.att. A dalu) [2]. N-terminala RING domeéns saistas ar BRCA1 asociéto RING doména
proteinu 1 (BARDI1), kas ir strukturali [idzigs BRCA1 un veido RING dim&ru ubikvitina ligazi
(E3), kura nodroSina ubikvitina parnesi uz mérka olbaltumvielam [54]. Ubikvitinacija regulé
olbaltumvielu noardiSanu, DNS laboSanu un replikacijas stabilitati [24]. Divi kodola
lokalizacijas signali (NLS) veicina BRCA1 lokalizaciju kodola, lai veiktu savas funkcijas DNS
labosana ka homologiskajas rekombinacijas (HR) un transkripcijas regulésana [54]. Turklat
BRCAT1 satur loti konservétu CC motivu, kas tieSi saista PALB2, kur§ savieno BRCA1 un
BRCA2 homologiskas rekombinacijas cela [14]. Serina klastera doméns (SCD) ir BRCALI
proteina kritisks regions, kam ir galvena loma DNS bojajuma reakcija (DDR) un §tnu cikla
reguléSana [64]. BRCT domeéni atpazist fosforilétus motivus (pSer-X-X-Phe) un saistas ar
vismaz trim proteiniem, piem&ram, BRIP1, Ct[P un Abraxas, veidot svarigus kompleksus, kuri
precizi koordin€ DNS labosanu, replikaciju un $tnu cikla kontrolpunktus [24;36;57]. Izmainas
domenos var ietekmét uz BRCAI stabilitati vai/un uz mijiedarbibu ar citiem mérkproteiniem
[64].

BRCA?2 atrodas 13q13.1 un satur 27 eksonus, kas kod€ 3418 aminoskabju garu proteinu
(sk. 1.att. B dalu) [33;45]. BRCA2 N-terminala regiona atrodas PALB2 saistoSais doméns un

centrala dala atrodas RADS]1 saistoSais doméns ar astoniem konservétiem motiviem, kas saukti
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par BRC atkartojumiem, kuri sastav aptuveni no 1000 aminoskab&m un veido 1/3 proteina dala
[45;64]. DNS saistiSanas doméns (DBD), kas ir iesaistit DSS1 piesaistiSana, atrodas BRCA2
C-terminala regiona un sastav no spiralveida doména (helical domain), torna doména (Tower
domain) un tris oligonukleotidu saistiSanas (OB) ielocém, kas ir atbildigi par BRCA2 augsto
afinitati pret ssDNS un dsDNS bojajumiem [3;12;87]. Ka ar1 C-terminala regiona ir tris kodola
lokalizacijas signali (NLS), kuriem ir izSkiroSa nozime, lai nodroSinatu BRCA2 pareizu
lokalizaciju kodola, kas ir nepiecieSama, lai tas varétu piedalities DNS laboSanas procesos, un
viens C-terminala RADS51 saistiSanas motivs [12;43;45;77]. Atskirlba no BRCAI
daudzfunkcionalas darbibas, BRCA2 galvena funkcija ir homologa rekombinacija [64].

A. BRCAT @
©Os1387
@ ©s1423

RING NLS e S988 CcC °s1 524 BRCT
1 280 1524
BARD1 SCD BRIP1
PALB2 ctiP
_______ Abraxas
B.BRCA2 ...
-------- D
’ |
PALE BRC atkartojumi OB OB OB NLS (@S3291
21 39 1009 2083
RADS51 DSS1 RADS51

l.att. BRCAI un BRCA?2 struktiira. Adaptets no [63].

ClinVar datubazé BRCAI géna registréti ap 4300 un BRCA2 géna ap 5400 patogénu
vai ticami patogénu variantu, kur abos génos visbiezak sastopami varianti ir ramju nobide un
STOP kodonu veidojosi varianti, kuru rezultata rodas saisinati, nefunkciongjosi proteini [33].
Apméram 70% patogeénu variantu BRCAI géna un 67% BRCA?2 géna ir ramja nobides varianti,
kas ka STOP kodonu veidojosi varianti ir zinoti visa géna garuma [33]. Biezi tiek zinoti art
splaisingu ietekm@josi varianti, jo Ipasi tie, kas maina kanoniskas eksona un introna robeZzas, ka
rezultata rodas nepareiza mRNS izveidoSana un olbaltumvielu saisinaSanas [14;24].
Aminoskabes mainas varianti, kas izraisa vienas aminoskabes izmainas olbaltumvielas

strukttira, BRCAIl un BRCA2 génos var biit izaicino$i interpretacija, jo aptuveni 45% no
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zinotiem variantiem joprojam tiek klasificéti ka varianti ar neskaidru nozimi (VUS) [80].
Tomeér, ir redzama sakariba, ka 4% aminoskabes mainas variantu ir patogéni un lielaka dala ir
zinoti kritiski svarigos funkcionalajos doménos, pieméram, RING doména vai BRCT doména
BRCAI gadijuma un DBD doména vai ar PALB2 mijiedarbibas regiona BRCA2 gadijuma
[36;57]. Jaatzime, ka lidz 7% variantu ir saistiti ar kopiju skaita variacijam (CNV), kas

konstatgtas, veicot deléciju vai duplikaciju analizi [22;32].

1.2. Nakamas paaudzes sekvenceSanas tehnologija

Pirmas paaudzes sekvenc€sana jeb Sangera sekvencéSana tika attistita 1977. gada un
joprojam tiek uzskatita par DNS sekvenc@Sanas “zelta standartu” [11;42]. Tomér ar to nav
efektivi sekvencét lielu génu un paraugu skaitu tas caurlaides sp€jas ierobezojumu un
salidzinosi augsto izmaksu dg€] [28;42]. Otras paaudzes sekvenceSana jeb nakamas paaudzes
sekvencéSana (NGS) kluva par risinajumu, kas revolucionari mainija sekvencéSanas iesp&jas
[28].

NGS tehnologija ir padarTjusi iesp&jamu miljonu DNS fragmentu sekvencésanu
vienlaicigi, izmantojot loti nelielu nukleinskabju daudzumu, ievérojami samazinot laiku un
izmaksas [30]. NGS tehnologija ir kluvusi par spécigo instrumentu dazadas nozargs, sakot ar
fundamentalo biologiju un beidzot ar klinisko diagnostiku, kas paplasina miisu zinasanas par
genomu, génu struktiiram un slimibas molekulariem mehanismiem [17;20;31;68].

Nakamas paaudzes sekvencéSana ir ievérojami uzlabojusi véza petijumu un klinisko
pétijumu iespéjas un rezultatus, palidzot identific€t slimibas izraisoSus variantus, atklat jaunus
zalu mérkus un izskaidrot sarezgitas biologiskas paradibas, tostarp audzgju heterogenitati un
audzgja attistibas procesus [13;17;31;80;90]. NGS tehnologijai ir dazadas pieejas, ko var
izmantot noteiktos petijumos vai diagnostika: visa genoma sekvencésana (WGS), visa eksoma
sekvencésana (WES), mérktieciga sekvenc€Sana (TS), metagenoma sekvencesana,

transkriptoma sekvenceésana utt. [42;52].

1.2.1. Meérktieciga sekvencéSana

Meérktiecigas sekvencéSanas tehnologija ir jaudiga pieeja nakamas paaudzes
sekvencesana (NGS), kas lauj precizi izolét un sekvencét interes€joSus genoma regionus
[35;52]. So tehniku plasi izmanto kliniskaja diagnostika un biomediciniskajos pétijumos, Tpasi
gadijumos, kad ar slimibu saistitie géni jau ir zinami [8;27;72]. ST pieeja ievérojami palielina

sekvencésanas dzilumu un jutigumu, vienlaicigi samazinot izmaksas un datu sarezgitibu, jo
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ierobezota genoma regiona sekvencéSana samazina nejausu atradumu risku ar iesp&jamiem
etiskiem apgriitinajumiem [16;56]. Meérktiecigu regiona bagatinasanu parasti panak, izmantojot
divas galvenas pieejas: amplikonu un hibridizacijas metodologijas [72].

Amplikonu metode ietver mérktiecigu genoma regiona amplifikaciju, izmantojot
polimerazes kédes reakciju (PKR) [30]. Parasti tiek izstradati vairaki praimeri un standartizeti
PKR apstakli, lai tie darbotos vienlaicigi viena multiplekséta PKR reakcija, amplificgjot
vairakus tiokstoSus reizu mérka genoma regionus, tadgjadi bagatinot tos sekvenc€Sanai
[30;68]. Pie PKR produktiem vai amplikoniem tiek pievienoti ap 60-80 bp gari adapteri -
specifiskas sekvenceSanas platformai sintetiski izveidotas DNS sekvences, kas lauj DNS
fragmentiem saistities ar plismas Stnu (flow cell) sekvencéSanas nodroSinasanai [52;68].
Pedgja solt pie izveidotiem DNS fragmentiem pirms attiriSanas un bibliotekas elugSanas
pievieno unikalas indeksu sekvences, kas lauj apvienot un vienlaicigi sekvencét vairakus
paraugus [30;68].

Salidzinot ar amplikonu metodi, hibridizacijas metodé mérka genoma regioni tiek
bagatinati (pavairoti), izmantojot specifiskus, vienpavediena oligonukleotidus, ko sauc par
“zondém” [30]. Sis zondes tiek hibridizétas ar mérka regioniem un p&c tam izolétas, lai iegiitu
mérka genoma sekvences. No sakuma ka amplikonu pieeja DNS tiek fragmenteta, izmantojot
sonikacijas metodi vai enzimatisko saSkelSanu [30]. Tad fragmentiem tiek veikta galu
redig€sana, lai izveidotu strupcelu galus, kam seko A-galu veidoSana, lai pievienotu adenina
parkari (overhangs) adaptera ligacijai [30]. SekvencéSanas adapteri, kuri satur unikalus
svitrkodus multiplekséSanai, tiek piesaistiti fragmentiem. Ar ierobezoto ciklu PKR (4-8 cikli)

tiek veikta DNS amplifikacija ar adapteri, lai nodroSinatu pietickami daudz izejmaterialu

komplementari pie amplificétiem mérka regioniem [52]. Talak izveidotas bibliotekas gatavas
attiriSanai un eluésanai.

Ja salidzinat divas pieejas, tad amplikonu metodes prieksrociba ir atrs biblioteku
sagatavoSanas laiks (1-2 dienas), neliels pievienots DNS daudzums (10-100 ng) un 1&tak [56].
Hibridizacijas metodé biblioteku sagatavoSana aiznem 3-5 dienas un nepiecieSamais DNS
daudzums sasniedz 50-250 ng [56]. Turklat, hibridizacijas pieeja ir labak piemérota liela génu
daudzuma sekvencéSana (>50 géni) un degradétiem DNS paraugiem, piem&ram, izdalitam DNS
no formalina fiksétiem un parafina iegultiem (FFPE) audiem [11].

Pateicoties pilna genoma sekvencésanai (WGS) un pilna eksoma sekvencésana (WES)
pétijumu rezultatiem visa pasaul€, gan petnieciba, gan kliniskaja prakse ir pieejami komerciali

paneli mérketu kanditatgénu sekvencésanai, kuri ir labi izpétiti un ciesi saistiti ar noteiktam
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slimibam [11;88]. Merktiecigas sekvencéSanas paneli ir paredzeti gan iedzimto, gan somatisko
variantu testéSanai tadam saslim$anam ka iedzimti kardiovaskulari defekti, aritmijas un
kardiomiopatijas, neauglibas stavokli, mieloidie v&zi, iedzimtas vielmainas trauc&jumi, un

parmantots vézis [13;15;17;88].

1.3. Genétisko variaciju klasifikacija un interpretacija

Genétisko variantu interpretacija ir butiska sastavdala , jo ipaSi tapec, ka nakamas
paaudzes sekvencésanas (NGS) tehnologija rada milzigus datu apjomus kliniskajai diagnostikai
[30;44;68;80]. Tomér, genétisko datu sarezgitiba rada izaicinajumus rezultatu interpretacija, lai
noskirtu kliniski nozimigus patogénus variantus no labdabigiem polimorfismiem, ka rezultata
dazadas laboratorijas var rasties pretrunas variantu klasifikacija [55;80;82]. Lai risinatu So
problému, Amerikas Mediciniskas genétikas un genomikas koledza (American College of
Medical Genetics and Genomics, ACMG) sadarbiba ar Molekularas patologijas asociaciju
(4ssociation for Molecular Pathology, AMP) 2015. gada izstradaja vadlinijas, kas nodroSina
standartiz&tu variantu interpretacijas sisttmu [61]. ACMG/AMP 2015 klasifikacijas pamata ir
28 uz pieradijumiem balstiti kriteriji, kas ir atspoguloti Il.pielikuma un 2.pielikuma.
Patogenitates kritériji ir iedaliti Cetros Itmenos: loti specigs (PVS1), specigs (PS1-PS4), vidg;ji
specigs (PM1-PM6) un atbalstoss (PP1-PP5) [61]. Labdabigie kritériji tiek iedaliti ka neatkarigi
(BA1), spécigi (BS1-BS4) un atbalstosi (BP1-BP7). Sajas vadlinijas varianti iedaliti piecos
Iimenos: patogéni, ticami patogeni, ar neskaidru nozimigumu (VUS), ticami labdabigi un
labdabigi. Varianta galigo klasifikaciju noteica, izmantojot krit€riju kombinaciju péc pasiem
noteikumiem (sk. 3.pielikuma) [61].

ACMG/AMP 2015 vadlinijas tika pilnveidotas 2024. gada, integr&jot kvantitativas
Beijesa pieejas un géniem specifiskus pielagojumus, lai uzlabotu precizitati, reproducgjamibu
un klinisko pielietojamibu [23]. ACMG/AMP 2015 kritériji ir parveidoti kvantitativa Beijesa
sistéma, kur kriterijiem ir pieskirti patogenitates (loti specigs = 8, specigs = 4, vidgjs = 2,
atbalstoss = 1) vai labdabiguma (spécigs = -4, vidg€js = -2, atbalstoss = -1) pieradijumu punktus
[50]. P&c atjaunotam vadlinijam ir izveidotas robezvertibas, kur pec pieskirtiem punktiem
variantu interpreté ka >10 (patogéns), 6-9 (ticami patogens), 0-5 (VUS), -1 lidz -5 (ticami
labdabigs), <-6 (Labdabigs) [23].
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1.3.1. Patogenitates Kriteriju apraksts

PVSI1 kriteriju pielieto, kad ir nulles variants (STOP kodona veidojoss, ramju nobide,
splaisingu ietekm@josi (donors/akceptors +/-1,2), iniciacijas kodona zaud&ums, viena vai
vairaku eksonu delécija) géna, kura ir zinams slimibas mehanisms [50;61]. Pieméro atbilstoSu
stiprumu saskana ar PVS1 klasifikacijas diagrammu, kura nemtas véra zinaSanas par kliniski
svarigiem funkcionalajiem doméniem. [23]

PS1 kriteriju ar spécigu pakapi pielieto aminoskabes mainas variantiem ar citu
nukleotidu nomainu, ja iepriek$ ir zinots, ka §1 aminoskabju izmaina ir patogéna un nav
pretrunigu pieradijumu [61]. Tas attiecas ar1 uz gadijjumiem, kad funkcionalie testi vai kliniskie
dati parliecino$i apstiprina patogenitati. Vidéju pakapi PSI krit€riju pielieto, ja ieprieks ir
zinots, ka $1 aminoskabju izmaina ir ticami patogéna [23]. AtbalstoSo pakapi var piemérot
kanoniskiem un nekanoniskiem lociSanas vietu variantiem [23]. Ja variants taja pasa lociSanas
vieta jau iepriek§ ir klasificéts ka patogéns un, izmantojot tadus rikus ka Splicedl, tiek
prognozets, ka jaunajam variantam bus Iidziga vai lielaka kaitiga ietekme.

Prieks de novo variantam pacientam ar slimibu un bez gimenes anamnézes pielieto PS2
krit€riju, ja ir apstiprinata gan maternitate, gan paternitate, bet PM6 kriteriju pielieto, ja ir
pienemts de novo variants, bet paternitates un maternitates nav parbaudita [61]. Sekvences
variantu interpretacijas (SVI) darba grupa ierosina uz punktiem balstitu sistému, lai noteiktu de
novo pieradijumu stiprumu, pamatojoties uz trim parametriem: apstiprinata vecaku radnieciba
salidzinajuma ar pienemto vecaku radniecibas statusu, fenotipiska konsekvence un de novo
noveérojumu skaits [23]. Saskaitot punktus var pieskirt pieradijumu stiprumu PS2 un PM6
kriterijiem, kur 0,5 punkti dot atbalstosu limeni, viens punkts pieskir vid&jo limeni, divi punkti
pieskir spécigu Iimeni un Cetri punkti loti specigu limeni [23].

PS3 kriterijs ar atbalstoSu Iimeni pielieto variantam, kad ir labi pieraditi in vitro vai in
vivo funkcionalie petijumi, kas apstiprina kaitigu ietekmi uz génu vai génu produktu [23]. Par
visuzskatamakajiem uzskata funkcionalos pétijumus, kas ir apstiprinati un pieradijusi, ka tie ir
reproduc&jami un stabili kliniskas diagnostikas laboratorijas apstaklos [23].

PS4 kriteriju ar atbalstoSu Itimeni izmanto, kad varianta izplatiba skartajos individos ir
ieverojami lielaka salidzinajuma ar izplatibu kontrolgrupas. Gadijuma-kontroles pétijumos
iegiitais varbiitibas koeficients (OR) ir > 5,0, un ticamibas intervals neietver 1.0. Loti retu
variantu gadijumos, kad variants ir noveérots vairakiem nesaistitiem pacientiem ar tadu pasu
fenotipu un ta trukumu kontroles grupas var izmantot vid€ja pieradijumu [iment [23].

PMI kritérijs ar videjo pieradijumu pakapi pielietots variantam, kas atrodas hot spot

un/vai kritiska un labi zinama funkcionala doména bez labdabigiem blakus variantiem [50;61].
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PM1 kritérijs var piemérot arl atbalsta ltmen1 labi zinamiem funkcionaliem nekodgjoSiem
lokusiem ar parliecinoSiem pieradijjumiem par iesp&amu ietekmi uz génu ekspresiju
transkripcijas vai translacijas Itmeni [23]. PM1 var paaugstinat [idz specigam Iimenim attieciba
uz loti specifiskam sastavdalam, kas ir kritiski svarigas olbaltumvielas struktiirai vai funkcijai
[23].

PM2 kritériju atbalsta [imeni ir rekomendéts pielietot, kad genoma agregacijas datu baze
nav kontroles grupas vai to biezums ir loti zems, ja tas ir recesivs [23;61].

PM3 krit€riju pieméro recesivam saslim$anam, ja ir apstiprinats, ka divi varianti
skartajai personai ir atrodami pretgjas al€les (in trans) [61]. Pieradijumu stiprums ir atkarigs no
tadiem faktoriem ka fazes apstiprinajums, otra varianta klasifikacija (patogeéns, iesp&jams
patogéns vai nenoteiktas nozimes) un alélu biezuma robezvértibas [23]. Atbalsta [imenis ir
pieskirts, kad ir savakts tikai 0,5 punkta, vid€jais limenis ir pieskirts vienam punktam, spécigu
Itmeni ir diviem punktiem un ¢etriem punktiem pielieto loti specigu Iimeni[23].

PM4 kriteériju pielieto proteina garuma izmaina, kas radusas ieks€ja ramja
del&cijas/insercijas neatkartojama regiona vai stoploss varianta gadijuma [50;61]. So kritériju
izmanto ieks$€jiem ramja delécijam vai insercijam eksona [61]. Piesardziba ir ieteicama
attieciba uz vienas aminoskabes iek$€ja ramja delécijam vai insercijam, kur So krit€riju var
izmantot atbalsta ITment, ja vien nav génu specifisku pieradijumu, kas pamato mérena limena
kriterija izmantoSanu [23].

PMS kriterijs ir pielietots atbalsta Iimeni jauniem aminoskabes mainas variantiem, kur
jau ieprieks ir noverota cita aminoskabes mainas izmaina, kas noteikta ka patogéna [23].

PP1 kritériju pielieto varianta segregacija gimenes locekliem ar slimibas simptomiem,
kurus izraisa $is ge€ns [50;61]. Segregacijas datus var izmantot autosomali doming&joSiem,
autosomali recesiviem, ar X saistitiem un imprintinga traucg€jumiem [61]. Jo vairak segregacijas
datu, jo lielaks pieradijumu limenis, bet krit€riju pielieto nemot véra nevis individu skaits, bet
mejozu skaits [23].

PP2 kriterijs pielieto atbalsta pieradijumu limeni, kad aminoskabes mainas variants ir
geéna, kura ir zems labdabigu aminoskabes mainas variaciju ipatsvars un kura aminoskabes
mainas varianti ir izplatits slimibas mehanisms [23;61]. Bet ar1 vertigi parbaudit vai toleré
aminoskabes mainas variantus taja géna rajona.

PP3 kritériju pielieto, kad skaitliski pieradijumi (in silico) apstiprina kaitigu ietekmi uz
génu vai géna produktu, bet péc peédéjam atjaunotam rekomendacijam japielieto atbalsta
pieradijumu Itment [23].

PP4 kriterijs apraksta situaciju, kad pacienta fenotips vai gimenes anamnéze ir loti

specifiska slimibai ar vienu genétisku etiologiju [61]. PP4 stipruma Iimeni ir precizéti,
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pamatojoties uz fenotipisko pieradijumu specifiskumu un kvalitati [61]. Parasti ir rekomendéts
izmantot atbalsta pieradijumu limeni, ja ir novérotas vispargjas biokimiskas novirzes, bet trikst
precizas kvantitativas noteikSanas, savukart merénu pieradijjumu Iimeni pieméro, ja ir
sasniegtas konkrétas robezvertibas [23]. Dazos gadijumos var piem&rot spécigu pieradijumu
lIimeni, kad ir atbildes reakcija uz arst€Sanu ar zalem, enzimu aktivitates analizi, specifiskiem
asins raditajiem, metilacijas parakstu vai muskulu biopsijas analizi, kas ir patognomoniska
Ipasam genétiskam trauc€jumu c€lonam un bez genétiska apstiprinajuma buitu uzskatama par

diagnostisku atradumu [23].

1.3.2. Labdabiguma Kkritériju apraksts

BA1 kriteriju pieméro, ja varianta mazo alélu biezums (MAF) parsniedz 5 % (0,05)
vispargja kontinentalas populacijas datu kopa (pieméram, gnomAD, ExAC) ar > 2000
registrétajam alélem [61]. Ja ir izpildits BA1 nosacTjums, variantu var klasificét ka labdabigu,
neprasot papildu pieradijumus [23;61].

BS1 kritériju ar spécigu pieradijumu Itmeni pieméro, ja varianta alélu biezums ir lielaks,
neka sagaidams saistitajam trauc€jumam, nemot vera ta izplatibu, iedzimtibu un iedzimtibas
modeli [61]. Attieciba uz autosomali dominantam slimibam ar augstu penetranci ir pienemami
izmantot arT BS1 krit€riju speciga Itmeni ka atsevisSku pieradijumu, lai variantu klasificétu ka
ticami labdabigu [23].

BS2 kritériju pielieto ar spécigu limeni, kad variants ir noverots veselam pieauguSam
individam recesivu (homozigotisku), domingjosu (heterozigotisku) vai ar X saistitu
(hemizigotisku) slimibas gadijumu ar paredzamu pilnigu penetranci agrina vecuma [23;61].

BS3 kritérijs ar speécigu pieradijumu limeni sniedz parliecinoSus pieradijumus par
labdabigumu, pamatojoties uz funkcionaliem pétjjumiem, kas pierada, ka variants netraucé
normalu géna vai proteina funkciju [23;61].

BS4 kriterijs sniedz parliecinoSus pieradijumus par labdabigumu, pamatojoties uz
kopsegregacijas datiem [23;61]. To pieméro, ja genétiskais variants nesegreggjas ar slimibas
skartajiem gimenes locekliem, t. i., variants ir noverots neskartiem individiem vai nav novérots
skartiem individiem ciltsraksta [61]. Sis kritérijs palidz izslégt variantus, kas, visticamak, nav
saistiti ar slimibu.

BP1 kriterijs sniedz apstiprinoSus pieradijumus par labdabigumu, ja aminoskabes
mainas variants rodas géna, kur saisinasanas varianti ir domingjoSais slimibas c€lonis, un

aminoskabes mainas variantu patogenitate ir mazak iesp&jama [23;61]. BP1 ir 1pasi svarigs

15



géniem ar labi raksturotiem slimibas mehanismiem, piem&ram, tiem géniem, kurus galvenokart
ietekm@ funkcijas zuduma (LoF) varianti [23].

BP2 kriterijs pielieto ar atbalsta pieradijumu Iimeni, ja variants ir noverots in trans (uz
dazadam al€lém) ar patogénu variantu dominantam génam/slimibai ar pilnu penetranci vai
noverots in cis (uz tas pasas al€les) ar patogénu variantu jebkura parmantosanas veida [61].

BP3 kritérijs sniedz apstiprinoSus pieradijumus par labdabigumu, ja variants atrodas
atkartota vai homologa genoma regiona un ta izmainas neietekmé géna funkciju [23;61].

BP4 kritérijs sniedz apstiprinoSus pieradijumus par labdabigumu, ja skaitloSanas riki (in
silico) paredz, ka variants neietekmés olbaltumvielu funkciju vai génu lociSanu.

BP5 kriterijs sniedz apstiprinoSus pieradijumus par labdabigumu, ja variants ir
konstatets gadijuma, kad pastav alternativs slimibas molekularais pamats [23;61]. Kritériju
pieméro tad, ja tiek konstatéts cits genétiskais variants vai molekularais mehanisms, kas ir
galvenais slimibas c€lonis individam, tadgjadi samazinot varbitibu, ka vért€jamais variants
veicina slimibas rasanos [61].

BP7 kritérijs sniedz apstiprinoSus pieradijumus par labdabigumu, ja variants ir sinontima
(klusa) izmaina vai nekodgjoss variants, par kuru tiek prognozets, ka tam nebts ietekmes uz
sazaroSanu, un ja tas atrodas nukleotidu vieta, kas nav loti konservativa [23;55;61]. ClinGen
Splicing SVI grupa iesaka izmantot BP7 krit€riju attieciba uz introniskiem variantiem un
sinonimiem variantiem, par kuriem RNS pétijumi liecina, ka tiem nav ietekmes uz sazaroSanu
[81]. Ja ar atbilstoSu in vitro testu ir apstiprinats, ka aizvietojumam nav ietekmes uz sazaroSanu,

BP7 var palielinat svaru lidz spécigam pieradijumu [imenim [23].

1.3.3. BRCAI un BRCA?2 vadlinijas

Preciza BRCAI un BRCAZ2 variantu interpretacija ir loti svariga klinisko 1€mumu
pienemsana, novertgjot iedzimta kriits un olnicu véza risku [23;55]. ACMG/AMP sistéma, kas
papildinata ar ENIGMA konsorcijas un ClinGen Variant Curation Expert Panels (VCEPs)
specifiskiem génu kritérijiem, nodroSina struktur€tu pieeju variantu klasificéSanai ka
patogénus, labdabigus vai ar neskaidru nozimigumu (VUS) [55]. Attieciba uz BRCAI un
BRCA?2 sie kriteriji tiek pieme@roti, nemot veéra konkrétus génus, jo ir pieradits, ka galvenie
slimibas mehanismi ir funkcijas zuduma varianti [55].

BRCAI un BRCA2 variantu interpretacijas vadlinijas nav piemérojami PS2 un PM6
kritériji, jo ar BRCAI un BRCA?2 saistitie v€zi sastopami salidzinosi biezi un nav informacijas,

lai kalibrétu de novo sastopamo gadijumu prognozesanas sp&ju [55].
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PS4 kritérijs tiek pielietots tikai speciga pieradijumu Iimeni, kad varianta izplatiba
skartajos individos ir ievérojami lielaka salidzinajuma ar izplatibu kontrolg, kas ir ieteicamaka
pieeja, bet pretgja gadijuma var izmantot kontroles p&tijumu p vertibu <0,05 un OR >4. Vid&ju
pieradijumu Itmeni nav ieteicams izmantot [55].

ENIGMA VCEP ir pielagojusi ACMG/AMP kriterijus attieciba uz BRCAI un BRCA?2,
uzsverot tadus tiesus pieradijumus ka funkcionalie testi (PS3) un funkciju zaudésanas varianti
(PVS1) [55]. Lai gan PM1 un PM4 nav primarais kriterijs, ta jédzieni ir netieSi integréti,
izmantojot bioinformatisko analizi, kas izmantota PP3/BP4 [55]. PP2 nesniedz nozimigus
pieradijumus variantu klasifikacijai, jo doming funkcijas zuduma mehanismi [55].

PP2 kriterijs netiek izmantots BRCAI un BRCA2 variantu interpreté$ana, jo labdabigi
aminoskabes mainas varianti ir salidzinosi biezi sastopami [55].

BP2 pieméro tikai BS2 konteksta, kas ietver varianta novéroSanu veseliem individiem.
Tas ir tap&c, ka ar variantu Iidzaspastavésanu cis vai trans vien nepietiek, lai variantu klasificétu
ka labdabigu bez papildu pieradijumiem [55]. BP3 kritérijs nepielieto, jo netiesi tiek risinats,
izmantojot bioinformatikas rikus (PP3/BP4) un doménu analizes, tapéc ta patstaviga

piemérosSana ir mazak nozimiga [55].
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2.MATERIALI UN METODES

2.1. [Eksperimenta dizains

P&tfjuma dizains izstradats un istenots pilotprojekta “Parmantota kriits un olnicu véza
riska genétiskais skrinings” ietvaros (sk. 2.att.), pateicoties Lindex Latvia ziedojuma atbalstam
un Longenesis, E. Gulbja laboratorijas sabiedribas partneriem . Genétiska testéSana veikta RSU

Onkologijas un molekularas genétikas institita.

PARAUGU DNS IZDALISANA UN  DNS BIBLIQTEKAS DNS BIBLIOTEKAS
SAVAKSANA KONCENTRACIJAS IZVEIDOSANA KVALITATES KONTROLE
NOTEIKSANA
L =
ol Telr A Tel el ) 2 s
- i ‘ Reads = S= = «
>50-100x  ~= —==
_— i 200 > 4w
PATQGENU VARIANTU DATU ANALIZE NAKAMAS PAAUDZES BIBLIOTEKAS
VALIDESANA AR SANGERA (CNV UN VARIANTU SEKVENCESANA KONCENTRACIJAS
SEKVENCESANU VAI MLPA INTERPRETESANA) NORMALIZESANA

2.attels. Petijuma shematisks att€lojums.

2.2. Pétijuma dalibnieki un paraugi

Pirms dalibnieku ieklauSanas pétijuma, tika sanemti Centralas medicinas &tikas
komitejas 17.03.2023 Nr. 01-29.1.2/1351 un Genoma izpé&tes padomes atzinumu 31.03.2023.
Nr.A-1/23-03-20.

Petijuma piekrita piedalities 538 dalibnieki, kur 537 ir sievietes un viens virietis.
Petijuma ieklauSanas kritériji bija vecums no 25 Iidz 59 gadiem un nosacijums, ka nav
diagnosticéts kriits vai olnicu veézis.

P&tijums dalibnieki nodeva siekalu paraugus E. Gulbja laboratorija, izmantojot siekalu
vaksanas un saglabasanas komplektu (Norgen Biotek Corp., Kanada). Savaktie siekalu paraugi
tika nodoti RSU Onkologijas un molekularas genétikas institita Molekularas genétikas
zinatniska laboratorijas darbiniekiem, kur DNS tika izdalita ar fenola-hloroforma metodi.

Informacija par darba izmantotajam laboratorijas iekartam atrodama 1.tabula.
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Laboratorijas iekartas.

1. Tabula.

lekarta

Razotajs, valsts

Centrifuga liela, Eppendorf® Centrifuge 5810/5810R
Maisitajs, Vortex V-1 plus
Spektrofotometrs, Nanodrop ND-1000
Fluorometrs, Fluorometer Invitrogen Qubit 9V

Elektroforézes sisttma, PowerPRO 300 Power Supply,
300V, 700mA, 150W

Mikrovilnu krasns, Daewoo Microwave,

Mikropipetes, 1-10 pL, 10-100 pL, 100-1000 pL
Magnétiskais stativs, DynaMag™-2 Magnet
Termocikleris, Peqlab peqSTAR
Sekvencesanas iekarta, MiSeq
Kapilaru elektroforézes sistéma, QIAxcel Advanced
Gengétiskais analizators, Applied Biosystems 3500
Genetic Analyzer

Termostats, CH-100

Eppendorf, Vacija
Biosan, Latvija
Thermo Scientific™, ASV
Thermo Scientific™, ASV
Cleaver Scientific Ltd CS-300V,
Lielbritanija
Daewoo Electronics,
Dienvidkoreja
Eppendorf, Vacija
Thermo Scientific™, ASV
Avantor, ASV
[llumina, ASV
QIAGEN, Vacija

Thermo Scientific™, ASV

Biosan, Latvija

Informacija par darba izmantotajiem reagentiem atspogulota 2.tabula.

Izmantotie reagenti

2. Tabula.

Reagents

Razotajs, valsts

Agaroze, Thermo Scientific™ TopVision Agarose
Etanols 96%

Etidija bromida tidens skidums, 10 mg/mL
Garuma markieris, MassRuler DNA Ladder Mix
UltraPureTM DNA Typing Grade 50x TAE Buffer
UzneSanas krasa, 6x DNA Loading Dye
QubitTM ds DNA HS Assay kit
Bilbioteku sagatavosanas reagentu komplekts, QIAseq

Targeted DNA Pro Custom Panel

Thermo Scientific™, ASV

Sigma-Aldrich, ASV
Thermo Scientific™, ASV
Invitrogen, ASV
Thermo Scientific™, ASV

Invitrogen

QIAGEN, Vacija
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Bilbioteku normaliz&sanas reagentu komplekts, QIAseq .
QIAGEN, Vacija
Normalizer Kit

Siekalu paraugu DNS panemsanas un uzglabasanas )
Norgen Biotek Corp, Kanada

komplekts
10 nM dNTP mix Thermo Scientific, ASV
FastAP Thermo Scientific, ASV
Exol Thermo Scientific, ASV
Big Dye Thermo Scientific, ASV
5x Seq bufferis Thermo Scientific, ASV
5 U Taq polimeraze Thermo Scientific, ASV
25 mM MgCl2 Thermo Scientific, ASV

2.3. Paraugu sagatavoSana bibliotékas izveidei

Izdalita DNS izmantota biblioteku izveidei, kuras sekvencétas ar nakamas paaudzes
sekvencésanas metodi. Bibliote€ku sagatavoSana izmantoja QIlAseq Targeted DNA Pro Custom
Panel (QIAGEN N.V., Vacija) biblioteku izveidoSanas reakcijas komplektu péc razotaja

noradijumiem.
2.3.1.DNS fragmentéSana un fragmentu galu sagatavosana

Pirmaja posma sagatavota DNS enzimatiska fragment&Sanas reakcija. Jaunos 0,2 mL
stobrinos parnesa 42,0 ng DNS un pievienoja no nukleinskabém brivu tdeni, lai kopgjais
tilpums butu 9,8 mL. Fragment&Sanas reakcijas maisijumu sagatavoja uz ledus pievienojot 1,4
mL 10x FX Buffer un 2,8 mL 5x WGS FX Mix . Gatavo fragment€Sanas maisijumu ievietoja
pie 4 °C. Inkubacijas apstakli ir noraditi 3.1. tabula. P&c inkubacijas fragment&Sanas
maistjumu atdzes€ja Iidz 4 °C, parnesa fragment€Sanas reakciju uz ledus un uzreiz pargaja pie

nakama sola.

3.1. tabula
FragmentéSanas reakcijas apstakli
Posms Temperatiira, °C Inkubacijas laiks
PrieksdzeséSana 4 -
DzeseSana 4 1 min
Denaturacija 32 10 min
FragmentéSana 65 15 min
DzeseSana 4 -
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2.3.2.Adapteru ligéSana

Adapteru saistiSana ir svarigs nakamas paaudzes sekven&Sanas (NGS) bibliotekas
sagatavoSanas posms, kura specifiski adapteri tiek pievienoti DNS fragmentiem, lai nodro$inatu
sekvencéanu tadas platformas ka Illumina. Sis process nodrofina savietojamibu ar
sekvencésanas kimiju, atvieglo multipleks€Sanu un nodroSina praimeru saistiSanas vietas
amplifikacijai un sekvencéSanai. Pie iegiitas fragmentéSanas reakcijas pievienoja 10,0 pL 2,5x
UPH Ligation Buffer, 1,5 nL AdP-IL5-Phased Adapter un 2,5 nL DNS ligazi un samaisa
pipetgjot. Sagatavoto adapteru ligé€Sanas reakciju ievietoja ieprieks§ atdzeséta lidz 4 °C
termociklerT ar aprakstitiem inkubacijas apstakliem 3.2. tabula.

3.2. tabula

Adepteru ligéSanas reakcijas apstakli

Posms Temperatira, °C Inkubacijas laiks
DzeséSana 4 1 min
Denaturacija 20 15 min
FragmentéSana 65 20 min
DzesgéSana 4 -

P&c ligésanas paraugus parnesa uz ledus un pievienoja 2,0 pL Ligation Cleanup Reagent
katram paraugam. Samaisit, pipet§jot uz augSu un uz leju vismaz 12 reizes, un Tsi
nocentrifug€ja. Sagatavoto attiriSanas reakciju ievietoja iepriek$§ atdzeséta Iidz 4 °C
termociklerT ar aprakstitiem inkubacijas apstakliem 3.3. tabula. P&c inkubacijas tika sagaidits
kameér temperatiira sasniegs 4 °C un tad parvietoja reakcijas uz ledus.

3.3. tabula

- =

Lig@Sanas reakcijas attiriSanas apstakli

Posms Temperatiira, °C Inkubacijas laiks
Dzesésana 4 1 min
Denaturacija 37 15 min
Fragment€Sana 95 10 min
DzeseSana 4 -
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2.3.3.Targeted Enrichment (pavairoSanas) reakcija

Pagatavoja Targeted Enrichment reakciju uz ledus, pievienojot 10,0 uL 5x TEPCR
Buffer, 6,3 uL QlAseq Targeted DNA Pro Panel, 2,0 pL SmP-IL5 TEPCR-F Primer, 1,95 pL
TEPCR modifier un 2,4 nL ON Taq Polymerase. Samaisija reakciju pipetgjot un 1si
nocentrifuggja. levietoja termociklert un inkubgja pie apstakliem aprakstitiem 3.4.tabula. Péc

inkubacijas tika sagaidits kamer temperatiira sasniegs 4 °C un tad parvietoja reakcijas uz ledus.

3.4. tabula
Merka bagatinasanas reakcijas apstakli
Ciklu skaits Temperatiira, °C Inkubacijas laiks
1 98 2 min
. 98 I5s
67 2 min
1 72 3 min
1 4 -

Parnesa 20,0 pL Targeted Enrichment reakcijas jaunajos 0,2 mL stobrinos un
pievienoja 5,0 uL TEPCR Cleanup Reagent. Samaisit, pipetjot uz augsu un uz leju vismaz 12
reizes, un 1si nocentrifug€ja. Sagatavoto attiriSanas reakciju ievietoja ieprieks atdzeseta lidz 4
°C termociklerT ar aprakstitiem inkubacijas apstakliem 3.5. tabula. P&c inkubacijas tika

sagaidits kamér temperatiira sasniegs 4 °C un tad parvietoja reakcijas uz ledus.

3.5. tabula
Merka bagatinasanas reakcijas attiriSana
Posms Temperatiira, °C  Inkubacijas laiks
DzeseSana 4 1 min
Denaturacija 37 15 min
FragmentéSana 95 10 min
DzeseSana 4 -

2.3.4.Indeksu piesaiste

Paraugu multiplekséSana ir viens no svarigakajiem NGS rikiem, lai palielinatu
caurlaidsp&ju un samazinatu izmaksas. Ta darbojas, apvienojot vairakus paraugus, kas

jaapstrada kopa viena sekvencESanas reiz€; ta rezultata sekvencéSanas nolasijumi ir
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demultipleksificgjami, katru atseviSku nolasijumu atkal attiecinot uz ta sakotngjo avota
biblioteku. To atvieglo paraugu indeksu sekvencu integrésana atseviskas biblioteékas molekulas.
Targeted Enrichment reakcija pievienoja 20,0 uL 5x UPCR Buffer, 4,8 uL ON Taq Polymerase,
45,2 uL no nukleinskabju briva tidens un 5,0 pL Index primers no QIAseq Targeted DNA Pro
UDI index plates. Samaisija reakciju pipet&jot un 1si nocentrifuggja. levietoja termociklert pie
sekojoSiem apstakliem aprakstitiem 3.6.tabula. P&c inkubacijas tika sagaidits kameér
temperatiira sasniegs 4 °C un tad parvietoja reakcijas uz ledus.

3.6. tabula

Universalas PCR reakcijas apstakli

Ciklu skaits Temperatiira, °C Inkubacijas laiks
1 98 2 min
98 15s
28
62 30s
1 72 3 min
1 4 -

Talak tika attiritas sagatavotas bibliot€kas. Ieprieksgjai reakcijai pievienoja 80,0 pL
QlAseq Beads un samaisit, pipet€jot uz augsu un uz leju vismaz 12 reizes. [zné€ma reakcijas no
ledus un inkubg&ja 5 miniites istabas temperatiira. Pec inkubacijas ievietoja paraugus magnétiska
stativa uz 5 minitém lidz Skidums kluva caurspidigs. Ar mikropipeti uzmanigi nonema
supernatantu. Pievienoja 100,0 uL no nukleinskabju briva tdens un 80,0 uL. Ql4seq Bead
Binding Buffer, iznéma no magnétiska stativa, novorteks€ja un nocentrifugéja. Tad novietoja
atpakal magnétiska stativa uz 5 minttém lidz Skidums kluva caurspidigs. Ar mikropipeti
uzmanigi nonema supernatantu, pievienoja 200,0 pL 80% etanola un ar mikropipeti uzmanigi
nonéma supernatantu. Atkartoja mazgasanu ar etanolu ka ieprieks&ja soli. Stobrinus ar nogulsni
atstaja zaveties ar atvertiem vaciniem istabas temperatiira uz 10 minateém. Kad etanols
iztvaikojas, tad stobrini tika iznemti no magnétiska stativa. Paraugiem pievienoja 30,0 puL no
nukleinskabju briva tidens un savorteks€ja, péc tam 1si nocentrifug€ja un novietoja magnétiska
stativa. Sagaidija 5 miniites I1dz §kidums kluva caurspidigs un parnesa 28,0 pL supernatanta uz

jauniem 0,2 mL stobriniem.
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2.3.5.1zveidotu biblioteku kvalitates kontrole

Attiritam bibliotekam tika parbaudita ieglita koncentracija un fragmenta garums.
Fragmentu koncentracija tika noteikta fluorimetriski ar Qubit™ 1X dsDNA High Sensitivity
Assay kit reagentu komplektu. Pirms paraugu koncentraciju mérisanas tika kalibréts Qubit™ 4
Fluorometer instruments ar reagentu komplekta ieklautajiem diviem standartSkidumiem,
samaisot 10,0 pL standartskidumu ar 190,0 uL reagentu maisijuma. Talak tika veikts paraugu
merfjumi, samaisot 199,0 puL reagentu maisijuma un 1,0 pL attirito DNS fragmentu, un
fragmentu koncentraciju izteica ng/uL. Fragmentu garums tika parbaudits izmantojot
TapeStation (QlAaxcel) kapilaras elektroforézes iekartu. Vispirms tika pagatavots markieris
prieks fragmentu garuma noteikSanai, samaisot 0,2 mL stobrina 1,0 pL QX DNS Marker (50-
800 bp) un 19,0 uL DNA Dilution Buffer, novorteks€ja, nocentrifugé€ja un novietoja atbilstosa
pozicija iekarta. Ka ar1 15,0 uL. QX Alignment Marker (15 bp/1 kb) tika pievienoti 12 PKR
stobrinos un novietoti atbilsto$a pozicija. Paraugu mérisanai 0,2 mL stobrinos samaisija 8,0 uL
DNA Dilution Buffer un 7,0 pL attirita parauga, vorteks€ja, nocentrifuggja un ievietoja ierice.

Fragmentu sadalijuma pikim jabiit ap 540 bp.

2.4. Bibliotéeku normalizéSana

Biblioteku normaliz€Sana ir svarigs posms, lai panaktu vienmérigu sekvencéSanas
dzilumu visiem paraugiem. Ja neizdosies apvienot biblioteékas vienadas proporcijas, tad
nepietieckami reprezentetas bibliotekas dos parak maz sekvenc€$anas nolasijumu, savukart
parakuma reprezentétas bibliotekas zaudé sekvencéSanas jaudu. Lai nodrosinatu biblioteku
apvienoSanu ar pietiekamu precizitati, ir jakvantificg un jaSkaida lidz vienadai koncentracijai
visas bibliotekas atseviski pirms apvienoSanas, kas ir laikietilpigi un ir augsta iesp€ja pielaut
kludu stradajot ar lielo paraugu skaitu. Tapéc darba tika izmantots Ql4seq Normalizer Kit
(QIAGEN N.V., Vacija) biblioteku normalizéSanas reakcijas komplekts péc razotaja

noradijumiem.
2.4.1. Bibliotekas modifikacija

No sakuma tika pagatavots bibliotekas modifikacijas reakcijas maisijums, samaisot uz
ledus 25,0 uL 2X HiFi PCR Master Mix, 1,5 pWL Normalizer Primer Mix, 20,0 pL attiritas
izveidotas bibliotekas un 3,5 pL. no nukleinskabju briva tdens. Novorteks€ja reakcijas

maisjjumu un 1si nocentrifug€ja, tad ievietoja termocikleri pie sekojoSiem apstakliem
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aprakstitiem 4. tabula. P&éc inkubacijas tika sagaidits kamér temperatiira sasniegs 4 °C un tad

parvietoja reakcijas uz ledus.
4. tabula
Modifikacijas PKR amplifikacijas apstakli

Ciklu skaits Temperatiira, °C Inkubacijas laiks
1 98 2 min
98 20s
2 60 30s
72 30s
1 72 2 min
1 4 -

Pie gatavas reakcijas pievienoja 50,0 L homogenizéto Q/4seq Beads, savorteks€ja un
1si nocentrifuggja. Atstaja paraugus inkub&ties uz 5 minttém istabas temperatira. Pec
inkubacijas ievietoja paraugus magnétiska stativa uz 5 miniitém lidz $kidums kluva caurspidigs.
Ar mikropipeti uzmanigi nonema supernatantu. Tad pievienoja 150,0 uL. 80% etanola un ar
mikropipeti uzmanigi nonéma supernatantu, atkartoja mazgaSanu un nonéma ar mazako
mikropipeti péc iespgjas visu etanolu. Stobrinus ar nogulsni atstaja zaveties ar atvértiem
vaciniem istabas temperatiira uz 10 mintitém. Kad etanols iztvaikojas, tad iznema stobrinus no
magnétiska stativa un pievienoja 20,0 pL no nukleinskabju briva tidens. Sahomogenizgja
nogulsni ar pipeti un atstaja inkubg&ties uz 2 miniitém istabas temperatiira. Isi nocentrifuggja un
ievietoja magnétiska stativa uz 5 minutém lidz Skidums kluva caurspidigs. Parnesa 18,0 pL.

supernatanta uz jauniem 0,2 mL stobriniem.

2.4.2. Modificetas bibliotekas normalizésana

Pirms turpinat normaliz&Sanas protokolu, Normalizer Wash Buffer alikvotgja 1,5 mL
stobrinos un ievietoja termobloka pie 55 °C Iidz reagenta izmanto$anai. Jaunos 0,2 mL
stobrinos parnesa 15,0 pL modific€tas bibliotékas un pievienoja 5,0 pL iepriek§ homogenizéta
Normalizer Reagent. Savoteksgja un 1si nocentrifuggja, atstaja inkubéties uz 10 miniitém istabas
temperattira. Stobrinos pievienoja 200,0 uL iepriek$ sasildita Normalizer Wash Buffer un
samaisija ar pipeti. Stobrinus ievietoja magnétiska stativa uz 2 minitém lidz Skidums kluva
caurspidigs un tad ar mikropipeti uzmanigi nonema supernatantu, atkartoja mazgasanu un
nonéma ar mazako mikropipeti péc iesp&jas visu supernatantu. Uzreiz p€c supernatanta
nonemsanas pievienoja 26,0 uL Normalizer Elution Buffer, savorteks€ja un 1si nocentrifuggja

25



paraugus. Stobrinus ievietoja termociklerT inkubg&ties uz 5 miniitém pie 55 °C. Péc inkubacijas
ievietoja paraugus magnétiska stativa uz 2 minitém Iidz skidums kluva caurspidigs un tad
parnesa 25,0 pL supernatanta uz jauniem 0,2 mL stobriniem. legiitam normaliz&tam
bibliotekam tika parbaudita koncentracija, izmantojot Qubit™ 1X dsDNA High Sensitivity
Assay kit reagentu komplektu, ka tas aprakstits 2.4.5. apaksnodala. P&c razotaja piedavatas
tabulas sagaidita normaliz&tas 540 bp garas bibliotékas koncentracija jabiit ap 1,43 ng/uL, kas

jaatbilst 4 nM koncentracijai.

2.5. Paraugu DNS sekvencésana

Normaliz€tas 11dz 4 nM bibliotekas 538 paraugiem tika sadalitas un apvienotas aptuveni
vienadas 4 grupas (134:134:135:135). Katrai grupai paraugus samaisija jaunajos 1,5 mL
stobrinos, pievienojot pa 5,0 puL no katra parauga. Talak paraugi tika nodoti E. Gulbja
laboratorija, kur DNS sekvencéja uz MiSeq sekvencéSanas sist€mas no /llumina, izmantojot

MiSeq Reagent Kit v3 600 cycle kit.

2.6. Datu apstrade un analize

Jeldatu apstradei un analizei izmantoja CLC Genomics Workbench 23.0.5
programmatiiru. Iegiiti sekvencéSanas laika fastq faili tiek importéti programma analiz&ti ar
razotaja izstradatu un piedavato darba plismu parmantotu genétisko variantu detekt€Sanai
izmantojot Targeted DNA Pro mérkéto paneli. Katram izanaliz€tam paraugam tiek parbaudits
parklajums, kvalitates raditaji.

Priek§ CNV analizes tika importeti 30 fastq faili ar negativas kontroles paraugiem, kuri
tika sagatavoti ar tadu pasu bibliotekas izveidoSanas reagentu komplektu un nosekvencéti.
Visiem paraugiem tika parbaudits un salidzinats parklajums, lai noteiktu drosu parklajuma
bazes liniju, izmantojot kontroles. Importeti fastg faili tiek sakartoti pret hg38 references
genoma, izveidojot atseviskus Reads failus. Tad CNV analizes darbarika tika pievienots ar
mérka regionu izsekosSanas fails, kas ir nodrosSinats no razotaja, izveidotie Reads faili ar 30
negativas kontroles paraugi un 538 paraugi, kur katrs paraugs atseviski tika salidzinats ar
negativas kontroles grupu. Rezultati tiek izvaditi vairakos formatos, tostarp regiona Iimena un
mérka Iimena CNV ieraksti, gé€na [imena anotacijas ieraksts un kopsavilkuma zinojumi. Katra
CNV izsaukuma ticamiba tiek noverteta, izmantojot absoliitas reizes izmainu metriku, un

izteikta p-vertiba.
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2.7. Variantu interpretacija

Variantu interpretacija primari tika izmantota BRCA Exchange publiska pieejama
variantu datubaze, kur ir pieejama variantu kliniska nozime, kas ir iegiita no ENIGMA
konsorcijas ekspertu novértgjuma, meklgjot péc genomiskas pozicijas un nukleotida nomainas.
Ka arf bija analizéta piejama informacija par zinotien gadijumiem ClinVar datubaze.

Ja variants nebija novértéts ENIGMA konsorcijas ekspertiem un atrasts BRCA
Exchange datubaze, tad genétiskais variants tika mekléts ClinVar datubazg, kur bija analizéta
informacija par zinotiem gadijumiem, un izmantots variantu interpreteéSanas riks Franklin, kur
apvienotas vairakas datubazes. Variantiem tika novertéts biezums, izmantojot GnomAD
datubazi, ka arf ja variants bija ar aminoskabes nomainu, tad tika apskatits Z vertiba, kas norada
vai géns toleré aminoskabes nomainas variantu vai né, tad izmantojot MetaDome tika noverteta
varianto pozicija tika toleréti varianti ar aminoskabes nomainu. Izmantojot ProteinPaint
datubazi, tika novertéta varianta lokalizacija — vai variants atrodas funkcionala doména un vai
ir zinoti blakus patogéni vai ticami patogéni varianti. UCSC Genome Browser tika izmantots,
lai novértétu vai aminoskabe ir konservativa. Izmantojot SplaiceAl Lookup riku tika paredzéta

ietekme variantiem splaisinga vietas.

2.8. Patogénu variantu validacija

Lai validetu identificétus klmiski nozimigus genétiskos variantus, tika veikta mérka
rajona amplifikacija ar iepriek§ izveidotajiem oligonukleotidiem (sk. 5.tab) un iegiito
amplikonu sekvencéSana ar Sangera metodi. PKR reakcijai sastavéja no sekojoSiem
komponentiem — 0,2 ul 5 U Taq polimeraze, 5,0 ul 10x Taq bufferis, 2,0 ul 2,5 mM dNTP mix,
1,0 pl 10 uM katra praimera, 3,0 ul MgCl2, 36,8 pl dH20 un 1,0 pl izdalitas DNS (50 ng/ul).
Reakcijas maisijumu novorteks€ja, 1si nocentrifugéja un ievietoja PKR iekarta (Peqlab
peqSTAR) un amplificéja pie sekojosiem apstakliem - 95°C/5 min, tam seko 35 cikli : 95°C/30
sek, 55°C/45 sek, 72°C/1 min — p&c tam 72°C/5 min. Gatavs PKR reakcijas produkts tika vizuali
parbaudits uz 1% agarozes géla, uznesot 5,0 pul PKR reakcijas produktu.

PKR produktus attirTja, samaisot 5,0 pl PKR produkta ar 1,0 pul (1 u/mkl) FastAP un 0,5
ul (20 uw/mkl) Exo I enzimus, paraugus inkub&ja PKR iekarta pie 37°C/15 min, 85°C/15 min.
Attiritiem PKR produktiem veica sekvencéSanas reakciju, samaisot 2,5 pl attirita PKR produkta
pievienoja 2,0 pl 5xSeq bufera, 0,3 pl Big Dye, 1,0 pl praimera un 4,2 ul tidens. Sagatavot0
sekvencéSanas reakciju ievietoja PKR iekarta, inkubg&ja pie sekojoSiem apstakliem - 95°C/2

min, tam seko 35 cikli : 95°C/20 sek, 55°C/15 sek, 60°C/4 min — p&c tam 72°C/40 sek un tad
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4°C/5 min. legiitas sekvencéSanas reakcijas pargulsnéja. Stobrina ar 10,0 pl sekvencéSanas
reakcijas pievienoja 7,25 pl tdens, 1,5 pl 3 M NaOAc pH 5,2 un 31,25 pl 96% etanola un
samaisija. Sagatavotas reakcijas tika parnestas optiska plate, tad plate tika nocentrifugéta 40
min pie 3700 rcf un 4°C. P&c centrifugéSanas plate tika uzmanigi apgriezta bez pléves uz
salvetes, lai atbrivotos no supernatanta. Tad palikusas bedrit€s nogulsnes mazga ar 70,0 ul 70%
etanola un centrifiigé 15 min pie 3700 rcf un 4°C. Plate atkartoti tika apgriezta bez pléves uz
salvetes, lai atbrivotos no supernatanta, un tad tika ievietota PKR iekarta uz 2 mintitém pie 70°C
zaveties.

Bedrités ar sausam nogulsném tika pievienoti 10,0 pL. HiDi formam1ida un novortekseéti.
Paraugus platé denatur&ja 5 miniites pie 95°C, 2 mintites pie 4°C PKR iekarta. Sagatavota plate
tika ievietota 8-kapilara Applied Biosystems™ 3500 sérijas genétiska analizatora un tika veikta
sekvencéSanas reakciju nolasiSana. Sekvenc€Sanas procesa iegiitie ab/ faili tika analizéti CLC
Genomics Workbench 23.0.5 programma, lai apstiprinatu identific€tus variantus.

5. tabula.

Variantu mérka rajona sekvencéSanai izveidotie oligonukleotidi.

Oligonukleotida

nosaukums Sekvence 5* — 3’ Variants
ma74 ATATGACGTGTCTGCTCCAC
em475 AGTCTTACCAAAATGAAGCGGCC ~— 6>260dupCs e.53251C>T
- GGCTCTTTAGCTTCTTAGGAC
em471 GAGACCATTTTCCCAGCATC AU ARSI
em4s6  CGTTGCTACCGAGTGTCTGTCTAAG
em457 GTGCTCCCAAAAGCATAAA c.4035delA
emaoa ATTCACTGTGTTGATTGACCTT
ma95 GTTAGCAATTTCAACAGTCTAATC efost G500
64 TGGCTGCCCAGGAAGTATG
emd65s AACCAGAATATCTTTATGTAGGA c4675G > A
em560 CACTGTGCCTGGCCTGATAC
emS61 AGTCTCTAAGACTTTGTTCTC SRIPACET
md32 GGTTCTGATGACTCACATGATGGG
em433 TCTGTGGCTCAGTAACAAATGCTC c.1371del
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CNV analizes rezultata paraugi, kuriem tika identific€tas un novertétas ar augstu
ticamibu lielas strukturalas izmainas BRCA1 vai BRCA2 géna, tika validéti ar MLPA metodi,
izmantojot SALSA® MLPA® reagentu komplektu péc MRC Holland razotaja noradijumiem.

No sakuma DNS paraugi tika denaturéti termociklert pie 98°C 5 minttes, tad tika
sagaidis kame@r temperatiira sasniedz 25°C. Katra parauga ar denaturéto DNS tika pievienoti
3,0 puL hibridizacijas maisijjuma, kas sastav no 1,5 pnLL. MLPA bufera un 1,5 uL probemix,
samaisiti ar pipeti un 1si nocentrifugéti, kas péc tam tika novietoti atpakal termocikler1 pie 95°C
1 miniite, kam seko 20 stundas hibridizacija pie 60°C. Tika sagatavots Ligase-65 maisijums,
kas sastav no 25,0 uL no nukleinskabju briva tdens, 3,0 uL ligazes bufera A un 3,0 pL ligazes
bufera B. Tika sagaidits, kad termocikleri temperatiira sasniedz 54°C, tad neiznemot stobrinus
no iekartas, katra tika pievienoti 32,0 uL Ligase-65 maisijuma, samaisits ar pipeti un aiztaisits
ciet. Tika turpinata termociklera programma, kur ligacijas reakcija notika 15 minttes pie 54°C,
5 minttes pie 98°C un apstajas pie 20°C. Tika pagatavots PKR maisijums samaisot 7,5 pL no
nukleinskabju briva didens, 2,0 uL SALSA PKR praimeru maisjjuma un 0,5 pL SALSA
polimerazes. Stobrini tika iznemti no amplifikatora un istabas temperatura tika pievienoti 10,0
pL PKR maistjuma katra parauga, kartigi samaisot ar pipeti, kas uzreiz tika novietoti atpakal
amplifikatora pie sekojoSiem apstakliem - 35 cikli: 95°C/30 sek, 60°C/30 sek, 72°C/1 min —
péc tam seko 72°C 20 min.

Talak iegiita MLPA PKR reakcija tika sagatavota fragmentu atdaliSanai ar kapilaro
elektroforézi, samaisot 0,7 uL. PKR reakcijas, 0,2 pLL. LIZ GS 500 size standard un 9,0 uL HiDi
formamida un tad denatur&jot 3 mintites pie 86°C, 2 miniites pie 4°C. Sagatavota reakcija tika
ievietota 8-kapilara Applied Biosystems™ 3500 s€rijas genetiska analizatora un fragmenti tika
atdaliti ar kapilaro elektroforézi. legiiti faili ar rezultatiem tika analiz&ti un kvalitate kontrole

uztaisita izmantojot Coffalyser.Net analizes riku.

2.9. Datu statistiska analize

Izmantojot RStudio 4.3 3 statistikas riku, ieglitus péc sekvencéSanas 538 variant calling
failus apvienoja viena faila un no ta saskaitija variantu sastopamibu heterozigotiska un
homozigotiska stavokli, skaitot unikalas kombinacijas péc genomiskas pozicijas, references
al€les, alternativas al€les un zigotiska stavokla.

P&c ieglitam variantu sastopamibas vértibam analizétaja grupa aprékina alternativas
aleles biezumu, saskaitot kopa al€les heterozigotiska un homozigotiska stavokli, kas sadalits ar

kopégjo alélu skaitu pétijuma (1076).
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Lai apskatitu un salidzinatu alternativu al€lu sastopamibu Latvija ar citam valstim bija
izveidota heatmap. lzrékinata alternativas al€les biezumu starpiba citam valstim ar Latviju
izteikta absoliitos skaitlos. Talak iegiitas vertibas normaliz€tas pa variantiem, pielietojot z-

vertibas, kas no sakuma varianta biezuma standartnovirzi aprékina péc formulas (1.1):

1 _
s= |2t —X)? (1.1)

kur

S — aléles biezuma standartnovirze;

n — aléles bieZuma vértibu skaits;

x; — aléles biezuma vertiba, kas ir i populacijai;

X — vidgja veértiba starp aléles biezumiem populacijas;

Tad iegiito varianta bieZuma standartnovirzi izmantoja varianta biezuma z-vertibas

katrai populacijai, kuru aprékina péc formulas (1.2):

z =" (1.2)

kur
x — al€les biezuma vertiba

1 — vidgja aléles biezuma vértiba rinda
legiitas normaliz€tas pa variantiem z-vertibas iekrasoja sarkana-zila gradienta, kur

negativam vertibam pieskirta zilas krasas toni, 0 vertibai ir balta krasa un pozitivam vertibam

pieskirta sarkanas krasas toni.
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3.PETIJUMA REZULTATI

3.1. DNS biblioteku sagatavoSana un sekvencéSana

P&tijuma ietvaros tika sagatavotas 538 DNS bibliotekas atbilstosi 2.3. apakSnodala
aprakstitajai metodikai, kuras kvalitate tika parbaudita. Fluorometriski noteikta DNS biblioteku
koncentracija bija robezas no 10 ng/uL 1idz 40 ng/uL pirms normaliz&$anas, ka ar1 kapilara
elektroforéze uzradija vidgji [idz 600 bp lielu fargmentu garumu bez diméru piesarnojuma, kas

liecinaja par labas kvalitates raditajiem prieks$ sekvencéSanai (sk. 3.att.).
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3. att. Sagatavotas bibliotekas elektroferogramma

Sagatavotas bibliotekas tika normalizetas atbilsto$i 2.4. apakSnodala aprakstitajai
metodikai un BRCAI un BRCA2 génu mérktieciga nakamas paaudzes sekvené$ana (NGS) tika
veikta, izmantojot MiSeq platformu (Illumina, ASV) ar v3 600-cycles komplektu, genergjot
300 bp paired-end nolastjumus. Uz viena kartridza tika izlaistiti 134 vai 135 unikali indekséti
paraugi, kas multiplekséti viena pliismas $iina.

Sekvencésanas rezultata tika iegiits vid&ji 150 nolasijuma skaits ar vidéjo nolasijuma
dzilumu 300x katram paraugam génu garuma. Pamata sastavs (A, T, C, G) bija lidzsvarots (25%
+ 5%), ka ar1 forward/reverse nolastjumu lidzsvars bija vienmérigs (~0,4-0,5). Sekvencésanas
kvalitate visos paraugos bija nemainigi augsta, vid€jais Phred kvalitates raditajs (Q-score)
>Q30 vairak neka 85-90 % no bazém, atspogulojot bazes noteikSanas precizitati >99,9 %.
Vidgjais vienas bazes kvalitates raditajs forward un reverse virziena nolasitajam bazém bija
aptuveni 37, kas norada uz izcilu nolastjumu integritati ar minimalu kluadainu bazu izsaukSanu.
P&c adapteru apgrieSanas un kvalitates filtréSanas saglabati vairak neka 70-80 % nolasijumu ar
augstu izlidzinasanas Itmeni (>98 %) ar references genomu, ka ar1 netika novérots bitisks
adapteru piesarnojums vai sekvencéSanas artefakti (<2%).
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3.2. Variantu identificeSana un klasificéSana

Analizes rezultata iegtti 538 variant calling faili ar nofiltrétiem variantiem, no kuriem
ieglti varianti tika klasificéti atbilstosi 2.7. apaksnodala aprakstitajai metodikai.

Izmantojot RStudio statistikas riku, ieglita variantu sastopamiba gan heterozigotiska,
gan homozigotiska stavokli petijuma ietvaros. Petijuma identificéti 121 atskirigs variants, kur
identific&ti 120 (99,17%) heterozigotiska stavokliun 1 (0,83%) homozigotiska stavokli. No 120
variantiem heterozigotiska stavokli 26 (21,67%) ir ari novéroti homozigotiska stavokli,
izveidojot kopa 147 dazadas variacijas.

Variantu 1patsvars BRCAI géna bija 45,45% (n=55), bet variantu ipatsvars BRCA2 géna
bija 54,55% (n=66), kas ir atspogulots ar variantu lokalizaciju 6.1. tabula un 6.2. tabula. Tikai
45,45% (n=25) variantu BRCAI géna bija identificéti proteina kod&josos regionos, bet 54,55%
(n=30) variantu nekod&josos regionos. BRCA2 géna 57,58% (n=38) variantu lokaliz&ti proteina

kodgjosos regionos un 42,42% (n=28) lokaliz&ti proteina nekod&josos regionos.

6.1. tabula
Variantu lokalizacija BRCAI géna

Varianta lokalizacija géna Variantu skaits
5’UTR 1
3’UTR 13
introns 16

7. eksons 1
8. eksons 1
10.eksons 15
12.eksons 1
14.eksons 1
15.eksons 3
16.eksons 1
17.eksons 1
19.eksons 1
Kopa 55
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6.2. tabula
Variantu lokalizacija BRCA2 géna

Varianta lokalizacija géna Variantu skaits
5’UTR 2
3’UTR 20
introns 6

3. eksons 1
8. eksons 1
10.eksons 6
11.eksons 21
14.eksons 1
16.eksons 1
18.eksons 2
20.eksons 1
23.eksons 1
27.eksons 3
Kopa 66

Izmantojot datubazes 83 (68,59%) tika klasificéti ka labdabigi, 24 (19,83%) ka ticami
labdabigi, 7 (5,79%) ka varianti bez skaidra nozimiguma (VUS) un 7 (5,79%) ka patogéni, kuri
ir apkopoti 4.1.- 4.4. pielikumos.

Starp kliniski nenozimigiem variantiem (labdabigi, ticami labdabigi un VUS) BRCA1
gena lielaka dala 60% sastav no viena nukleotida nomainas variantiem un 40% del&cijas.
Savukart, BRCA2 géna novérojami 76,56% variantu ar viena nukleotida nomainu, 17,19%
delécijas, 3,13% insercijas un 3,13% indelu (sk. 6.3.tab.).

6.3.tabula
Variantu skaits BRCA1 un BRCA2 génos

Varianta veids BRCAI BRCA?2
delécija 20 11
insersija - 2

del&cija un insercija - 2
SNV 30 49
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Proteina kodgjosos regionos BRCAI geéna kliniski nenozimigiem variantiem ap 65%
noveérota aminoskabes nomaina un 35% variantu bez aminoskabes nomainas. BRCA2 géna starp
kliniski nenozimigiem variantiem proteina kod&joSos regionos 50% novérota aminoskabes
nomaina, 44,44% variantu bez aminoskabes nomainas, 2,78% STOP kodona veidojosSu variantu
un 2,78% ramju nobides, kas novérojams 6.4.tabula.

6.4. tabula

Kliiski nenozimigu variantu skaits péc ietekme molekulara l[iment BRCAI un BRCA2 génos

Varianta ietekme molekulara

[imeni BRCAI BRCA2
STOP kodonu veidojoss - 1
aminoskabes nomaina 13 18
ramju nobide - 1
bez aminoskabes nomainas 7 16

Katram labdabigam, ticami labdabigam un VUS variantam izrékinats alélu biezums,
nemot veéra ka dazi varianti novérojami ari homozigotiska stavokli, kas nozimé, ka ir divas
alternativas al€les. Rezultata, saskaitot visu alternativu alélu skaitu un sadalot to ar kop&ju alelu
skaitu, iegiita tabula ar variantu aléles biezumu pétijuma, kas ir novietota 5.1.-5.2. pielikumos.

Lai apstiprinatu kliniski nozimigus genétiskus variantus (rs80359112, rs80356860,
rs80356988, rs80357711, rs397508861, rs80359604 un rs80357906), kuri ir aprakstiti
6.5.tabula, mérka regioni tika amplificéti un nosekvencéti ar Sangera metodi atbilstosi 2.8.
apaksnodalai (sk. 4.att.).

6.5. tabula

Identificeti klniski nozimigi genétiski varianti.

Varianta ietekme dbSNP
molekulara limeni datubazes Nr.

STOP kodonu 180359112 NM_000059.4(BRCA2):c.8572C>T (p.GIn2858Ter)

HGVS nomenklatura

veidojoss
aminoskabe 180356860  NM_007294.4(BRCA1):c.5117G>A (p.Gly1706Glu)
nomaina
aminoskabe ;90356088  NM_007294.4(BRCA1):c.4675G>C (p.Glul559GIn)
nomaina

ramju nobide rs80357711 NM 007294.4(BRCA1):c.4035del (p.Glul346fs)
ramju nobide rs397508861 NM 007294.4(BRCA1):c.1371del (p.Asp458fs)
ramju nobide rs80359604 NM 000059.4(BRCA2):c.658 659del (p.Val220fs)
ramju nobide rs80357906 NM 007294.4(BRCA1):¢c.5266dup (p.GIn1756fs)
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c.8572C>T c.5117G>A c.4035del
|

v N y
GGAGGCC[YAACAAAAG TTTTCTAGRIAATTG( . TGATGARRAARRRG

f\ﬂ \h \M f' f\ , M n H {\ f\ m \” ﬂ (\ c.1371del
TATT GARRMMAAAMW
80 260 270

120

c.5266dup €.4675G>C c.658_6§9de|

4 v
\G AATCCCMR|GRMMRR GATCTARIGTAATAT T6 Aaac TRITWT[VY Ylch

it bl

4. Att. Variantu validacija ar Sangera sekvenceSanu. BRCAI géna: c.5117G>A, .4675G>C,
c.4035del, c.1371del, ¢.5266dup. BRCA2 géna: ¢.8572C>T, ¢.658 659del.

110 120

P&ttjuma tika apstiprinati visi 7 kltniski nozimigi genétiski varianti, kur pieci varianti
lokalizéti BRCAI géna (71,43%) un divi BRCA2 géna (28,57%) (sk. 5.att.). Varianti ar ramju
nobidi BRCAI géna c.4035del, c.1371del, ¢.5266dup un BRCA2 géna c.658 659del izveidoja
57,14% no patogéniem variantiem. Varianti ar aminoskabes nomainu BRCA 1 géna c.5117G>A
un ¢.4675G>C izveidoja 28,57% un STOP kodonu veidojoS$s variants BRCA2 géna c.8572C>T

izveidoja 14,29% no identificétiem patog€niem variantiem petijjuma.

exon15del
c.4035del .4675G>C c.51 17G>A
c.1371del _l L 2500
BRCAT K
Exonl 2 34 56 |7 8 910 11 12 13 14 15 1 17‘W'2223 24
RING BRCT
c.72-¢c.192
r ¢.658_659del 0-85712C>T
BRCA2 v
Exonl 23 456 7 8 9 10 11 12 13 14 115/ PRy 195 26 27
BRC atkartojumi -
¢.3006-c.6255 DNA binding
¢.7437-¢.8001

5. Att. Identific€to patogénu variantu lokalizacija BRCAI un BRCA2 génos.

CNV analize lielas strukturalas izmanas ar augstu ticamibu (p-vertiba <0,05 un fold

change >1,5) tika identific@ti 12 paraugiem, kuri tika parbauditi ar MLPA metodi atbilstosi 2.8.
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apaksnodalai (sk 6.att). Tikai vienam no 12 (8,33%) paraugiem apstiprinajas liela strukturala
izmaina, kas arT tika klasificéta ka kliniski nozimiga (sk. 6.6.tab.).

Pétijuma 8 no 538 dalibniekiem (1,48%) tika identificéti kliniski nozimigi genétiskie
varianti BRCA1 un BRCA2 génos.

6.6. tabula
Identificéta kliniski nozimiga liela strukturala izmaina BRCAI géna.
Géns CNV veids Cita nomenklattra HGVS nomenklattra
BRCAI  delécija 15 eksona delécija NG _005905.2:2.43068781 43073429del

A

3 gt s 53 8 2
IR § 8%3|.: %1 3

- 3381 k E=
E: g gii 3 i; fi

—o PH3.up (0D)
ANOT-4 01C)

1 LWEL " mmmwmwﬂ

3 RE i susss SRSSISICCITERRSNRRRINARRERREEES 28R B KEIEIE 3‘ :15 IR I A

6. Att. Liela strukturala izmaina ar 15.eksona deléciju A. MLPA elektroferogramma. B.
MLPA rezultats
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3.3. BRCAI un BRCA2 variantu sastopamiba un salidzinajums ar citam
populacijam

Vairaki labdabigi varianti atkartojas starp dalibniekiem analiz€jama grupa, tapéc
pétijuma ietvaros saskaitita BRCA1 un BRCA2 variantu sastopamiba grupa, kas sevi ietver 538
dalibniekus, un salidzinata to ar citam populacijam. Katram variantam saskaitits alternativas
aleles biezums un, izmantojot dbSNP datubazi, tika apkopoti pieejamie dati par variantu
sastopamibu citas populacijas, kas ir apkopoti un atspoguloti Nr. pielikuma. Variantu
sastopamibas salidzinajuma tika izmantoti dati no Igaunijas, Korejas, Somijas, Niderlandes,
Zviedrijas, Japanas un Spanijas.

No 114 kliniski nenozimigiem variantiem tikai par 57 (50%) bija pieejami dati ar
alternativas al€les biezumu citas valstis. Rezultata no iegiitiem al€lu biezumiem uztaisita
heatmap atbilstosi 2.9. apakSnodalai, kas ir ievietota 6.pielikuma, kur novérojama tendence

BRCAI un BRCA?2 variantu sastopamibas 11dziba ar Igaunijas populaciju.
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DISKUSIJA

Parmantots kriits un olnicu vézis (HBOC), ko galvenokart izraisa patogénie BRCAI un
BRCA2 génu varianti, ir nozimiga sabiedribas veselibas probléma, jo mutaciju nésatajiem ir
paaugstinats véza risks miuza laika [59]. Latvija katru gadu vismaz 55 kriits véza gadijumi un
24 olnicu véza gadijumi biitu potenciali jau ieprieks paredzami BRCA1/2 patog€na varianta
nésatajiem [4;25;73;78]. Agrina nésataju identific€Sana, izmantojot genétisko testésanu, lauj
istenot personalizétas riska parvaldibas strat€gijas, tostarp pastiprinatu uzraudzibu,
profilaktiskas operacijas un mérktiecigu terapiju, kas galu gala samazina saslimstibu ar vézi un
mirstibu [4].

Latvija lidz Sim veikti petijumi, kas galvenokart fokus€jas uz BRCAI un BRCA2 génu
kliniski nozimigu variantu noteikSanu pacienteém ar kriits un/vai olnicu vézi un vinu tuvu
radiniekiem, lai izprastu to izplatibu, spektru un klinisko nozimi véza riska novértéSana un
genétiskaja konsultésana [6;7;25;47,78]. St pétijuma mérkis bija noteikt BRCAI un BRCA2
variantu Tpatsvaru starp onkologiski veselam sievietém Latvijas populacija, izmantojot
nakamas paaudzes sekvencésanas (NGS) tehnologiju. Rezultata novérots augstaks patogéno
variantu ipatsvars BRCAI un BRCA?2 génos (1:67 vai 1,49%) neka bija sagaidams, jo literattira
noradits variantu biezums BRCA1/2 génos ir aptuveni 1:400 (0,2%- 0,3%) vispargja populacija,
iznemot Askenazi ebreju tautibas populaciju, kur prevalence aptuveni ir 1:40 (2%-2,5%)
[59;62]. Petijuma novéroto augsto patogéno BRCAI/2 variantu izplatibu var izskaidrot ar
atlases neobjektivitati analizéta grupa, jo dalibnieki, iesp&jams, bija vairak motivéti piedalities,
jo gimeng ir bijusi véza gadijumi, tadgjadi palielinot iedzimto variantu atklasanas iesp&jamibu.

Starp identific€tiem patog€niem variantiem noteikti tris ciltst€va varianti: ¢.5117G>A
(p.Gly1706Glu), ¢.5266dup (p.Gln1756fs) un c.4035del (p.Glul346fs) BRCAI géna. Aptuveni
80 % no visiem identific€tajiem patogéniem variantiem BRCAI gena kriits un olnicu véza
pacientiem Baltijas regiona ir saistits ¢.5266dup un c.4035del variantiem, tapéc tas bija
sagaidams ka kads no Siem variantiem varétu biit identific€jams pétijuma [6;47]. BRCAI
c.5266dup (p.GIn1756fs) variants 19. eksona, vésturiski dévets par 5382insC, ir patogéns
variants ar ramja nobidi BRCAI géna [6]. ST mutacija ietver citozina nukleotida dublésanos
5266. pozicija, ka rezultata rodas priekslaicigs STOP kodons 74. pozicija un saisinats,
nefunkcionals BRCALI proteins [6;47]. BRCAT c.4035delA ir otra izplatitaka BRCA1 mutacija
Latvija péc ¢.5266dup, kur lidzigi delécija 4035. pozicija 10. eksona izraisa ramju nobidi un
ievies priekslaicigu STOP kodonu, radot saisinatu BRCA1 proteinu un audzgja supresora
funkcijas zudumu [6;47;78]. Salidzinajuma ar c.4035del varianta n@satajiem, c¢.5266dup
varianta n€satajiem izdzivoSanas raditaji ir labaki kriits véza gadijuma, jo agresivs audzgja
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apakstips biezak bija novérots c.4035del varianta nésatajiem [6]. Variants ar aminoskabes
nomainu ¢.5117G > A ir treSais biezi sastopams variants Latvija, kurs ir populacijas specifisks
patogéns variants, jo ir reti sastopams pasaul€, bet Latvija un Spanija ir registréti vairaki
gadijumi [19;47]. Sis variants ka c¢.5266dup atrodas BRCT doména, kas ir kritiski svarigs DNS
bojajumu atbildes reakcijai un olbaltumvielu-olbaltumvielu mijiedarbibai [36;57]. Sis variants
izraisa BRCA1 funkcijas zudumu, ka rezultata traucéta DNS laboSana un paaugstinajas risks
saslimst ar vézi [47]. Ieprieks petijumos noverota genotipa-fenotipa korelacija, kas norada, ka
dazadi varianti BRCAI géna var izraisit atSkirigu véza risku un klinisko izpausmi [6;65;78].
Tadi varianti ka ¢.5266dup, kuri lokalizéti BRCA1 géna 3' dala, ir saistiti ar augstu kriits véza
attistibas risku, bet c.4035del variantam tika noverots gandriz vienads kriits un olnicu véza
Ipatsvaru starp varianta nésatajiem [6].

Petijuma identificéts vél viens kliniski nozimigs variants ar aminoskabes nomainu -
¢.4675G>C (p.Glul559GIn) BRCAI géna. Sis variants bija detektéts 5 no 164 (3,0%) BRCA1/2
parbauditajam gimeném ieprieksgja petijuma Latvija [78] un vél divam gimeném no citiem
petijumiem[7:47], kas kopuma veido vislielako registréto gadijumu skaitu ar c¢.4675G>C
(p.Glu1559GIn) variantu pasaulé [37;47]. Sis variants atrodas BRCAI géna 14. eksona gala,
proteina centralaja apgabala, bet arpus visvairak izpétitajiem funkcionalajiem dom@niem
(RING un BRCT doméni) [36]. Ta ka variants ir rets, pietriika informacijas par variantu.

BRCA?2 géna detekteti tikai divi varianti: ¢.8572C>T (p.GIn2858Ter) un ¢.658 659del
(p-Val220fs). Tas ir bija sagaidams, jo no patogé€niem variantiem saistitiem ar HBOC 66% ir
lokalizéti BRCAI géna un 34% BRCA2 géna [33;41]. Variants ar ramju nobidi ¢.658 659del
(p-Val220fs), kurs iepriek§ bija noverots Latvija: pétijuma bija identific€ts variants vienam
pacientam HBOC grupa un Cetriem no secigas kriits véza pacientu grupas [7]. Latvija un
Lietuva $is variants ir viens no visbiezak nove€rotiem variantiem BRCA2 géna [47]. K2 arT §is
variants ir zinots pétijjumos Norvégija [34], Polija [21;48;63;84], Italija [67], Spanija [19],
Austrija [75] un Baltkrievija [69]. Vienigais kliniski nozimigs STOP kodonu veidojoss variants
c.8572C>T (p.GIn2858Ter), kas ir rets variants, detekt&ts vienai gimenei ieprieksgja petijuma
Latvija [47]. Ir zinoti divi gadijumi Lietuva un Igaunijas petijuma c¢.8572C>T bija biezakais no
detektetiem variantiem BRCA2 géna [38;46;66;74]. Pieejama informacija ir ierobezota, jo ir
maz publicéto datu par So variantu. Ta ka c.8572C>T ir reti sastopams visa pasaulg, bet ir
konstatets Baltijas regiona, biitu vertigi izpétit sikak iespg&jamo ciltsteéva efektu Baltijas regiona
populacijas, lai sniegtu ieskatu par regionalo véza risku saistiba ar ¢.8572C>T BRCA?2 géna.

Viens no parsteigumiem pétijjuma bija identificéts patogéns variants c.1371del
(p.Asp458fs) BRCAI géna. Sis variants nebija identificéts iepriek§ Latvija, ka arT Baltijas

regiona [47]. Kliniski nozimigs variants ar ramju nobidi atrodas 10. eksona, kur ar atrodas
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c.4035del variants. Nav publiski pieejami dati par varianta biezumu, ka ar nav publicéti raksti,
kur c.1371del butu identificéts. Neskatoties uz to, ka variants ir rets, tas tika klasificéts 2016.
gada ENIGMA konsorcijas ekspertiem ka patogéns variants [55]. Ka arT plasa pétijuma, kur
piedalijas 13213 sievietes ar identificétiem patog€niem variantiem BRCA /2 génos no visas
pasaules un ir iesaistitas CIMBA, tika ieklautas 10 sievietes ar c.1371del (p.Asp458fs) BRCAI
geéna, bet nav publiski pieejami dati par varianta n€satajiem, lai apskatitu un novertetu regionalo
izvietojumu vai gadijumu aprakstu [60].

CNV analizes rezultata tikai vienam no 12 (8,33%) tika apstiprinata ar MLPA metodi
liela strukturala izmaina, kas liecina par lielu aplami pozitivu CNV analizes rezultatu skaitu.
Iesp&jamie iemesli zemai CNV noteikSanas precizitatei varétu biit bazes linija vai parklajuma
svarstigums. Darba tika izmantoti 30 negativas kontroles paraugi priek§ bazes Iinijas
izveidoSanai, bet prieks stabilai bazes Iinijai tas varétu bt nepietiekami, jo tas bija ieteicams
minimalais paraugu skaitlis [39;70]. Atskiribas biblioteékas sagatavoSana un sekvencéSanas
procesos varétu bt izskaidrojumam nolastjumu skaita mainibu paraugos, jo biblioteku
sagatavoSana nebija automatiz€ta un bija iesaistiti vairaki cilveki, ka arT paraugu sekvencéSana
tika iedalita Cetros piegajienos. Tas tikai pierada, ka validacija ir nepiecieSama, bet tadai
validacijas metodei ka MLPA var bt art trukumi un riski, piem&ram, nejausi atklat patogénu
variantu cita géna, kur§ ir ieklauts kopa ar interes€josajiem géniem komerciali razota MLPA
reagentu komplekta. P&tijuma ietvaros tika identificéta liela strukturala izmaina — 15. eksona
delécija BRCAI géna, kas tika interpretéta ka kliiski nozimiga, jo abi lizuma punkti atrodas
kodesanas apgabala, kas visticamak izjauc olbaltumvielas funkciju, un vismaz 80 % varianta
parklajas ar zinotam patogé€nam vai ticami patogénam strukturalam izmainam (ClinVar ID:
267559, ClinVar ID: 2692393). Literattira tika noradits, ka 11-13% no identificétiem kliniski
nozimigiem variantiem BRCA I géna ir lielas strukturalas izmainas [59]. Petjjuma rezultata 15.
eksona delécija veido 16,67% (1:6) no identificétiem kliniski nozimigiem variantiem BRCA !
gena.

Lielaka dala no identificétiem variantiem klasificéti ka labdabigi (84) un ticami
labdabigi (23), kur pamata ir klusie un varianti ar aminoskabes nomainu. Starp tiem BRCA2
gena tika noteikts 1,49%  (8:538) dalibnieku  variants ar ramju  nobidi
c.10095delinsGAATTATATCT (p.Ser3366fs) un 0,56% (3:538) dalibnieku STOP kodonu
veidojoSs variants ¢.9976A>T (p.Lys3326Ter), kas ir salidzino$i augsta sastopamiba grupa.
Cita petijuma tika novérots augstaks c.9976A>T un ¢.10095delinsGAATTATATCT variantu
biezums pacientiem ar diagnostic€tu kriits vai olnicu vézi salidzinajuma ar kontroles grupu, bet
netika noteikta statistiski ticama saistiba ar vézi [12;76]. Varianti klasific&ti ka ticami labdabigs

un labdabigs, jo abi divi atrodas p&d€ja eksona un tika paredzets péc funkcionala novértéjuma,
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ka priekslaicigi izveidota STOP kodona dél nedaudz saisinats BRCA2 proteins nezaud@ savu
funkciju [12;76].

P&tijuma rezultata identificéti 7 genétiski varianti ar neskaidru klinisku nozimi (VUS).
Nemot véra jaunas variantu klasificeSanas vadlinijas un Beijesa uz punktiem balstita sisttmu
[], identificeéti VUS varianti klasificéti ka “auksti”, ka arT tie tika identificéti onkologiski
veselam sievietém, tapec pec visam rekomendacijam varianti netika zinoti.

Apkopojot datus par aléles biezumu citas populacijas, novérojama tendence BRCA/ un
BRCA?2 variantu sastopamibas I1dziba ar Igaunijas populaciju, kas bija sagaidams, jo ieprieksgja
pétijuma paradita genétiska Iidziba Igaunijas populacijai ar Latvijas un Lietuvas populacijam
[53]. Lielakai dalai no apskatitiem labdabigiem un VUS variantiem bija pieejami dati par
biezumu Igaunijas populacija, kad citu populaciju datos nebija pieejamas informacija par
biezumu 30-50% variantu. Salidzinot kliniski nozimigus variantus, Igaunijas populacijai ir
lidzigi biezaki identificéti varianti ¢.5266dup (p.Glnl1756fs) un c.4035del (p.Glul346fs)
BRCAI géna, bet variantu sastopamiba daudz zemak neka Latvija [46]. P&c publicétiem datiem
par biezakiem patog€niem variantiem BRCA un BRCA2 génos valstis, Latvijai tuvak Polija un
Lietuva ar Iidzigo c.5266dup (p.GInl1756fs), c.4035del (p.Glul346fs) un c.181T>G
(p.Cys61Gly) variantu sastopamibu [60]. Ta ka viens no ierobezojumiem darba bija publicétu
datu trilkums par labdabigu un VUS variantu biezumu citas valstis ka Lietuva un Polija. Ka ar1
pieejami al&lu biezuma dati nav vienlidzigi, jo alélu biezums, piem&ram, Koreja ir izrékinats
no projekta ar 3117 dalibnieku, bet Somija biezums izrékinats no projekta ar 152 dalibnieku.

Petijuma iegiiti dati par alternativu alelu biezumu Latvija var kalpot ka pamats
nacionalai BRCA1/2 variantu biezuma datubazei, kas butu loti noderiga kliniskaja praksé. Ka
ar1 ir planots publicét biezuma datus dbSNP datubazg, lai paplasinatu informaciju par tadiem
variantiem ka VUS, kas vargtu palidzet citiem korekti interpretét tadus variantus, nemot véra

biezumu onkologiski veselai populacijai, padarit to par labdabigu.
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SECINAJUMI

Identificeti 7 klniski nozimigi genétiskie varianti BRCAI un BRCA2 génos.
Identificéta viena kliniski nozimiga liela strukturala izmaina BRCAI géna.
Onkologiski veselam sievieteém ir noverots augstaks patogéno variantu ipatsvars BRCA
un BRCA2 génos neka bija sagaidams.

Identificéti 83 labdabigi varianti, 24 ticami labdabigi varianti un 7 VUS, p&c kuriem

novérota lidziba BRCAI un BRCA?2 variantu biezuma ir ar Igaunijas populaciju.
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1. pielikums

Kriteriji patogéno variantu klasific€Sanai. Adaptéts no [61].

Patogenitates Kritérija )
Lo Rakturojums
pieradijumi nosaukums
STOP kodonu veidojoSs variants, ramju nobides,
kanoniskas +1 vai 2 sagrieSanas vietas, iniciacijas kodona
Loti spécigs PVSI zaud€juma, viena eksona vai vairaku eksonu del€cijas variants
géna, kur proteina funkcijas zudums ir zinams slimibas
mehanisms.
PS] Tada pati aminoskabes izmaina ka iepriek$ noteiktam
patog€najam variantam neatkarigi no nukleotidu izmainam.
PS) De novo (apstiprinata gan maternitate, gan
paternitate) pacientam ar slimibu un bez gimenes anamnézes.
Spécigs Labi pieraditi in vitro vai in vivo funkcionalie
PS3 pétijumi, kas apstiprina kaitigo ietekmi uz géna vai géna
produkta.
PS4 Varianta prevalence skartajos individos ir ievérojami
lielaka, salidzinot ar prevalenci kontrolgrupas.
Atrodas mutaciju /ot spot un/vai kritiska un labi
PM1 o N . o -
zinama funkcionala doména bez labdabigam variacijam.
PM2 Nav kontroles grupas (vai ir loti zems biezums, ja tas
ir recesivas) gnomAD .
PM3 Recesivam slimibam, kas konstatétas in trans ar
L patogéno variantu.
Vidgji specigs Proteina garuma izmainas, ko izraisa in-frame
PM4 del&cijas/insercija neatkartojama regiona vai stop-loss
varianti.
PM5 Jauna aminoskabes maina vieta, kur jau ieprieks ir
noveérota cita aminoskabes maina, kas noteikta ka patogéna.
PM6 Pienemts, ka de novo, bet bez paternitates un
maternitates apstiprinajuma
Segregacija ar slimibu vairakiem sirgstoSiem gimenes
PP1 locekliem géna, par kuru ir skaidri zinams, ka tas izraisa
slimibu.
Aminoskabes mainas variants géna, kura ir zems
PP2 labdabigu aminoskabes mainas variantu Ipatsvars un kura
aminoskabes mainas varianti ir bieZs slimibas mehanisms.
. Vairaki skaitliskie pieradijumi apstiprina kaitigu
Atbalstosi PP3 ietekmi uz génu vai géna produktu ( konservacija, evoliicija,
sapliSanas ietekme u. c.).
PP4 Pacienta fenotips vai gimenes anamnéze ir loti
specifiska slimibai ar vienu genétisko etiologiju.
Atsaucigs avots nesen zinoja par variantu ka
PP5 patogénu, bet laboratorijai nav pieejami pieradijumi, lai

veiktu neatkarigu novertgjumu.
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2. pielikums

Labdabigu variantu klasifikacijas kriteriji. Adaptets no [61].

Patogenitates
pieradijumi

Kriterija
nosaukums

Rakturojums

Neatkarigi

BA1

Alelu biezums ir virs 5 % Exome Sequencing Project,
1000 Genomes vai Exome Aggregation Consortium.

Specigi

BS1

Alelu biezums ir lielaks, neka sagaidams slimibas
gadijuma.

BS2

Novérots veselam pieaugusam individam recesiva
(homozigotiska), doming&josa (heterozigotiska) vai ar X
saistita (hemizigotiska) trauc€juma, ar paredzamu pilnigu
penetranci agrina vecuma.

BS3

Labi pieraditi in vitro vai in vivo funkcionalie pétjjumi
neuzrada kaitigu ietekmi uz olbaltumvielu funkciju vai
splaisingu .

BS4

Segregacijas trikums gimenes locekliem, kuri ir slimi.

Atbalstosi

BP1

Aminoskabes mainas variants géna, par kuru
galvenokart ir zinams, ka tas izraisa slimibas.

BP2

Noverots in trans ar patogénu variantu pilniba
penetranta domin€joSam génam/ slimibai vai noverots in cis
ar patogénu variantu jebkura iedzimtibas veida.

BP3

Ramja del&cijas/insercijas atkartojosos regionos bez
zinamas funkcijas.

BP4

Vairaki skaitloSanas pieradijumi liecina, ka nav
ietekmes uz génu vai génu produktu ( konservacija, evoliicija,
splaisingu ietekme u. c.).

BP5

Variants, kas atrasts gadijuma ar alternativu slimibas
molekularo pamatu.

BP6

Atsaucigs avots nesen zinoja par variantu ka
labdabigu, bet laboratorijai nav pieejami pieradijumi, lai
veiktu neatkarigu novertgjumu.

BP7

Sinonims variants, kuram splaisinga prognozeésanas
algoritmi neprognoze ietekmi uz splaisinga konsensa
sekvenci vai jaunas splaisingu vietas izveidi, UN nukleotids
nav loti konservativs.
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3. pielikums

Noteikumi kritériju kombin&Sanai, klasificgjot variantus. Adaptets no [61].

Varianta klasifikacija

Kritériju kombinacijas

Patogéns

L.

ii.

iii.

1 Loti spécigs (PVS1) UN
a. =1 Specigs (PS1-PS4) VAI
b. >2 Vidgji spécigi (PM1-PM6) VAI
c. 1 Vidgji specigs (PM1-PM6) un 1 Atbalstoss (PP1-
PP5) VAI
d. >2 Atbalstosi (PP1-PP5)
>2 Specigi (PS1-PS4)
1 Specigs (PS1-PS4) UN
a. >3 Vidgji specigi (PM1-PM6) VAI
b. 2 Vidgji spécigi (PM1-PM6) un >2 Atbalstosi (PP1-
PP5) VAI
c. 1 Vidgji specigs (PM1-PM6) un >4 Atbalstosi (PP1-
PP5)

Ticami patogéns

ii.
iii.

1v.

Vi.

1 Loti spécigs (PVS1) un 1 Vidgji specigs (PM1-PM6)

1 Spécigs (PS1-PS4) un 1-2 Vidg;ji specigi (PM1-PM6)

1 Spécigs (PS1-PS4) un >2 Atbalstosi (PP1-PP5)

>3 Vidgji specigi (PM1-PM6)

2 Vidgji specigi (PM1-PM6) un >2 Atbalstosi (PP1-PP5)
1 Vidgji specigs (PM1-PM6) un >4 Atbalstosi (PP1-PP5)

1 Specigs (BS1-BS4) un 1 Atbilstoss (BP1-BP7)

Ticami labdabigs
ii. =2 Atbilstosi (BP1-BP7)
i. 1 Neatkarigs (BA1)
Labdabigs . .
1. 22 Specigi (BS1-BS4)
VUS 1. Labdabiga un patogéna varianta kritériji ir pretrunigi.

ii.

Citi ieprieks min&ti kriteriji nav izpilditi.
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Idetificétu variantu raksturojums

4.1. pielikums

Rajons” Lokalizacij aP Ref Aléle Genotips n®  Interpretacija ClinVar
32315655 SUTR(BRCA2) A G Heterozigotisks 104 Benign VCV000209600.16
32315655 SUTR(BRCA2) A G Homozigotisks 1 Benign VCV000209600.16
32316435 SUTR(BRCA2) G A Heterozigotisks 211 Benign VCV000125965.53
32316435 SUTR(BRCA2) G A Homozigotisks 27 Benign VCV000125965.53
32319134 3ex(BRCA2) A G Heterozigotisks 7 Benign VCV000037734.106
32332343 10ex(BRCA2) A C Heterozigotisks 24 Benign VCV000041567.90
32332592 10ex(BRCA2) A C Heterozigotisks 191 Benign VCV000009329.90
32332592 10ex(BRCA2) A C Homozigotisks 22 Benign VCV000009329.90
32332645 10ex(BRCA2) G A Heterozigotisks 3 Likely benign VCV000184355.49
32332843 10ex(BRCA2) A G Heterozigotisks 24 Benign VCV000125943.87
32332992 10ex(BRCA2) T C Heterozigotisks 1 Benign VCV000041542.81
32333296 10ex(BRCA?2) G A Heterozigotisks 1 Likely benign VCV000183776.31
32334689 h?];‘l’fcfgl A - Heterozigotisks 4 Benign

32334689 IIEE(I)QHCIA(B;I A G Heterozigotisks 1 Benign

32336584 11ex(BRCA2) T C Heterozigotisks 22 Benign VCV000125979.86
32336893 11ex(BRCA2) A C Heterozigotisks 1 Benign VCV000051302.75
32337158 11ex(BRCA2) G C Heterozigotisks 1 Benign VCV000037801.42
32337238 11ex(BRCA2) G A Heterozigotisks 1 Benign VCV000051366.93
32337326 11ex(BRCA2) A G Heterozigotisks 23 Benign VCV000041545.89
32337641 11ex(BRCA2) G T Heterozigotisks 1 VUS VCV000234133.13
32337751 11ex(BRCA2) A G Heterozigotisks 239 Benign VCV000126010.84
32337751 11ex(BRCA2) A G Homozigotisks 38 Benign VCV000126010.84
32337870 11ex(BRCA2) C T Heterozigotisks 5 Benign VCV000041546.64
32337871 11ex(BRCA2) G A Heterozigotisks 11 Benign VCV000051481.105
32338162 11ex(BRCA2) T C Heterozigotisks 140  Likely benign VCV000126023.3
32338162 11ex(BRCA2) T C Homozigotisks 10 Likely benign VCV000126023.3
32338423 11ex(BRCA2) G A Heterozigotisks 8 Benign VCV000051589.112
32338613 11ex(BRCA2) G T Heterozigotisks 7 Benign VCV000041549.108
32338669 11ex(BRCA2) C T Heterozigotisks 1 Likely benign VCV000182286.47
32339053 11ex(BRCA2) C T Heterozigotisks 1 Likely benign VCV000186633.26
32339425 11ex(BRCA2) A C Heterozigotisks 2 Benign VCV000037942.61
32339554 11ex(BRCA2) C T Heterozigotisks 45 Benign VCV000051813.92
32339810 11ex(BRCA2) C T Heterozigotisks 3 Benign VCV000051865.57
32340099 11ex(BRCA2) C T Heterozigotisks 47 Benign VCV000041556.91
32340099 11ex(BRCA2) C T Homozigotisks 2 Benign VCV000041556.91
32340140 11ex(BRCA2) A G Heterozigotisks 1 Benign VCV000037997.54
32340455 11ex(BRCA2) C T Heterozigotisks 6 Benign VCV000041558.117
32341176 11ex(BRCA2) G T Heterozigotisks 1 Likely benign VCV000052199.66
32355095 14ex(BRCA2) A G Heterozigotisks 179 Benign VCV000126133.84
32355095 14ex(BRCA2) A G Homozigotisks 9 Benign VCV000126133.84
32357785 16ex(BRCA2) G A Heterozigotisks 1 VUS VCV000091489.44
32363351 18ex(BRCA2) G T Heterozigotisks 3 Benign VCV000041564.90
32363358 18ex(BRCA2) T C Heterozigotisks 1 VUS VCV000834531.8
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Idetificétu variantu raksturojums

4.2. pielikums

Genomiskais raj ons? Lokalizacij ab Ref Alele Genotips n® Interpretacija ClinVar
32371040 20ex(BRCA2) C T Heterozigotisks 1 Pathogenic VCV000052624.19
32379834 23ex(BRCA2) C T Heterozigotisks 1 Benign VCV000038205.71
32380149 h?];‘l’fci‘gs A G Heterozigotisks 1 VUS VCV000566278.8
32398489 27ex(BRCA2) A T Heterozigotisks 3 Benign VCV000038266.120
32398608 27ex(BRCA2) C GAATTATATCT  Heterozigotisks 8 Likely benign VCV000125926.55
32398623 27ex(BRCA2) G A Heterozigotisks 6 Benign VCV000051043.101
32398875 3UTR(BRCA2) A C Heterozigotisks 138 Benign VCV000125927.22
32398875 3UTR(BRCA2) A C Homozigotisks 13 Benign VCV000125927.22
32399139 3UTR(BRCA2) A G Heterozigotisks 249 Benign VCV000209924.8
32399139 3UTR(BRCA2) A G Homozigotisks 34 Benign VCV000209924.8
32399143 3UTR(BRCA2) A - Heterozigotisks 235 Benign VCV000209925.1
32399302 3UTR(BRCA2) A G Heterozigotisks 157 Benign VCV000209928.7
32399302 3UTR(BRCA2) A G Homozigotisks 8 Benign VCV000209928.7
32399600 3UTR(BRCA2) T - Heterozigotisks 308 Likely benign
32399600 3UTR(BRCA2) T - Homozigotisks 10 Likely benign
32399609 3UTR(BRCA2) T C Heterozigotisks Likely benign VCV000311676.30
32399611 3UTR(BRCA2) A G Heterozigotisks 2 Benign VCV000264893.6
32399705 3UTR(BRCA2) C - Heterozigotisks Likely benign
32399747 3UTR(BRCA2) A G Heterozigotisks 2 Likely benign
32399787 3UTR(BRCA2) T - Heterozigotisks 17 Likely benign
32399789 3UTR(BRCA2) T - Heterozigotisks 1 Benign
32399885 3UTR(BRCA2) C A Homozigotisks 514 Benign
32399934 3UTR(BRCA2) C T Heterozigotisks 8 Benign
32400081 3UTR(BRCA2) C T Heterozigotisks 8 Benign
32400151 3UTR(BRCA2) T A Heterozigotisks 190 Benign
32400151 3UTR(BRCA2) T A Homozigotisks 233 Benign
43044346 3UTR(BRCALI) C T Heterozigotisks 8 Benign VCV000209232.10
43044386 3UTR(BRCALI) A G Heterozigotisks 1 VUS VCV000323409.6
43044391 3UTR(BRCALI) G A Heterozigotisks 231 Likely benign VCV000371821.12
43044391 3UTR(BRCALI) G A Homozigotisks 39 Likely benign VCV000371821.12
43044592 3UTR(BRCALI) T G Heterozigotisks 1 VUS
43044805 3UTR(BRCALI) T - Heterozigotisks 16 Benign VCV000264856.7
43045257 3UTR(BRCALI) C A Heterozigotisks 233 Benign VCV000209234.14
43045257 3UTR(BRCALI) C A Homozigotisks 37 Benign VCV000209234.14
43045473 3UTR(BRCALI) A C Heterozigotisks 1 Benign
43046758 h?é?znczji? A - Heterozigotisks 185  Likely benign
43063909 17ex(BRCAL1) C T Heterozigotisks 1 Pathogenic VCV000037638.31
43067677 16ex(BRCA1) C A Heterozigotisks 4 Likely benign VCV000041831.49
43067699 I?;;(Elclji ; e A C Heterozigotisks 1 Likely benign VCV000489726.17
43070958 15ex(BRCAL) C T Heterozigotisks 43 Benign VCV000041830.108
43070958 15ex(BRCAL) C T Homozigotisks 1 Benign VCV000041830.108
43071077 15ex(BRCAL) T C Heterozigotisks 250 Benign VCV000041827.89
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Idetificétu variantu raksturojums

4.3. pielikums

Genomiskais raj ons? Lokalizacij ab Ref Alele Genotips n® Interpretacija ClinVar
43071077 15ex(BRCAL) T C Homozigotisks 39 Benign VCV000041827.89
43071102 15ex(BRCAL) T C Heterozigotisks 1 Benign VCV000055293.87
43074331 14ex(BRCA1) C T Heterozigotisks 1 Pathogenic VCV000037605.27
43079339 l?g(glclji? A G Heterozigotisks 1 Likely benign VCV000523689.4
43082453 12ex(BRCAL) A G Heterozigotisks 234 Benign VCV000125703.85
43082453 12ex(BRCAL) A G Homozigotisks 41 Benign VCV000125703.85
43091492 10ex(BRCAL) T C Heterozigotisks 2 Benign VCV000041821.114
43091496 10ex(BRCAL) T - Heterozigotisks 1 Pathogenic VCV000037560.91
43091783 10ex(BRCAL1) C T Heterozigotisks 1 Benign VCV000054987.66
43091983 10ex(BRCAL) T C Heterozigotisks 245 Benign VCV000041818.88
43091983 10ex(BRCAL) T C Homozigotisks 37 Benign VCV000041818.88
43092412 10ex(BRCAL) C T Heterozigotisks 6 Benign VCV000017670.109
43092418 10ex(BRCAL) T C Heterozigotisks 240 Benign VCV000041815.88
43092418 10ex(BRCAL) T C Homozigotisks 41 Benign VCV000041815.88
43092504 10ex(BRCAL) T G Heterozigotisks 2 Likely benign VCV000462600.10
43092919 10ex(BRCAL) G A Heterozigotisks 251 Benign VCV000041812.90
43092919 10ex(BRCAL) G A Homozigotisks 37 Benign VCV000041812.90
43093054 10ex(BRCAL) G T Heterozigotisks 1 Benign VCV000037473.73
43093220 10ex(BRCAL) A G Heterozigotisks 249 Benign VCV000125554.84
43093220 10ex(BRCAL) A G Homozigotisks 38 Benign VCV000125554.84
43093257 10ex(BRCAL1) C T Heterozigotisks 1 Benign VCV000234057.8
43093449 10ex(BRCAL) G A Heterozigotisks 241 Benign VCV000125536.85
43093449 10ex(BRCAL) G A Homozigotisks 41 Benign VCV000125536.85
43093454 10ex(BRCAL) C T Heterozigotisks 29 Benign VCV000041808.87
43094160 10ex(BRCAL1) T - Heterozigotisks 1 Pathogenic VCV000054223.7
43094464 10ex(BRCAL) T C Heterozigotisks 50 Benign VCV000041803.93
43094464 10ex(BRCAL) T C Homozigotisks 3 Benign VCV000041803.93
43097246 8ex(BRCAL) G A Heterozigotisks 4 Benign VCV000055642.113
43099814 7ex(BRCAL) G A Heterozigotisks 1 Benign VCV000055393.30
43104861 I(‘gg’g [fi? C T Heterozigotisks 1 Benign VCV000037499.60
43125337 SUTR(BRCALI) G A Heterozigotisks 1 Likely benign VCV000323423.45

32318104..32318106 I(I];tg)gAzzi AGT - Heterozigotisks 18 Benign VCV000209612.1

32329468..32329469 8ex(BRCA2) TG - Heterozigotisks 1 Pathogenic VCV000009342.95

32334687..32334689 IIEE(I)QHCIA(B;I AGA G Heterozigotisks 2 VUS

32334689..32334690 h?];‘}’fcg;l AA - Heterozigotisks 1 Benign

32399599132399600  3UTR(BRCA2) - T Heterozigotisks 1 Benign

32399786"32399787  3UTR(BRCA2) - T Heterozigotisks 5 Benign

32399787..32399788  3UTR(BRCA2) T - Heterozigotisks 13 Benign
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Idetificétu variantu raksturojums

4.4. pielikums

Genomiskais rajonsa Lokalizz‘ucijab Ref Genotips n® Interpretacija ClinVar
32399787..32399789  3UTR(BRCA2) TTT Heterozigotisks 22 Benign
32399787..32399790  3UTR(BRCA2) TTTT Heterozigotisks 1 Benign
43044805..43044806  3UTR(BRCAL1) TT Heterozigotisks 40 Benign
43044805..43044807  3UTR(BRCALI) TTT Heterozigotisks 61 Benign
43044805..43044808  3UTR(BRCALI) TTTT Heterozigotisks 14 Benign
43044805..43044809  3UTR(BRCALI) TTTTT Heterozigotisks 2 Benign
43044805..43044810  3UTR(BRCAL1) TTTTTT Heterozigotisks 1 Benign
43044805..43044811  3UTR(BRCA1l)  TTTTTTIT Heterozigotisks 3 Benign
43046758..43046759 h?]?fznczji? AA Heterozigotisks 131 Likely benign
43046758..43046759 hg‘l’fczjﬁ AA Homozigotisks 1 Likely benign
43046758..43046760 h?];‘}’fczji? AAA Heterozigotisks 8 Likely benign
43057062"43057063 19ex(BRCAL) - Heterozigotisks 1 Pathogenic VCV000017677.139
43058378..43058381 h?];‘l’fcfi;‘) AAAC Heterozigotisks 1 Benign
43058379..43058381 hg;‘l’fcfi;" AAC Heterozigotisks 1 Benign
43058380..43058381 h?];‘}’fcfi;‘) AC Heterozigotisks 4 Benign
43096572..43096573 I(‘gg’g Agi? AA Heterozigotisks 146 Benign
43096572..43096574 I{g{fg Agi? AAA Heterozigotisks 103 Benign
43096572..43096574 I(‘gg’g Agg AAA Homozigotisks 1 Benign
43096572..43096575 I{g{fg Agi‘)) AAAA Heterozigotisks 4 Benign
43096572..43096575 I(‘gg’g Agi? AAAA Homozigotisks 1 Benign
43096572..43096576 I{g{fg Agi? AAAAA Heterozigotisks 2 Benign
43096572..43096576 I(‘gg’g Agg AAAAA Homozigotisks 1 Benign
43100555.43100562  \MOn 67 parGrATA Heterozigotisks 1 Likely benign
(BRCAL)
43100557..43100562 I(‘gg’g [fi; TGTATA Heterozigotisks 1 Likely benign

4 GRCh38 reference genoms
b NM _007294.4(BRCAT1); BRCA2 NM 000059.4(BRCA2)

¢ Identificétu individu skaits
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Variantu biezums

5.1. pielikums

dbSNP (rs) | Latvija | Igaunija Koreja Somija Niderlande Zviedrija Japana Spanija
rs206118 0,0985 | 0,1286  0,1831 0,151 0,133 0,1447
151799943 0,2463 | 0,2719  0,3803 0,188 0,246 0,282 0,464
rs4987046 0,0065 | 0,0027 0,003 0,006
15766173 0,0223 | 0,0232  0,1341 0,013 0,030 0,015 0,1312 0,043
rs144848 0,2184 | 0,2366 0,255 0,24 0,315 0,288 0,2136 0,281
rs148607710 | 0,0028 | 0,0011  0,0003 0,00001
rs1801439 0,0223 | 0,0232  0,1337 0,013 0,03 0,015 0,1312 0,043
rs28897708 0,0009 0,002 0,003 0,002
rs1801499 0,0204 0,023  0,1344 0,013 0,03 0,015 0,1312 0,043
rs28897716 0,0009 | 0,0004 0,001 0,002
rs11571655 0,0009 | 0,0029 0,003 0,002
rs1799944 0,0214 | 0,0232 0,1341 0,013 0,03 0,015 0,131 0,037
rs1801406 0,2928 | 0,3348  0,3951 0,312 0,3 0,367 0,4788
rs80358600 0,0046 | 0,0065 0,007
rs1799952 0,0102 | 0,0036 0,003 0,004 0,00001 0,002
rs543304 0,1487 | 0,1607  0,1672 0,184 0,185 0,127 0,1361 0,009
rs28897724 0,0074 | 0,0033 0,007 0,013 0,011
rs28897727 0,0065 | 0,0154 0,007 0,006 0,002

1556087561 | 0,0019 | 0,0002 0,002
rs28897734 0,0418 | 0,0306  0,0007 0,013 0,005 0,007 0,00019 0,004
rs80358768 0,0028 | 0,0011
rs4987117 0,0474 0,035 0,02 0,025 0,032 0,00008 0,013
rs79538375 0,0009 | 0,0002  0,0088 0,00917
rs1799954 0,0056 | 0,0038  0,0001 0,003 0,006 0,00001 0,009
rs55712212 0,0009 | 0,0036 0,01
rs1799955 0,1831 | 0,2258 0,3928 0,25 0,225 0,277 0,4759 0,221
28897747 | 0,0028 | 0,0038 0,001 0,002
1528897748 0,0009 | 0,0002
rs11571833 0,0028 | 0,0029 0,01 0,003 0,009
rs730881599 | 0,0074 | 0,0033 0,002
1528897762 0,0056 | 0,0027 0,003 0,006
rs15869 0,1524 | 0,1775 0,191 0,217 0,175 0,1621
157334543 0,2946 0,0394 0,276 0,283 0,03725
rs11571836 0,1608 0,225  0,3924 0,225 0,273 0,47166
rs76358429 0,0056 | 0,0038
15186619625 | 0,0019 | 0,0016 0,001 0,002
rs8176320 0,0074 | 0,0065 0,019 0,008 0,006
rs182218567 | 0,0009 | 0,0009
1s8176318 0,2853 | 0,3569 0,322 0,3269
rs80357087 0,0037 | 0,0036 0,001
rs1799967 0,0418 | 0,0424  0,0001 0,053 0,006 0,027 0,004
151799966 0,3048 | 0,3569  0,3145 0,385 0,323 0,26 0,3277 0,345
1528897693 0,0009 0,0012 0,001 0,00041
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Variantu biezums

5.2. pielikums

dbSNP (rs) | Latvija | Igaunija Koreja Somija Niderlande Zviedrija Japana Spanija
rs1060915 0,2937 | 0,3565 0,313 0,385 0,322 0,26 0,3274 0,341
rs28897689 0,0019 | 0,0054 0,003 0,006 0,01

rs28897686 0,0009 0,0001 0,002 0,003

rs16942 0,2965 | 0,3558  0,3133 0,382 0,322 0,258 0,32711 0,346
154986852 0,0056 | 0,0083 0,01 0,021 0,003 0,034
rs16941 0,2993 | 0,3563  0,3121 0,385 0,322 0,26 0,327 0,341
rs799917 0,3020 | 0,3605 0,3122 0,382 0,332 0,268 0,32699 0,375
1516940 0,3020 | 0,3556  0,3132 0,382 0,322 0,258 0,3267 0,339
rs1799949 0,3002 | 0,3558  0,3124 0,382 0,322 0,258 0,346
rs4986850 0,0270 | 0,0489  0,0003 0,069 0,075 0,097 0,00001 0,086
rs1799950 0,0520 | 0,0754 0,082 0,076 0,025 0,00001 0,075
rs1799965 0,0037 | 0,0042 0,007 0,003 0,002
rs143160357 | 0,0009 0,002

rs11571581 0,0167 | 0,0254 0,041 0,035
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rs206118
rs1799943
rs4987046
rs766173
rs144848
rs148667710
rs1801439
rs28897768
rs1861499
rs28897716
rs11571655
rs1799944
rs1861406
rs80358600
rs1799952
rs543304
rs28897724
rs28897727
rs56087561
rs28897734
rs80358768
rs4987117
rs79538375
rs1799954
rs55712212
rs1799955
rs28897747
rs28897748
rs11571833
rs730881599
rs28897762
rs15869
rs7334543
rs11571836
rs76358429
rs186619625
rs8176320
rs182218567
rs8176318
rs80357687
rs1799967
rs1799966
rs28897693
rs1060915
rs28897689
rs28897686
rs16942
rs4986852
rs16941
rs799917
rs16940
rs1799949
rs4986850
rs1799950
rs1799965
rs1431608357
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6. pielikums

2.2

E
rs11571581 M/// /// 2.2

Variantu biezuma lidziba ar Latviju. Krasu skala norada atSkiribu lielumu, kur sarkani toni
norada uz lielakam novirzém un zilie toni uz mazakam novirzém.
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