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1. Uvod

Bylo zjisténo, ze nemalé procento nadorovych onemocnéni je dédéno v ramci rodiny. Mezi
nejznamejSi a nejvice prozkoumana takto dédénd nadorova onemocnéni patii hereditarni
karcinom prsu a vaje¢niki a hereditarni karcinomy stiev. Predispozice pro tyto onemocnéni
jsou nejcastéji mutace v tumor supresorovych genech a onkogenech. Predispozi¢ni geny jsou
Vv soucasné dob¢ vysetfovany panelovym sekvenovanim pomoci NGS —sekvenovani nové
generace. Jedno panelové sekvenovani se zamétfuje na vySetfeni vice riznych predispozicnich
gentl najednou podilejicich se na vzniku odlisnych hereditarnich onemocnénich. Pro piipravu
vzorkil pro panelové sekvenovani se ¢asto pouzivaji komeréni kity a samotné sekvenovani
probihd automaticky v sekvenatorech. Analyza a vyhodnoceni vysledki rozdé€li nalezené
varianty podle jejich patogenity. Pokud se varianty podili nebo zapticiiiuji vznik nddorového
onemocnéni, fadi se mezi patogenni nebo pravdépodobné patogenni. Pokud se nepodili nebo
neni pfi¢inou vzniku nddorového onemocnéni fadi se mezi benigni nebo pravdépodobné
benigni. Pokud neni jasny vyznam varianty na podilu vzniku onemocnéni fadi se mezi varianty
nejasného vyznamu. Rozdéleni do téchto kategorii je vypracovavano pomoci nékolika kritérii
napft. podle zastoupeni variant v popula¢ni databazi, databaze asociaci variant s onemocnénim,
podle vyhodnoceni vypocetnich programi, které¢ predpovidaji dopad varianty na strukturu a
funkci proteinu. Diky ziskani novych informaci a rozsifeni napiiklad populacnich databézi
muze dojit k reklasifikaci variant nejasného vyznamu a urceni ptesnéjsi diagndzy, urceni
vhodnégjsi 1écby. Mezi nejzndméjsi populacni databaze patii gnomAD, ktery ovSem zahrnuje
genom cCeské populace mezi genom evropské nefinské populace, coz znamenda, Zze zde
nemohou byt vidét specifické varianty pro ¢eskou populaci. Projekt A-C-G-T si klade za cil
vytvofit genom ryze ¢eské populace, pravé k identifikaci variant specifickych pro ¢eskou
populaci. Toto by mohl byt jeden zdivodi k pozd€jsi reklasifikaci nékterych variant
nejasného vyznamu. Cile této prace je sezndmeni s hereditarnimi nddorovymi onemocnénimi
se zaméefenim na karcinom prsu a predispozi¢nimi geny, které jej zpusobuji, seznameni
s metodou nové generace sekvenovani a zaméfeni na moznosti reklasifikace detekovanych

variant v souboru pacientd s hereditarnimi nadorovymi onemocnénimi.

2. Hereditarni nadorova onemocnéni

Hereditarni nadorova onemocnéni patifi mezi dé€dicnd onemocnéni. Je pro né typicky
opakovany vyskyt pfislusného nddorového onemocnéni v roding, nizky vék pii diagndze
nadorového onemocnéni, vicendsobny ¢i opakovany vyskyt nddorového onemocnéni u

postizené osoby (Sipek jr. 2014). Hereditarni karcinomy jsou dédény autosomalng dominantng
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s neuplnou, avsak velmi vysokou penetranci (Hruska et. al .2019), kdy jsou postizené osoby
vétSinou heterozygoti a k projevu choroby staci pfitomnost jedné mutantni alely
(Genetika 2008). Hereditarni nadorova onemocnéni jsou zpusobena hlavné mutaci tumor

supresorovych gent a proto-onkogent.

2.1. Tumor supresorové geny

Jsou stézejni geny zapojené do opravy poskozené DNA, do inhibice bunécného d€leni, indukci
apoptozy a potlaceni metastaz. (Wang et al. 2019). Mnoho z dne$nich znalosti o tumor
supresorovych genech pochézi z prvné objeveného Retinoblastomového genu (RB), jehoz
poskozeni zplsobuje retinoblastom, coz je zhoubny nador sitnice. Pacienti s dédi¢énym
poskozenim RB1 genu maji az 10 000 vétsi Sanci vzniku tumoru nez zbytek populace, zaroven
maji vyssi riziko ke vzniku sarkomui. Dédi¢né mutace RB genu zpuisobuji vznik retinoblastomu
vétsinou v obou ocich, zatimco sporadické pouze v jednom. Na zakladé téchto informaci
vymyslel Alfred Knudson teorii ,,Two-hit hypotesis“ (teorie dvojiho zasahu), kdy stanovil, Ze
u déti s nedédi¢nym retinoblastomem jsou potieba dvé nezavislé mutace, zatimco u déti
s dédiénym retinoblastomem je potieba jedna nezavisla mutace, protoze druha je zdédéna.
Tato teorie byla vSeobecné piijata jako mechanismus ptisobeni pro v§echny tumor supresorové
geny, ale protoze nesedéla na nékteré typy dédi¢nych nadorovych onemocnéni (Joyce et al.
2023) v roce 1997 Kenneth W. Kinzler a Bert Vogelstein rozd¢lili tumor supresorové geny na
dvé skupiny gatekeeper a caretake. Gatekeeper geny piimo reguluji riist buné€k, pokud maji
ob¢ alely inaktivni dochazi k nekontrolovatelnému mnozeni bunék. Caretake geny nefidi
pfimo bunécny cyklus, ale opravuji poskozenou DNA. Inaktivita jejich alel vyrazné zvysuje
riziko zhoubné mutace (Kinzler et al. 1997). Na zékladé¢ téchto dvou teorii jsou pozorovany
ti1 dalezité vlastnosti tumor supresorovych genti: 1) tumor supresorové geny jsou recesivni ve
vSech bunéénych urovnich, v tumorech maji vétSinou inaktivni obé¢ alely, 2) dédicnost jedné
mutantni alely zvySuje nadchylnost k tvorbé nadoru, 3) stejné geny jsou vétSinou inaktivovany
u sporadickych rakovin. Tumor supresorové geny lze na zakladé jejich funkce rozd¢lit do péti
skupin:1) geny, které koduji intercelularni proteiny stézejni v bunécném cyklu (napt.RB1). 2)
geny kodujici receptory a prevodniky bunéénych signélu, které organizuji signaly inhibujici
bunécnou proliferaci, 3) geny kodujici kontrolni proteiny (napt. BRCAL), 4) geny kodujici
proteiny, navozujici apoptézu (napt. TP53), 4) geny kodujici proteiny zapojené do opravy
DNA (napt. MSH2) (Joyce et al. 2023).
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2.1.1. Zastupci tumor supresorovych genti
Retinoblastomovy gen (RB1) je jeden z klicovych regulatori bunééného cyklu. koduje
retnioblastomovy protein (pRB), ktery se vaze s transkripénimi represory E2F1, ¢imz
zabranuji piejit buitkdm z G faze bunééného cyklu do S faze bunééného cyklu, diky tomu se
bunky nemohou nekontrolovateln¢ délit. RB1 mize inhibovat rizné druhy tumort a hraje
nepostradatelnou roli v nadorovych onemocnéni jako naptiklad retinoblastom, malobunécny
karcinom plic, osteosarkom, rakovina slinivky bti$ni, rakovina prsu (Yun et al. 2011).
TP53 tumor supresorovy gen koduje protein pS3. Tento protein kontroluje expresi a aktivitu
proteint, které zastavuji bunécny cyklus, podili se na starnuti buiiky, opravé DNA a apoptoze.
Jeho poskozeni vede k replikaci bun€k s poskozenou DNA a ztraté¢ apoptdzy
Tumor supresorovy gen s fosfatazovou aktivitou a sekvenéni homologii (PTEN) kodujici
lipid fosfatazy, ktery pusobi jako negativni regulator fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K)-
AKT a cile signalnich drah mTOR (mamalian target of rapamycin). Tyto signalni drahy
jsou diilezité pro buné¢nou proliferaci, prubéh bunécéného cyklu a apoptozu. PTEN také
udrzuje pod kontrolou adhezi, angiogenezi a hraje roli ve stabilizaci celého genomu.
NF1 tumor supresorovy gen koéduje GTPasu neurofibromin 1, kterd funguje jako negativni
regulator RAS signalni drahy (fetézec proteint, ktery pfenasi signal z receptort na povrchu
buiky k DNA vjadfe bunky). Mutace zdrodecné linie tohoto genu zplisobuje
Neurofibromatédzu typu 1, coz je nemoc spojena s tvorbou neurofibromti.
NF2 tumor supresorovy gen kdoduje cytoskeletdlni protein neurofibromin 2. Mutace tohoto
genu vede k neurofibromatoze typu 2, ktera zvysuje riziko bilateralniho schwannomu (Joyce
et al. 2023). Mezi tumor supresorové geny patii dile BRCA1 a BRCA2, které budou popsany
Vv dalsich kapitolach.

2.2. Onkogeny

Onkogeny jsou geny vyskytujici se u lidi, savet, ptaka a nizsich organismu (napt. drosophila)
se schopnosti stat se rakovinovou bunkou. Vznikaji z proto-onkogent, které hraji dtlezitou
roli v bunécné proliferaci. Mizou vznikat n€kolika zplsoby napiiklad bodovou mutaci,
chromozomalni pfestavbou (umisténi proto-onkogenu vedle regulacni oblasti
imunoglobulinového genu, coz vede k nespravné expresi proto-onkogenu), amplifikaci nebo
pomoci retrovira.

2.2.1. Zastupci onkogenti
Onkogeny se dé€li na Ctyii tridy:
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1) Onkogeny tfidy I souvisi se syntézou povrchovych bunéénych receptor. Patii sem
napftiklad gen src, ktery koduje enzym tyrosinkindzu Kindza fosforyluje tyrosin a ma regulacni
funkei.

2) Onkogeny ttidy Il jsou Casto nalézany v lidskych tumorech. Jejich proteinové produkty
ovlivituji bunéény metabolismus. Patii sem H-ras, K-ras, N-ras (Gurbachan 2014). Vsechny
tii geny patii mezi ras onkogeny a jsou podobné G-proteintim. G-proteiny pienasi proliferacni
signal iniciovany extracelularnimi hormony a ristovymi faktory. Aktivace téchto geni je
zpusobena mutaci na kodonech 12,13 a 61. Celkovy vyskyt aktivovanych ras genti v lidskych
nadorech se odhaduje na 10-15%. Cislo se oviem mize lidit u specifickych nadort. Napiiklad
u adenokarcinomu plic dosahuje 50% naproti tomu u primarniho nebo metastazujiciho
karcinomu prsu jsou ziidka kdy pozorovany aktivované ras geny (Henderson et al. 1991).

3) Onkogeny IlI. tfidy reguluji jadernou aktivitu a pravdépodobné bunéény cyklus (Gurbachan
2014). Patii sem myc, jehoZz produkt je schopny regulovat bunéény cyklus, riist a metabolismus
bunék, diferenciaci, apoptozu, angiogenezi a transformaci. Nachazi se na 8. chromozomu
(Hesketh 1997). Myc je aktivovan u fady riznych nadord, jako je malobunéény karcinom plic,
karcinom prsu, osteosarkom, glioblastom, karcinom délozniho ¢ipku, myeloidni myelom,
akutni lymfoblasticka leukémie, Burkittiv lymfom a neuroblastom (Chung et al. 2017).

4) Onkogeny IV. tiidy jsou relativné nepiibuzné onkogeny, z nichz nékteré produkuji faktory
bunécného rastu. Patii zde napiiklad ERB, REL, ETS. (Gurbachan 2014). Onkogeny z rodiny
ETS jsou transkripcnimi faktory, mezi které patii napiiklad ETS1 a ETS2. ETS1 se nachazi na
11 chromozomu. ETS2 se nachazi na 21 chromzomu. ETS1 je exprimovan u nadoru
periferniho nervového systému (neuroblastomii a dalsich nador) a u Ewingova sarkomu. Jeho
minimalné¢ 4 sestfihané formy se nachazeji u hematologickych onemocnéni napiiklad
lymfocytarni leukémie. Onkogen REL se nachazi na 2 chromozomu. REL mize hrat roli v
diferenciaci a lymfopoéze. Jeho vyznamnym paralogem je RELA, ktery je soucasti
pleiotropniho transkripéniho faktoru NF-kappa-B. Ten se podili imunité, diferenciaci,
bunécny ristu, tumorigenezi a apoptoze. REL onkogen je spojovan s B bunéénym lymfomem
anehodgkinskymi lymfomy (Hesketh 1997) onkogen ERB2 bézné oznacovan jako HER2 patii
do rodiny EGFR (Hudis 2007). Tento gen koduje receptory pro epidermalni ristovy faktor
(EGF), které patii mezi receptorové tyrozinkinazy (Badache et al. 2006). HER2 je
amplifikovan a/nebo nadmérné exprimovan u 20-30 % invazivnich karcinomt prsu (Hudis

2007).
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3. Hereditarni karcinom prsu a vaje¢niku (HBOC)

3.1. Syndrom hereditarniho karcinomu prsu a vaje¢niku (HBOC) a geny BRCAL,

BRCA2

Predpoklada se, Zze 20% hereditarnich karcinomt prsu je zptisobeno mutacemi v tumor
supresorovych genech BRCA1 a BRCA2. Mezi nejcastéjsi mutace v téchto genech patii kratké
inzerce a delece, které zplsobuji posun Cteciho ramce, predCasné ukonceni translace a
vytvotfeni zkraceného, nefunkcniho proteinu. Mutace v dalSich vysoce rizikovych genech,
jakou je TP53, PTEN, STK11, jsou zodpovédné za asi 1% hereditarnich karcinomut prsu.
Pritomnost hereditarni mutace gent BRCA1 a BRCA2 charakterizuje Syndrom hereditarniho
karcinomu prsu a ovaria (HBOC). Gen BRCAL se nachazi na 17. chromozomu (17g21) a gen
BRCA2 na 13. chromozomu (13q12-13). Oba dva geny koduji proteiny, ktery se podili na
stabilité genomu, jsou soucasti procest fidicich homologni rekombinanci a repara¢ni procesy
indukované DNA, ucastni se aktivace transkripce, remodelace chromatinu a regulace
bunééného cyklu. (Foretova et al. 2016).

3.2. D¢leni hereditarniho karcinomu prsu
Nédory se mohou délit podle mikroskopické klasifikace histologického vySetfeni na Ctyfi
zakladni skupiny. 1) lobularni karcinom in situ — nadorova tkan vychazi z bun¢k lobula
(lalackt) ze kterych se sklada normalni prsni tkan. In situ znaéi, Ze nadorové bunky
neproristaji pies bazalni membranu. 2) duktalni karcinom in situ — nadorové bunky
napodobuji buniky duktd (vyvodil) a neproristaji ptes bazalni membranu 3) duktalni invazivni
karcinom — nadorové buriky napodobuji buniky duktii a mohou metastazovat. 4) lobularni
invazivni karcinom — nadorové buiiky napodobuji buniky lobulii @ mohou metastazovat.
Nadory se dale mohou délit podle stupné diferenciace na grade 1 az 3, kdy nadory s grade 1
vykazuji pomalou diferenciaci a malou agresivitu, zatimco nadory s grade 3 rychlou
diferenciaci a tendenci metastazovat. Krome¢ histologického vySetieni se k rozdéleni nadort,
urc¢eni jejich velikosti a stupné diferenciace pouziva imunohistochemické a molekularni
vySetieni. TO je zalozené na pFitomnosti receptor pro estrogen, progesteron a onkoprotein
HER-2/neu (Ryska 2010). Na zaklad¢ profili genové exprese byly charakterizovany zakladni
typy karcinomu prsu: luminalni A, luminalni B, HER-2 pozitivni a basal like a normalni tkani
prsu podobny typ (normal-like) (Stan¢k 2021). Lumindlni A karcinomy maji nizkou
prolifera¢ni aktivitu, jsou ER+ (ER-pozitivni) a zpravidla i PR+ (PR-potizivni), bez exprese

HER2 (HER2-negativni). Luminalni B karcinomy jsou podobné luminalnim A karcinomim,
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ale maji vys8i proliferacni aktivitu a mohou byt HER2+ nebo HER2-. Jejich biologické
chovani je vyznamné¢ agresivnéjsi (Ryska et al. 2015).
3.2.1.  Receptory

3.2.1.1. Estrogenové receptory
Estrogenové receptory ERa a ER jsou ¢leny rodiny hormonalnich receptort a odlisné reguluji
transkripci (Fumarola 2017). Nejsou-li ER aktivované, z vétsi ¢asti se nachazeji v bunééné
cytoplazmé (LukeSova and Kopecky 2014). ERa je charakterizovan jako kli¢ovy faktor
karcinogenese prsu (Fumarola 2017). ERa receptor se sklada z vazebné domény pro ligand
(LBD), DNA zavésné domény a DNA vazebné domény. K aktivaci ERa dochazi diky vazbé
k ligandu, ktera vede ke vzniku dimeru a vazb& na DNA v sekvencich nazyvanych estrogen-
responzivni elementy (ERE). Tyto oblasti jsou klasifikovany jako promotory a enhancery,
pticemz 97% vazeb ERa se odehrava v distalnich enhancerech (Magnani et al. 2017). Tato
transkripce je podpoiena koaktivatory jako jsou proteiny amplified in breast cancer 1 (AlB1),
koaktivator jaderného receptoru 1 (NCOA-1/SRC1). Transkripce mlze byt snizena vazbou
korespondujicich proteind. Dal$Sim zptsobem aktivace ERa je jeho navazani na DNA
prostiednictvim protein-proteinovych reakci s jinymi transkripénimi faktory, tedy nepiimé
navazani na DNA. Tento mechanismus se podili na regulaci gent reagujicich na estrogeny
jako jsou cyklin D1, c-fos, c-Myc. ERa muze byt aktivovan také negenomicky diky
subpopulaci membranové vazanych estrogeni (Fumarola 2017) (u estrogenu napiiklad Era66
skladajici se z izomert Era46 a Era36 (Vonka et al. 2019), které reaguji s membranovymi
receptory (napi. receptor epidermalniho ristového faktoru (EGFR) a HER2), coZ vede
k aktivaci riznych signalnich kaskad naptiklad drahy Ras/Raf/mitogenem aktivované
proteinkindzy (MAPK). V nepfitomnosti estrogenti je ERa aktivovan fosforylaci na vice
mistech pomoci riznych kinaz (napf. proteinkinaza A (PAK), MAPK, c-Scr) (Fumarola
2017). Fyziologickym ligandem Ero/Bje estradiol (E2). Jejich interakce je zodpovédna

naptiklad za E2 indukovanou proliferaci prsni tkané (Ellmann et al. 2009).

3.2.1.2. Progesteronovy receptor
Progesteronovy receptor (PR) se stejné jako ER fadi mezi jaderné receptory, které reguluji
expresi cilenych gent v reakci na hormonalni podmét. PR se vyskytuje ve dvou izomorfach
PR-A a PR-B, kter¢ vznikaji z jednoho genu na dvou riznych startovacich kodonech. Rozdil
mezi nimi je v délce, kdy je PR-A krat$i nez PR-B, a v aktiva¢nich funkénich doménach (AF),
kdy PR-B obsahuje krom¢ AF-1 a AF-2 navic AF-3. Tato funkéni doména nemuize byt

inhibovéna inhibi¢ni funkéni doménou, kterd se nachdzi na obou N-koncich izoforem. Diky
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tomu muize PR-B pisobit jako silny aktivator transkripce, naopak PR-A jako dominantni
represor transkripce. Inhibi¢ni funkéni doména je funkéné nezavisla a prenosnd, pokud je
umisténa pred ER muze potlacit jeho aktivitu (Gao et al. 2002). Fyziologickym ligandem je
progesteron. (Ellmann et al. 2009). Reakci PR receptoru s progesteronem dochazi
ke konforma¢nim zménam PR receptoru, dimerizaci, fosforylaci a jadernym zménam. Tyto
reakce vedou k navazani komponenti PR do regulacnich oblasti cilenych gent a k nasledné
regulaci transkripce (Gao et al. 2002). Exprese progesteronového receptoru (PR) se pouziva
jako biomarker funkce estrogenového receptoru Era, ale jeho funk¢ni uloha signalizace je
nejasna (Mohammed et al. 2015).
3.2.1.3. Her-2 receptor

Receptor HER-2 se fadi mezi receptory epidermalnich rastovych faktord (EGFR) spole¢né
s HER-3, HER-4, HER-1. Jejich struktura se sklada z extracelularni domény, ktera je bohata
na cystein a vaze ligand, transmembranové domény a intracelularni tyrozinkinazové domény.
Aktivace HER receptoru zacind vazbou ligandu, ktera vyvola konformacni zménu, vznik
dimeru a fosforylaci intracelularni domény. Tyrozinové zbytky vazou intracelularni signalni
molekuly, coz vede k aktivaci drah druhého posla a zkiizenému pusobeni s jinymi
transmembranovymi signalnimi drahami. HER-2 je na rozdil od ostatnich ¢lenti neustéle
v aktivovaném stavu. Jeho aktivita je zjistovana heterodimernimi partnery vazanymi na ligand

(Moasser 2007).

3.2.14. Triple negativni karcinom
Triple negativni karcinom prsu (TNBC) je agresivni podtyp karcinomu prsu. Je

charakteristicky absenci exprese estrogenového, progesteronového receptoru a HER2
receptoru. Projevuje se Casnym metastazovanim a vysokym rizikem relapsu. U 9-21%
pacientek s TNBC se vyskytuje mutace BRCAL. Az 39% pacientek s TNBC mladSich 40 let

nesou mutace na jednom z gentt BRCA (Holanek et al. 2019).

3.3. Rizika vzniku hereditarniho nadoru
Celozivotni riziko vzniku hereditarniho karcinomu prsu u nosic¢ek s mutaci v genu BRCAL je
40-80% a u nosicek s mutaci BRCA2 18-88% (Palacova 2019). Do 40let onemocni 19%
nosicek mutace BRCAT1 a 12% nosicek a s mutaci v BRCA2 (Puchmajerova et al. 2018). Muzi
s mutaci v gene BRCAL maji celozivotni riziko karcinomu prsu cca 1,2% a s mutaci BRCA2
0,8% (Petrakova et al. 2016). Dalsim z gent rizikovych pro vznik nadoru prsu je CHEK2
kodujici kindzu CHK2 kontrolniho bodu bunééného cyklu, ktera se podili na opravé DNA.
Mutovana verze CHEK?2 ztraci kinazovou aktivitu. Tato mutace se vyskytuje u 1,1% zdravé

populace a zvysuje riziko rakoviny prsu u Zen na dvojnasobek (Meijers-Heijboer et al. 2002).
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3.4. Diagnostika

3.4.1. Fyzikalni vySetteni
Karcinom prsu muze byt diagnostikovan fyzikalné, kdy dochazi k vysSetfeni prsni zlazy a
miznich uzlin v podpazi (“Diagnostika karcinomu prsu” 2018).

3.4.2. Mamograf
Je rentgenova zobrazovaci metoda, ktera se vyuziva i pti prevenci (“Diagnostika karcinomu
prsu” 2018). Pfi nalezu se pouzivaji hodnotici kategorie dle BI-RADS (The Breast Imaging
Report and Data Systém) (Tab.1) (Slobodnikova et al. 2012). K diagnostice u mladych Zen a
jako doplitkové vysSetfeni pii nalezu na mamografu se vyuziva ultrazvuk. Jako doplnkové
vySetfeni u vysoce rizikovych Zen se vyuziva magneticka rezonance. Ke kone¢nému potvrzeni

nebo vyvraceni nalezu se vyuzivd biopsie (“Diagnostika karcinomu prsu” 2018).

Tab.l: Kategorie nalezi dle The Breast Imaging Report and Data Systém (RTG — rentgenové
vySetfeni, USG — ultrazvukové vySetfeni) a pravdépodobnosti rizika karcinomu prsu.

BI-RADS 1 bez patologie 0%
BI- RADS 2 benigni Crty 0%
BI-RADS 3 pravdépodobné benigni pod 3%
BI-RADS 4a pravdépodobné maligni 3-45%
BI-RADS 4b pravdépodobné maligni 46 - 75%
BI-RADS 4c pravdépodobné maligni 76 - 95%
BI-RADS 5 vysoce suspektni z malignity vice nez 95%
BI-RADS 6 histologicky verifikovany Ca 100%
3.4.3. Magnetické rezonance

Magnetick4 rezonance prsu mé svou nespornou roli v ramei dispenzarizace Zen s vysokym
rizikem vzniku karcinomu, v upiesnéni lokalniho rozsahu jiz diagnostikovaného karcinomu,
pfi restagingu v priibéhu neoadjuvantni terapie, pfi patrani po primarnim loZisku pfi nalezu
axilarnich metastaz, pfi ne zcela jasném nalezu na mamografii a sonografii a v neposledni fadé
Ujiz odoperovanych pacientek pro karcinom prsu k rozliSeni, eventudlné rezidua od
pooperaénich zmén (Coufal et al. 2011). tato metoda by neméla nahrazovat mamografii, ale
méla by ji dopliovat. Touto metodou je mozné detekovat tzv. okultni 1éze, které dosud Zadné
morfologické zmény, ale maji rozsahlou patologickou neovaskularizaci (Coufal et al. 2017).
Pfi nalezu se pouzivaji hodnotici kategorie dle BI-RADS (Tab.1) (Slobodnikova and et al.
2012).
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3.4.4. Geneticka diagnostika
Genetické testovani mutaci v genech BRCAL a BRCA2 pro potvrzeni diagnozy se provadi u
zen podle indika¢nich kritérii schvalenych Spole¢nosti 1ékarské genetiky a genomiky. U
sporadickych forem pfi vyskytu epitelového karcinom ovaria/tuby/primarniho peritonealniho
karcinomu v jakémkoliv véku, triple negativniho karcinomu prsu do 60 let, unilateralniho
karcinomu prsu do 45 let (do 50 let pokud neni znama vibec rodinna anamnéza), dvou
samostatnych primarnich karcinomua prsu, prvni do 50 let, nebo oba do 60 let, duplicity
karcinomu prsu a slinivky v jakémkoliv véku, karcinomu prsu u muze v jakémkoliv véku. U
familiarnich forem jsou indikacni kritéria nasledujici: pacient ma alespon tfi piimé ptibuzné
(v€etné probandky) s karcinomem prsu v jakémkoliv véku nebo minimalné 2 ptimé piibuzné
(vCetné probandky) s karcinomem prsu, alesponi jedna diagnostikovana ve ve€ku pod 50 let,
nebo ob¢ do 60 nebo probandku s karcinomem prsu do 50 let s pfimym piibuznym s nadorem
spojenym s HBOC (ptfedevsim karcinom slinivky, prostaty) (Foretova et al. 2016). Jednou
Z hlavnich metod molekularné-genetického testovani u hereditarnich nadorovych onemocnéni
je masivni paralelni sekvenovani velkého mnozstvi genti (Foretova et al. 2019). Technologie
umozinuje masivni paralelni sekvenovani tisice molekul DNA soucasné, ¢imz se vyznamné
snizi doba potiebna k piecteni a cena (Vojtések et al. 2014). Mezi dalsi vyhody patii zachyceni
kombinace mutaci v genech BRCA1 a BRCA2 nebo kombinace mutaci v BRCA genech
S jinymi geny nadorovych syndromi (Foretova et al. 2019). I kdyz dostupné technologie NGS
vyuzivaji rozdilnou chemii, sdili tfi spole¢né kroky: 1) pfiprava templatd, vytvoreni knihovny
amplifikatort, 2) sekvenovani a detekce inkorporovanych nukleotidii, 3) analyza dat (Vojtések
et al. 2014). V CR museji akreditovana pracovi§té pouzivat NGS panely které zahrnuji
minimaln¢ 22 urcenych gent (Foretova et al. 2019). Metoda NGS je rozebirana ve 4 kapitole.
3.5. Lécba

Lécba karcinomu prsu se mize délit podle ucinku na systémovou a lokalni nebo podle vztahu
k onemocnéni na neoadjuvantni, adjuvantni a paliativni. Neoadjuadjuvntni lé¢ba se podava
pted operaci. Jejim cilem je zmenSit nador pied operaci a tim umoznit nebo usnadnit samotnou
operac. Cilem adjuvantni 1éCby je znicit co nejvice mikroskopickych zbytkl karcinomt nebo
mikrometastaze. Adjuvantni 1écba probiha po chirurgické 1é¢bé, kdy je odstranéno primérni
lozisko karcinomu.
Paliativni 1é¢ba probihd u pacientil v termindlnim stadiu onemocnéni. Jejim cilem je zachovat
kvalitu Zivota.
Lokalni 1é¢ba pusobi v ur¢itém misté, zatimco systémova 1écba plisobi v celém organismu.
(Petrakova et al. 2018)
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3.5.1. Moznosti 1écby

3.5.1.1. Chirurgicka 1é¢ba - mastektomie
Chirurgicka 1écba je soucasti komplexni 1écby karcinomu prsu. Do této sekce 1écby fadime
chirurgii samotné mlécné zlazy, chirurgii lymfatickych uzlin, chirurgii vzdalenych metastaz a
rekonstrukéni chirurgii. V rdmci tohoto typu 1é¢by se provadi prs zachovavajici chirurgické
vykony. Tyto vykony se neprovadi pokud jsou nadory vétsi nez 4cm, pii multifokalnim nalezu,
difazni mikrokalcifikaci, nepoméru mezi velikosti prsu a nadoru. V téchto ptipadech dochazi
k radikalnim chirurgickym vykontim. Mezi n¢ patfi simplexni (totalni) mastektomie,
modifikovana radikalni mastektomie podle Pickrena, subkutanni mastektomie (Wienberg et
al. 2012), axilarni disekce, coz je odstranéni podpaznich uzlin pro zjisténi, zda se zde nador
rozsitil (Petrakova et al. 2018) a biopsie sentinelové uzliny. Sentinelova uzlina je prvni uzlina,
ktera drénuje nador, je zde tedy nejvysSi pravdépodobnost zachytu metastaz. Soucasti

chirurgické 1é¢by je rekonstrukeni operace prsu (Wienberg et al. 2012).
3.5.1.2. Radioterapie

Radioterapie se fadi mezi lokalni 1é¢bu nadorti vyuzivajici paprsky s velmi vysokou energii
nebo proud castic (napt. elektronll). Paprsky a c¢astice jsou produkovany linearnimi
urychlovaci nebo vyzatovany radioaktivnimi prvky (napf. kobalt, iridium). Radioterapie mize
probihda bud’ zevné nebo vniting, v kombinaci s jinou lé¢bou (napf. chemoterapii). Zevni
radioterapie-teleradioterapie probiha podle pfedem stanoveného ozafovaciho planu u vétSiny
nadortt 5 dni v tydnu. Celkovou davku zafeni a pocet sezeni stanovuje lékaf na zaklade¢
velikosti, druhu a umisténi naddoru a stavu pacienta. Teleradioterapie vyuziva paprski X,
elektronovych svazkli nebo gama paprskil z kobaltovych ozafovacl. Vnitini radioterapie-
brachyradioterapie umoziuje umistit zdroj zateni ptimo k rakovinovym bunikdm. Umisténi
probiha pii celkové nebo CasteCné anestezii, kdy jsou do tkani implantovany plastoveé trubicky
s dratkem nejcastéji s radioaktivnimi izotopy cesia nebo rubidia. Mezi nejcastéjsi vedlejsi
ucinky lécby karcinomu prsu radioterapii patii inava a zarudnuti klize ozafovaného mista.
Kiize muze zacit svédit, sloupéavat se, tyto nezadouci u¢inky by mély béhem 4-6 mésict
odeznit. Unava je nejspise zptisobena snizenim poctu Eervenych krvinek, nespavosti, bolesti,
snizené chuti k jidlu nebo pfi stresu, ktery doprovazi chorobu. Pocitu inavy miiZe napomoct
velka spotfeba energie pfi dennodennim dochdzeni na terapie a hojenim bc&hem [éCby

(Stahalova 2008).
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3.5.1.3. Chemoterapie
Chemoterapie patii mezi systémovou lécbu nddorovych onemocnéni, kdy se ucinna latka
obsazena v cytostatikach vpravuje vétSinou intravendzné do téla, méné Casto pak ve formé
tablet. Cytostatika zasahuji do procesu mnozeni nadorovych bunck a tim je nic¢i, zaroven
s nimi nici také ostatni rychle se mnozici buiiky jako jsou krvinky, buiiky sliznic a vlasovych
folikulti. Z toho plynou nezadouci G¢inky chemoterapie jako je vypadavani vlasd, pocit
nevolnosti a nechutenstvi, zvraceni, zmény v menstrua¢nim cyklu, pokles bilych krvinek
(Petrakova et al.2019). Lécba chemoterapii se déli na adjuvantni a neoadjuvantni. Pro
adjuvantni 1écbu se pouzivaji napt. antracykliny a taxany. Soucasnd hodnoceni ukézala, ze
adjuvantni chemoterapie je pfinosna pro mladé pacientky a snizuje riziko amrti a recidivy.
Naopak u starSich pacientek a pacientek po menopauze ptrevazuji rizika chemoterapie nad
jejim ptinosem. Dale soucasné poznatky ukazuji, Ze adjuvantni chemoterapie by méla byt
zahajena 4-6 tydnl po operaci a aplikovana v 6-8 cyklech. Neoadjuvantni chemoterapie by
meéla probihat minimalné Sest cykld pfed operaci. Kontrola 1écby se provadi pomoci
mamografu, ultrazvuku. Kontrola odpovédi na 1é€bu je jednou z vyhod neoadjuvantni 1écby
oproti adjuvantni 1é¢bé, kdy v jejim prubéhu nelze presné zjistit jeji ucinnost. Stejné jako u
adjuvantni 1é¢by i1 zde se pouzivaji antracykliny a taxany (Fischer et al. 2017).
3.5.1.4. Hormonalni 1écba

Tato 1éCba se pouziva u nadort pozitivnich na estrogenové nebo progesteronové receptory
(“Breast Cancer: Types of Treatment” 2002). Cilem je blokace estrogenti nebo snizeni jejich
obsahu (Fischer et al. 2017). Rozlisuji se Ctyfi zakladni typy hormonalni 1écby. Prvni
ablativni, kdy dochazi k vyfazeni funkce organu, ktery produkuje estrogeny a to bud
chirurgicky nebo medikamentézné. Druhy typ je Kompeti¢ni, kdy dochazi k degradaci
estrogenovych receptori pomoci selektivnich modulatora estrogenovych receptorit (SERM—
tamoxifen nebo selektivnich deregularoti estrogenovych receptori (SERD - steroidni
antiestrogen). SERM vazbou s estrogenovymi receptory antagonizuji jejich signalni funkci a
zpisobuji jejich degradaci. SERD antagonizuji transkripéni aktivaci estrogenovych receptord,
coz vede k jejich degradaci. Tteti Inhibicni metoda spociva v podani selektivnich inhibitorii
aromdz (IA — anastrozol, letrozol, exemestan), které inhibuji syntézu estrogenovych receptort
v nadoru a periferni tkani, ¢imZ sniZzuji jejich koncentraci. U postmenopauzalnich pacientek
dochazi ke kontraindikaci, protoze podani IA vede ke zvyseni hladiny gonadotropinu. Jeho
zvySena sekrece ke stimulaci vajecnikli a k sekreci estrogenii, androgenniho substratu a
aromatazy. Pii ¢tvrté Aditivni metod€ dochazi k blokdd¢ vazby a redukci hormonélnich
receptortt vy$$imi ddvkami hormontl progestrinti a estrogenli. Mechanizmus této metody je
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malo objasnén a pouzivan v ptipadé¢ selhani pfedchozich tfech typti hormondlni 1é¢by, protoze
s sebou nese nezadouci ucinky a zhorSeni kvality Zivota (LukeSova et al. 2014)

3.5.15. Biologicka 1écba a molekularni terapie
Smyslem této terapie je cilen¢ vyhledat a eliminovat nadorové bunky a ostatni zdravé bunky

neovlivnit. Pro zavedeni molekularni 1é¢by je tieba znat kaskady nitrobuné¢ného pifenosu
signalu, identifikace cilovych struktur, identifikace vSech moznosti terapeutické intervence
(Wienberg et al. 2012). V soucasné dobé se v klinické praxi pouziva v riznych stadiich
karcinomu prsu Sest léki. Mezi tyto léky patii trastuzumab, pertuzumab, lapatinib,
trastuzumab-emtansin, bevacizumab a everolimus (Barroso-sousa et al. 2013). Dulezitym
cilem biologické 1écby jsou receptory pro epidermalni riistové faktory — EGFR, proti kterym
jsou mifeny naptiklad monoklonarni protilatky trastuzumab (firemni nazev Hercepin),
pertuzumab (firemni nazev Omnitag). Hercepin byl prvni schalenou monoklonarni protilatkou
k1écbé solidnich nadord. (Wienberg et al. 2012). Trastuzumab je humanizovana
rekombinantni IgG1 monoklonalni protilatka, ktera se vaze na extracelularni doménu HER2.
V soucasné dobé¢ se pouziva jak v adjuvantni 1é¢bé, tak v 1é¢bé pokroc¢ilého metastazujiciho
karcinomu prsu (Biichler et al. 2015). Pfi 1écbé je vhodné ho kombinovat s taxany,
pertuzumabem, inhibitory aromatiz, vinorelbinem. Vaznym nezadoucim ucinkem je
kardiotoxicita, hematotoxicita nebo reakce na podani infuze. Dal$i monoklonarni protilatkou
namifenou proti EGFR je Cetuximab (firemni ndzev Erbitux). Cetuximab je chimérickd IgG1
monoklondlni protilatka (Dolezalova 2015). Vazbou na receptor blokuje signalni drahy
MAPK (mitogenem aktivované proteinkindzy). Podminkou G¢innosti je nemutovany stav
genu KRAS u nadorovych bun¢k (Klener 2013). Podava se samostatné nebo v kombinaci
s irinotekanem nebo oxaliplatinou. Mezi typické nezadouci U€inky patii sucha kiize a vyskyt
akné v oblasti obli¢eje, dekoltu a zad. Mezi zavazné nezadouci ucinky patii bronchospazmus,
kopfivka, hypotenze se ztratou védomi. Tyto u¢inky mohou velmi vzacné vést ke smrti
(Dolezalova 2015). Soucasti cilené terapie jsou PARP (Poly ADP ribézapolymeraza)
inhibitory (Wienberg et al. 2012). PARP inhibitory blokuji PARP proteiny, podilejici se na
opravé jednofetézcovych zlomil. Zablokovanim PARP proteini dochéazi k hromadéni
jednofetézcovych zlomd, které vyusti ve dvoutetézcovy zlom. Pfi mutaci genti Gcastnicich se
opravy pomoci holomogni rekombinance (HR, naptiklad BRCAL, BRCA2) dochazi ke
kumulaci téchto zlomi a nasledné apoptoze (Kiss et al. 2021) Principem PARP inhibitord je
tzv. koncept syntetické letality, ke kterému dochdzi diky kombinaci defektu opravy pomoci

homologni rekombinace a defektu opravy jednovlaknovych zlomt (Vlasék et al. 2018).
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4. Geny hereditarnich nadorovych onemocnéni
4.1. BRCAL (Breast cancer type 1 susceptibility protein)
4.1.1. Struktura a lokalizace
Gen BRCAL se nachazi na 17q12-21 chromozomu, obsahuje 24 exonti a pokryva oblast
zhruba 100kb genomické DNA (Obr. 1). Koédujici oblast genu zahrnuje ptiblizné 5,5 kb a
koéduje protein o 1863 aminokyselinach. mRNA transkript mé délku 8 kb. Také bylo popsano
nékolik pfirozen¢ se vyskytujicich variant bez celého exonu 11 nebo bez jeho ¢asti (Rosen et
al. 2003). BRCA1 zahrnuje tfi zakladni domény, které jsou u pacientli s rakovinou velmi ¢asto

mutované. Tyto tii domény se jmenuji RING (exony 2-7), oblast kddované exonem 11 a

doména BRCT (exony 16-24) (Clark et al. 2012) (Obr. 2)

CHROMOZ0OM 17

BRCA1

Obr.1: Lokalizace genu BRCAL na chromozomu 17, (pievzato z “File:BRCA1 en.png” Wikipedia,
Kiibelbeck 2001)

BACH1

P—— Exon 11 ——88@888 } SCD i
Coiled
RING NLS coil BRCT
& {{ —
\A -
I I J== I T P P P I
. 24 64 503 607 1,364 1437 1 1,641
Treosd @ G
-

Obr..2: Struktura proteinu BRCA2 s vyznacenymi doménami a moznymi vazebnymi partnery.
(ptevzato z “The domain structure of BRCA1” Frontiers in Cell and Developmental Biology, Fu et
al. 2023)
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4.1.1.1. Ring doména
RING doména se vyskytuje na N konci a je tvotfena strukturou Cyss-His- Cyss (Rosen et al.
2003). Sklada se z malého tiivlaknového antiparalelniho B-listu a centralni Sroubovice a
stabilizivana Dvéma atomy Zn2+ (Clark et al. 2012). Castym vazebnym partnerem pro
BRCAL je BARDI1(tvoii heterokomplex BRCA1/BARD1), ktery obsahuje BRTC a RING
doménu jako BRCAL. In vivo se kolokalizuji v jadernych bodech béhem S-faze bunécného
cyklu a v jadernych ohniscich, ktera se tvofi v reakci na poskozenou DNA. Doména RING
BRCA1 funguje jako wubikvitinova ligiza (E3). Je schopna polyubikvitinaci a
monoubikvitinaci, diky niz mize figurovat pii opravé DNA (Brzovic et al. 2003).

41.1.2. Oblast kodovana exonem 11
Tato oblast pokryva vice nez 65 % sekvence BRCAL a koduji dvé jaderné lokalizacni sekvence
(NLS) a vazebna mista pro n¢kolik proteinti naptiklad retinoblastomového proteinu (RB),

cMyc, domény vinuté spiraly, ktera zprostiedkovava interakce s PALB2 (Clark et al. 2012).
4.1.1.3. BRCT tandemova doména

Nachazi se na karboxylovém (C) konci a slouzi k rozpoznavani fosfopeptidt, diky tomu
zprostfedkovavaji interakce mezi BRCA1 a proteiny fosforylovanymi ATM a ATR
proteinkinazami. BRCT se sklada ze tii a-Sroubovic a ¢ty vlaken B-listu. Déli se na dvé tfidy
na zaklad¢ schopnosti rozeznavat fosfoproteiny. Domény L.tfidy rozeznéavaji fosfoserinové
zbytky (pSer). Domény Il.tfidy rozeznavaji fosfotreoninové (pThr) zbytky (Takaoka et al.
2018). Na tyto fosforylace se spoléhaji signalizacni kaskady, pii reakci na poSkozeni DNA.
Diky tomu domény BRCT ptimo detekuji poskozenou DNA. Déle se BRCT domény podileji
na interakcich s proteiny nazavislymi na fosforylaci, vazbé DNA a vazbé poly (ADP-ribdzy)
(Ching Yun Leung et al.2011).
4.1.2. Funkce

41.2.1. Oprava poskozené DNA
K opravé dvoutetézcovych zlomi (DSB) vyuzivd BRCA1 dva mechanizmy-nehomologni
spojovani koncti (NHEJ) a homologni rekombinace (HR). NHEJ funguje v buiitkach vétSinou
v GO a G1 fazi. Tento mechanismus neni u BRCA1 moc jasny, ale v nékterych studiich se
uvadi, ze BRCAI interaguje s proteinem Ku80 (kli¢ovy protein pro NHEJ) a vazi se v mistech
DSB. Mechanismus homologni rekombinance (HR) vyuziva k opravé DSB sesterské
chromatidy jako templaty. Nejprve se mista DSB resekuji, ¢imz se vytvofi 3 jednofetézcové
DNA (ssDNA). Ty se navazi na replikacni protein A (RPA), ktery je poté zaménén za Rad51.

Rad51 usnadnuje invazi sesterského fetézce, to vede k vytvofeni Holliday spojeni a nasledné
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opravé DSB. (Sharma et al. 2018). V tomto mechanismu hraji ddlezitou roli tii komplexy
BRCAL1 s n¢kolika partnerskymi proteiny — fosforylované abraxy (napi. FAM175A, ABRA1
nebo CCDC98), CtBP-interacting protein (CtIP; znamy také jako RBBP8) a karboxyl-
terminalni helikaza (BACH1; znama také jako FANCJ a BRIP1) (Takaoka et al.2018). Podle

zavislosti na téchto proteinech tvoii doména BRCR c¢tyfi rizné komplexy — A, B, C a D.

4.12.2. Regulace kontrolnich bod bunééného cyklu
BRCAI vyvolava zastaveni bunécného cyklu v nékolika jeho fazich, coz ztejmé dopliuje jeho
ulohu v procesech opravy DNA a poskytuje na né dostatek ¢asu (Mullan et al. 2006). Kontrolni
bod G1/S vyzaduje fosforylaci BRCA1 pomoci ATM nebo ATR, coz usnadnuje fosforylaci
p53 na S15(Serinl15). Fosforylace p53-S15 je nezbytna pro transkrip¢éni proces pro indukci
cyklin dependentni kindzy (CDK) inhibitoru p21 a aktivaci kontrolniho bodu G1/S vyvolanou
ionizujicim zafenim (Roy et al. 2011). Vznik komplexu BRCA1-BACH1 s TOPBP1(DNA
topoisomerase 2-binding proteinl) je nutny pro kontrolni body replikace béhem S faze
buné¢ného cyklu a Ize jej béhem S faze okamzité detekovat, coz naznacuje, ze pravdépodobné
funguje pii replikaci DNA (Takaoka et al.2018). BRCAL je spojena sregulaci G2/M
kontrolniho bodu, tim Ze transkripéné potlacuje cyklinB odpovédny za aktivaci cdc2 kinazy a
vstupu do mitdézy. BRCAL Také transkripcné reguluje chaperonovy protein 14-3-3c, ktery po
poskozeni DNA jej uvolniuje v cytoplazmé dc25C fosfatazu, aby zabranil aktivaci komplexu
cyklinB-cdc2 kinazy. Tim inhibuje transkripci PLK1 kinazy (polo-like kinase 1) potfebné pro
piechod z G2 do M. K zéstavé bunécného cyklu v bodé G2/M pomoci BRCAT dochazi pies
regulaci GADD45 (Growth Arrest and DNA Damage-inducible 45), regulaci komplexu
CyclinB-cdc2, coz vede k inhibici kinazy cdc2. BRCA1 mize regulovat mitoticky kontrolni
bod regulaci transkripce MAD2 proteinu (Mitotic spindle checkpoint component MAD?2),

klicové soucasti kontrolniho bodu sestaveni mitotického vieténka. (Mullan et al. 2006)

41.2.3. Transkripéni funkce
BRCAL modeluje genovou expresi na urovni transkripce diky tvorbé komplexta s BRCT, které
mohou aktivovat transkripci RNA spojenim s heterologni DNA vazebnou doménou (Obr. 3).
Spojenim polypeptidy BRCA1 holoenzymem RNA polymerazy II a n€kterymi transkripnimi
faktory mtze podporovat transkripci nekterych reportérovych genti (Takaoka et al.2018).
Uloha BRCA1 v regulaci transkripce neni zndma a miize byt proménliva — miize dochazet jak
k jeji aktivaci tak k potlaceni. K aktivaci transkripce dochézi u fosforylace BRCA1 mutaci

ATM, Kk potlaéeni transkripce u c-Myc. BRCA1 ovliviiuje estrogeni signalni drahu navazanim
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Na estrogenovy receptor Era, kde potlacuje expresi mnoha endogennich genti napt. VEGF,

ktery je kli¢ovy pro rust nadoru (Sharma et al. 2018).
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Obr.3: Schéma funkci proteinu BRCAI1. (pfevzato z “BRCA1 is at the hub of numerous
interconnecting cellular pathways” Frontiers in Oncology, Mylavarapu et al. 2023)

41.1. Mutace
Riziko rakoviny prsu je spojeno s umisténim mutace (Takaoka et al.2018). Zarode¢né mutace
v BRCAI u karcinomu prsu koreluji s nadorovou proliferaci. Mutace v N- nebo C-konci jsou
Siroce spojovany s vysokou mirou nadorové proliferace. Mutace v centralni oblasti koreluji s
niz§i mirou (Hesketh 1997). Naptiklad mutace v doméné RING (C61G) snizuje jak E3
ligdzovou aktivitu, tak vazbu na BARDI. Mutace ovliviiujici doménu BRCT narusuji jeho
nabor do DSBs a funkci opravy DNA zprostiedkované HR a mohly by sniZovat jeji nddorove
supresivni U¢inek. Missense mutace v této oblasti jsou Casto pozorovany u Casnych stadii
karcinomu prsu (Takaoka et al.2018). Dale jakakoli mutace v CtIP, zejména na C-konci genu,
vede k nestabilit¢ genomu a podilu na predispozici ke vzniku nadorového onemocnéni
(Sharma et al. 2018). Vétsina mutaci BRCAL jsou posuvné (frame-shift) mutace, které vedou
k posunu ¢teciho ramce a naslednému zkraceni proteint BRCAL1, ale vyskytuji se i bodové

mutace v C-terminalni domén¢ nebo N-doméné (Rosen et al. 2003)
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4.2. BRCA2 (Breast cancer type 2 susceptibility protein)
4.2.1. Struktura a lokalizace
Gen BRCA2 se nachazi 13.chromozomu konkrétnéji 13912 (Hesketh et al 1997). Obsahuje 27
exonu a koduje protein o 3418 aminokyselinach (Shailani, et al 2018) (Obr. 4). N-koncova
oblast BRCA2 obsahuje dvé mista pro interakci s proteiny PALB2 a EMSY (z angl. BRCA2-
interacting transcriptional repressor EMSY), vazebné misto pro DNA a piedpoklada se, ze je
vnitiné neuspoiadand. Centralni doména BRCA2 obsahuje osm BRC repetic kodovanych
exonem 11, které pokryvaji téméf tietinu proteinu a tvoii primarni interakéni mista RADS.
BRC domény se déli do dvou kategorii-BRC1-4, které vazou volny RADS51 a stimuluji tvorbu
komplexit RAD51-ssDNA a zabratiuje vazbé RADS51 na dsDNA. Domény BRC5-8 stabilizuji
nukleoproteinova vlakna RAD51-ssDNA (Phuong Le et al. 2012). BRC repetic se skladaji z
piiblizné 1000 aminokyselin. C-konec BRCA2 obsahuje tii domény obsahujici pfiblizné 110
aminokyselin  OB1, OB2 a OB3 a vykazuji podobnost s doménami

oligonukleotidové/oligosacharidové vazbé (OB). OB domény zajiStuji vysokou afinitu C-

BRC repetice = DNA vazebné domény NLS
(1009-2083) (2620-2184)  (3263-3385)

e ' ' ' ' ' "' . ‘.

OB20OB3 1 2 3
RAD51
C-terminalni konec
e \—-—’/ oss. QD <+
BRCA1 .

Obr. 4: Schéma struktury proteinu BRCA2 s moznymi vazebnymi partnery. (pfevzato z “Struktura
BRCA2 a jeji motivy pro interakci s riznymi proteiny” Research gate, Shailani et al. 2023)

BRCA2

N-terminalni konec

konec BRCA2 k jedno a dvoutetézcové DNA (Shailani et al. 2018) jejich vazebna oblast je
tvofena pétivlaknovym B listem (tvoii B soudek) s dvojici smycek. V OB2 je smycka
nahrazena 130 aminokyselinovou vlozkou tvofici vézovou doménu (TD) (Shampoo 2003). C-

konec obsahuje dva jaderné lokaliza¢ni signaly (NLS) a dalsi interak¢éni misto AD51 (TR2),
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které se specificky vaze na vlakna RADS1 (Phuong Le et al. 2012), a-helikalni doménu (Roy
etal. 2011)

422, Funkce
BRCA2 se podili na kli¢ovych procesech pro udrzeni stability genomu, v¢etné replikace DNA,
homeostazy telomer a progrese bunécného cyklu. Podle soucasného modelu je BRCA2

ustfednim regulatorem stability genomu tim, ze opravuje DSB a omezuje replikacni stres

(Fradet-turcotte et al. 2016).
422.1. Uloha BRCA2 v homologni opravé

Proces je zprostiedkovan tvorbou RADS51 nukleoproteinového vlakna na jednoietézcové
DNA. RADS5I1 se vaze na BRC doménu (Obr. 5). RAD51 reaguje se dvéma kategoriemi BRC.
Prvni kategorie snizuje hydrolyzu ATP u RADS51, ¢imz vznika nukleoproteinové vlakno.
Druha pomaha pfi prevenci nukleace dvouvlaknové DNA pomoci RADS5 (Shailani et al.2018).
Tvorba nukleoproteinového vldkny RADS51 na ssDNA umozni hledani homologii, invazi do
fetézce DNA a naslednou opravu DSB. BRCA2 se miiZze spojovat s proteinem EMSY, coz
hraje roli v remodelaci chromatinu, as PALB2 (Fradet-turcotte et al. 2016). PALB2 usnadnuje
vznik homologni rekombinace a zprostiedkovava vazu BRCA1 a BRCA2 (Shailani et al.
2018).

cv!vo~u- komplex FA opra-
fetéz- ® vena
covy (A=) DNA
zlom I @g(’@

DNA

1 /
RADS51B-RADS1C-
RADS51D-XRCC2

Obr.5: Schéma opravy DSB pomoci homologni rekombinace s jednotlivymi kroky. (pievzato z
“Recombinational repair of DNA double-strand damage - some key steps” Wikipedie, chaya5260
2001)

4.2.22. Ochrana replikaéni vidlickyc
BRCAZ2 chrani zastavené replika¢ni vidlice pfed nukleolytickou degradaci. K zastaveni mtize

dojit diky dlouhodobému replika¢nimu stresu, pii Spatném restartu zastavené vidlicky mohou
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vznikat DSB, pfi narazenim na piekazu mohou vznikat tzv. ICL (Interstrand DNA crosslinks-
mezivlaknové piicné vazby DNA) tyto piekazky predstavuji nebezpecni u pacienti
s Fanconiho syndromem. BRCA2 byl klasifikovan jako gen podobny FA (fanconiho syndrom)
genu (Fradet-turcotte et al. 2016).

4.2.2.3. Regulace buné¢ného cyklu

Béhem telofaze a cytokineze se BRCA2 nachazi na centralnim vieténku a stfednim télese.
Nekteré studie zjistily, ze inaktivace nebo deplece BRCA2 vede k amplifikaci centrozomii,
naslednému nerovnomérnému oddéleni chromozomi. Pfi pfechodu z G2 fdze do M faze
BRCAZ2 interaguje s proteinem HMG20b, coz je kinezinu podobny svinuty protein, naruseni
této interakce vede k defektim v dokonceni bunécného dé€leni a potlaceni BRCA2 vede ke
zpozdéni pfechodu. BRCA?2 interaguje se serin/threoninovou kindzou Auroro-A a Aurora-B.
interakce s Aurorou-A  pusobi synergicky a reguluji segregaci chromozomu.
Knockout Aurory-B vede k abnormalnimu bunéénému déleni a polyploidii (Shailani et al.
2018).

4.2.3. Mutace
V genu BRCA2 bylo zaznamenano piiblizné 2000 mutaci (Shailani et al. 2018). Mutace
spojené s rakovinou jsou rozloZeny po celém exonu 11, v meziprostorech mezi repeticemi
BRC (Pellegrine et al. 2004). Mutace zahrnuji inserce nebo delece, které zvysuji predéasné
zakonceni stop kodonu a missense zmény v genu. Disledkem missense mutaci jsou Neznamé
klasifikované varianty-UCV. Ty predstavuji piiblizné 50% vSech mutaci v BRCA2 (Shailani
etal. 2018). Kromé¢ toho jsou bialelické mutace v BRCAZ2 spojeny s FA (Fanconiho syndrom),
vzacnym syndromem nestability chromozomi, ktery se vyznacuje aplastickou anémii u déti a
nachylnosti k leukémii a rakoviné (Fradet-turcotte et al. 2016).

4.3. CHEK2

4.3.1. Struktura a lokalizace
CHEK2 (checkpoint kinase 2) je nadorovy supresorovy gen, kodujici serin-treonin kinazu
CHK2 (Germani et al. 2022). Je lokalizovan na chromozom 22q12.1 a sklada se z 54 kb.
Nejvice exprimovana transkripéni varianta koduje mRNA sestavajici z 15 exont (Stolarova et
al. 2020). Serin-treoninova kinaza CHK2 (CHEK2) ma velikost 65 kDa a sklada se z 543
aminokyselin (Germani et al. 2022). Obsahuje tii funk¢éni domény. Na N-konci SCD (cluster
domains — SQ/TQ) tvofené sedmi pary serin-glutaminovych nebo threonin-glutamovych
zbytkt fosforylovanych ATM a dal§imi knazami (Obr. 6A). Doména obsahuje zbytek T68,
jejiz fosforylaci dochazi k aktivaci proteinu a je tvotena 19-69 aminokyselinou (Stolarova et
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al. 2020). Centralni cast proteinu obsahuje FHA (forkhead). FHA je interakéni doména
protein-protein, vaze se zde peptidova vazba obsahujici fosfo-threonin a je tvofena 92-205
aminokyselinou. Sklada se zjedenacti fetézcového P listu S vazebnym mistem pro
fosfotreonin na jednom konci a prodlouzenou vlasenkou na druhém konci. Prodlouzena
vlasenka obsahuje Ile157, ktery je mutovany u Li-Fraumeniho syndromu a intermolekularné
reaguje s kinazovou doménou na N-konce druhého proteinu. (Cai et al. 2009). C-konec je
tvofen kinazovymi doménami (KD) a obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal (NLS) (Germani et
al. 2022). Sklada se ze dvou laloku. (Stolarova et al. 2020). N-terminalni lalok se sklada z 3
listd (zbytky 213-305). C-konec obsahuje pievazné a-helixy (zbytky 306-501). Stérbina mezi

nimi tvofi vazebné misto pro ATP (Obr. 6B).

Obr.6: A — schéma struktury proteinu CHK2, B - struktura homodimeru CHK2. (pfevzato z
“Structure of the CHK2K249R Dimer” Molecular Cell, Cai et al. 2023)

4.3.2. Funkce
43.2.1. Aktivace

Kli¢ovym ukolem CHK2 je pfenos kontrolnich signalii z proximalnich kontrolnich kinaz
zejména ATM a ATR, které jej fosforyluji a aktivuji (Obr. 7). CHK2 je stabilni protein
exprimovany v priubéhu celého bunécného cyklu. V neptitomnosti poSkozeni DNA je do
zna¢né miry neaktivni (Bartek and Lukas 2003) a vyskytuje se jako monomer. Po poSkozeni
DNA jsou jeji signaly pfenaSeny na ATM kinazu. ATM kinaza fosforyluje CHK2, to vede k
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dimerizaci CHK2. Pti fosforylaci se oblast s fosforylovanym Thr68 v jedné molekule CHK2
vaze na FHA doménu druhé molekuly. Po dimerizaci nejspiSe nasleduje nékolik
mezimolekularnich fosforylaci, které vedou k aktivaci CHK2 (Ahn et al. 2004). Aktivovana

kinaza CHK2 se pak podili na regulaci mnoha intracelularnich drah (Stolarova et al. 2020)

4.3.3. Mutace
Mutace CHEK2 patii k nejcastéjSim zarodeCnym zménam odhalenym pii genetickém
testovani raznych dédiénych predispozic k rakoviné. Rutinni genetické testovani CHEK?2 je
nyni soucasti diagnostickych NGS panela (Stolarova et al. 2020). Funk¢ni dopad mutace
CHEK?2 odrazi jeji umisténi. Mutace kindzové domény tak vedou k chybné aktivaci kinazy po
ionizujicim zéfeni, zatimco 1éze domény FHA mohou urychlit degradaci CHK2 nebo mohou

vyvolat strukturalni zmeény, které zptisobuji defekty pti tvorbé homodimeri (Ahn et al. 2004).
4.4. PALB2 (z angl. Partner and localizer of BRCA2)
4.4.1. Struktura a lokalizace
Gen PALB2 se nachazi na chromozomu 16p12.2 a obsahuje 13 exond (Ducy et al. 2019).
Koduje protein o velikosti 130kDa (Southey et al. 2013) a 1186 aminokyselin se tfemi

| | [ ] WD Domeéna PALB2

] 44 04 853 1188

— BRCAY BRCAZ
RADSY @ RNF168

Obr.8: Schéma struktury proteinu PALB2. (pfevzato a upraveno z “Human PALB2 variants and
their effect on HR” Nature Communications, Boonem et al. 2023)
klicovymi doménami (Hamdan et al. 2023) (Obr. 8). Na N-konci je umisténa Coiled-coil (CC)
doména, kterd interaguje s BRCAI a tvoii komplex BRCA1-PALB2 pii homologni opraveé
(Ducy et al. 2019). Coiled-coil se obvykle sklada z 2-5 levotoCivych a-Sroubovic v
superzavitové strukture (Nepomuceno et al. 2017). Na C-konci se nachazi doména WD40
interagujici s BRCA2 a DNA polymerazou (Hamdan et al. 2023). WD doména je
charakterizovana jako [-vrtule (B-propeller) sloZzend ze sedmi opakovani o 40 az 60
aminokyselinovych zbytka s charakteristickym dipeptidem. Prostfednictvim této domény
interaguje PALB2 s BRCA2, konkrétnéji vytvaii kapsu mezi ¢tvrtou a patou repetici. Dale
bylo prokazano, ze WD doména obsahuje jaderny exportni signal (NES) (Nepomuceno et al.
2017). Tteti doména se nachazi ve stiedni ¢ast a nazyva se chromatin asocia¢ni motiv (ChAM)
(Hamdan et al. 2023). Zprosttedkovava chromatinovou asociaci mezi PALB2 a

nukleozomalnimi histony v poruSenych i neporusenych bunikéch (Ducy et al. 2019).
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442, Funkce
PALB2 slouzi jako spojovaci ¢lanek mezi proteiny BRCAL a BRCA2 s nimiz se podili na
opravach dvoufetézcovych zlomi DNA (DSB) pomoci homologni rekombinance (HR)
(Janotova et al. 2016). PALB2 reaguje s BRCAL v coiled-coil domén¢ (vinutych civkach) a
C-koncem s N-koncem BRCA2. Nasledné zacili PALB2 a BRCA2 na mista poskozeni DNA.
(Zhang et al. 2009). Homologni rekombinance je fizena kinazami ATM a ATR. ATM je
aktivovana komplexem MRN (MRN complex interacting protein). Béhem opravy DSB
stimuluje ATM proces nazyvany resekce 5’ konce DNA, ktery obnasi SSDNA (single-stranded
DNA), coz spusti ATR. Resekce konce DNA je iniciovana komplexem MRN a pozdé&ji
zpracovavana C-terminalnim vazebnym proteinem (CtBP) interagujicim s proteinem (CtIP),
exonukleazou 1 (Exol) a DNA2. Po uzavieni ssDNA pomoci RPA (replikacni protein A)
rekrutuje BRCA1 BRCA2 a RADSI1 prostfednictvim interakce zprostfedkované vinutou
spiralou s PALB2 (Nepomuceno et al. 2017).

443, Mutace
Heterozygotni zarodecné mutace v PALB2 se podileji na vzniku rakoviny prsu, slinivky bii$ni
a vajecniku. Bialelické mutace PALB2 byly spojeny s Fanconiho anémii (FA). Nyni je znamo
604 riznych variant PALB2, ale pouze 140 variant je patogennich a pfiblizné 400 z nich jsou

varianty neznamého vyznamu (VUS) (Hamdan et al. 2023).

5. Molekularni diagnostika nadorovych syndromu

Molekularni diagnostika je sou¢asti laboratorni mediciny, ktera se opira o detekci jednotlivych
biologickych molekul, obvykle se pouZziva pro testy zaloZzené na DNA, RNA a nékterych
modernich sofistikovanych proteomickych technologii. Molekularni testy se staly soucasti
identifikace dédi¢nych nddort. Dale poméhaji vybrat nejucinngjsi lécbu na zakladé
molekularnich charakteristik nadorovych tkani nebo néckterych dalSich biologickych
parametrti maligniho onemocnéni (Sokolenko et al. 2018)

5.1. Polymerazova tetézové reakce (PCR)

Polymerazova tetézova reakce- PCR je metoda umoziujici ze smési DNA namnozit zadané
sekvence. PCR probiha v termocykleru a sklada se ze tii krokt. (Otova et al. 2021). Prvnim
krokem je denaturace, kdy se dvoutetézcova DNA rozdéli na dvé jednotetézcové DNA za
vysokych teplot (90-97°C). Jednotetézcové molekuly DNA slouzi v dalsich krocich jako
templat (Mohini Joshi et al. 2011). Pti druhém kroku, hybridizaci, dochazi k pfipojovani
specifickych primerti na cilovou oblast DNA. Tato reakce probiha pii teploté¢ 50-65°C. Pti
tretim kroku, elongaci, dochazi k tvorbé kopii DNA pomoci Tag DNA polymerazy
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(termostabilni DNA polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus YT1). Teplotni
optimum Taq DNA polymerazy je 72°C. Tyto tfi kroky se opakuji v 30 az 40 cyklem (Beranek
2016). Po poslednim cyklu se vzorky obvykle inkubuji pii teploté 72 °C po dobu 5 minut, aby
se aby se vyplnily vy¢nivajici konce nové syntetizovanych produktd PCR (Mohini Joshi et al.
2011). Techniky zalozené na PCR vyzaduji relativné jednoduché pristrojové vybaveni a
infrastrukturu, vyuzivaji pouze nepatrné mnozstvi biologického materidlu a jsou vysoce

kompatibilni s klinickou rutinou (Sokolenko et al. 2018).

5.1.1 Real-time PCR
V klasické PCR je amplifikovany produkt (amplikon) detekovan po skonceni reakce
elektroforeticky. Real-time PCR umoziiuje méfeni zmnozeného produktu v pribéhu reakce,
tzn. v realném Case (real time) (Dudova et al. 2008). K méfeni se pouzivaji riizna fluorescencni
barviva, kterd reaguji S amplifikovanym produktem a mohou byt méfena pomoci pfistroje
(Mohini Joshi et al. 2011). Hledana sekvence DNA mtize byt stanovena jak kvalitativng, tak i
kvantitativné (pocet kopii DNA), proto je real-time PCR oznacovana také jako kvantitativni

PCR (gPCR). (Dudov4 et al. 2008).

5.1.2. Reverzné — transkriptazova PCR (RT-PCR)
Tato metoda se pouziva za piedpokladu, je-li vychozim materialem RNA. Pii RT-qPCR je
nejprve RNA piepsana do komplementarni DNA reverzni transkriptazouz (cCDNA. cDNA se
nasledné vyuzije jako templat pro PCR (“Polymerazova fetézova reakce” 2023). Tato metoda
muze byt vyuzita pro amplifikaci RNA charakteristickych pro epitelidlni buniky prsu ve vzorku
krve, které by nemély cirkulovat v periferni krvi zdravych jedinct. Detekce charakteristické

MRNA ukazuje na pritomnost cirkulujicich bun¢k karcinomu prsu (Aerts et al. 2001).

5.2. MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
MLPA je multiplexni test zalozeny na principu PCR reakce (Stuppia et al. 2012). Vyuziva se
pro detekci deleci o velikosti nékolika pard bazi nebo velmi velkych deleci (Sellner et al.
2004). Tato analyza vyuziva az 40 rtznych sond, z nichZ kazda je specificka pro jinou
sekvenci DNA (Stuppia et al. 2012). Kazda sonda se sklada ze dvou polovin. Jedna polovina
se sklada z cilové specifické sekvence lemovanou sekvenci univerzéalnich primert. Druha
polovina se sklada ze specifickych primerti na jednom konci, ndhodného primeru o velikosti
mezi 19-137 nukleotidy univerzalni primerovou sekvenci na druhém konci (Sellner et al.
2004). Reakce MLPA probiha péti kroky: 1) denaturace DNA a hybridizace sond, kdy dochézi
k denaturaci DNA a inkubaci se smési sond MLPA. 2) ligacni reakce, zde jsou dvé polovi¢ni

sondy jsou schopny rozpoznat sousedici cilové specifické sekvence a pouze v ptipadé
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dokonal¢ shody bez jediné mezery lze po hybridizaci ob& poloviéni sondy spojit a
amplifikovat. 3) amplifikace PCR, ktera se provadi pouze pomoci jednoho paru primer PCR,
z nichz jeden je fluorescen¢né znaceny. 4) separace amplifika¢nich produktt, kdy se produkty
PCR rozdé¢li podle velikosti pomoci kapilarni elektroforézy za denatura¢nich podminek. M¢ti
se vySka nebo plocha fluorescen¢nich pikti odvozenych z PCR, kvantifikuje se mnozstvi
produktu PCR po normalizaci a porovnava se s kontrolnimi vzorky DNA, ¢imz se urci relativni
mnozstvi cilové sekvence DNA ve vstupnim vzorku DNA. 5) analyza dat, kdy se pii
interpretaci vysledku lisi specifické piky pii delecich nebo duplikacich pro homozygoty a
heterozygoty. MLPA se vyuziva pro detekci deleci nebo duplikaci pfi analyze genomovych
prestaveb u BRCAL a BRCA2 (Stuppia et al. 2012).

5.3. Sekvenovani nové generace (NGS)
Sekvenovani nové generace (NGS), masivné paralelni nebo hloubkové sekvenovani jsou
pfibuzné pojmy oznacujici technologii sekvenovani DNA, kterd zptsobila revoluci v
genomickém vyzkumu. Existuje fada riznych NGS platforem, které vyuZzivaji rtzné
sekvenovaci technologie. Vsechny platformy NGS provadéji sekvenovani miliontt malych
fragmentti DNA paralelné. NGS lze pouzit k sekvenovani celych genomt nebo se omezit na
konkrétni oblasti zajmu (Behjati et al. 2013). Technologie NGS umoziuje sekvenovat tfi
zakladni typy genomovych variant —jednonukleotidové zamény (single nucleotide variant
SNV), variabilita v poétu kopii genti (copy number variant.CNV) a kratké inzerce a delece
(indels) — 1ze identifikovat na Grovni nadorové DNA, fuzni geny jsou detekovany pomoci
analyzy nddorové RNA, protoZze na jednu kopii fuzniho genu ptipadaji stovky az tisice
transkripti RNA, coz vede k vyssi citlivosti. Nicméné je potieba provést prepis (reverzni
transkripci) nadorové RNA do cDNA (Slaby 2019).
53.1L Pribéh NGS

Technologie NGS sdileji obecné kroky zpracovani ale zaroven se lisi ve specifickych
technickych detailech. Prvnim spoleénym krokem v této metod¢ je pfiprava knihovny, ktera
obsahuje nahodné se piekryvajici fragmenty DNA navazané na oligonukleotidové adaptéry
specifické pro danou platformu (Voelkerding et al. 010). Pro tvorbu fragmentt Ize pouzit nejen
vzorky DNA a RNA ziskané¢ z mnoha bun¢k, ale také amplifikacni produkty genomu
(Desmedt et al. 2012), které se podrobi enzymatickému S$tépeni nebo sonifikaci nebo
nebulizaci (Voelkerding et al. 2010). Optimalni podminky fragmentace musi byt stanoveny
empiricky na zakladé¢ velikosti vstupni molekuly a pozadovaného rozdéleni velikosti

fragmentli, kdy se upfednostiiuje té€snéjsi zastoupeni, aby se maximalizovalo zastoupeni
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sekvenci v knihovné. Po opravé tupych konct termindlnich casti fragmentii fosforylaci
nasleduje purifikace pomoci kolonky nebo magnetickych kuli¢ek. V nékterych ptipadech se
provadi monoadenylace 3’ koncu, coz zvySuje ligaci na oligonukleotidové adaptéry. Dalsim
krokem je amplifikace knihovny. Tato ¢ast se lisi podle druhu sekvenatoru (Voelkerding et
al.2010). Na trhu dominuji tfi sekvenatory: Roche 454 Genom Seguence, Illumina Genom
Analyzer a Life Technologies SOLID System. Technologie Roche 454 Genom Sequence
vyuziva klonalni amplifikaci pomoci emulzni PCR (emPCR), kdy jsou v pfedchozim kroku
fragmenty hybridizovany ke specidlnim DNA kulickam s komplementarni DNA sekvenci na
povrchu, kterd slouzi jako primer pro amplifikaci. Amplifikace jednoho fragmentu probiha
v olejovo- vodném obalu kulicky - mikroreaktoru. Po skon¢eni emPCR jsou kuli¢ky uvolnény
Z obalu, pficemz kazda nese v pruméru 10 milionti identickych kopii plivodni DNA. Poté
nasleduje obohaceni (enrichment), kdy se odmyje v§e kromé kulicky s amplifikovanou DNA.
Na takto ptipravené kulicky jsou pfichyceny sekvenacni primery a pieneseny do tzv.
pikotitra¢ni desticky ktera obsahuje jamky. Kulicky s amplifikovanou DNA a sekvena¢nimi
primery jsou pfeneseny do jamky tak, aby do jedné jamky zapadla pouze jedna kulicka
(Vojtesek et al. 2014). U technologie Illumina jsou jednotlivé molekuly fragmentli vazané na
povrchu prutokové bunky pomoci dvou druht adaptért, které se nachazi jak na fragmentech,
tak i na povrchu pratokové komurky (Obr. 9). Pomoci adaptéri dojde k napojeni fragmentd
na adaptéry nachazejici se na povrchu pratokové buriky. Po napojeni dochazi k amplifikaci
komplementarniho vlakna DNA pomoci DNA polymerazy. Nasleduje denaturace, kdy dojde
k rozdéleni vlaken, ptivodni vldkno je odmyto, nové nasyntetizované zustava pripojeno pies
adaptéry k prutokové komtirce a dochazi k ohybu jeho volného konce a pfipojeni k dalsimu
adaptéru na povrchu pritokové komurky, coz vede K tvorbé. V druhém cyklu PCR dojde opét
k prodlouzeni adaptoru polymerazou a tvorbé dvouvlaknového mostu (Vojtések, Kubkova,
and Vyzula 2014). Poté dochazi ke klonalni amplifikaci, kdy jsou dvouvlaknové mosty
denaturovany a vznikaji jednovlaknové fragmenty navazany na pritokovou buniku pomoci

adaptért.
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Obr.9: Tvorba dvouvlaknového mostu pied samotnou sekvenaci v piistroji Illumina Miseq, (pfevzato
a upraveno z “Cluster Generation” Wikipedia, DMLapato 2023)

Life Technologies/SOLID vyuZziva pro pfipravu knihovny emPCR stejné¢ jako Roche 454
Genom Sequence. Navic se k fragmentim DNA pfipojuji kratké adaptory, které zajiStuji
vazbu na imobilizované adaptory na povrchu kulicky. Po amplifikaci jsou kulicky kovalentné
navazany na sklicko se specidln¢ upravenym povrchem, které se vlozi do kazety umoziujici
fluidni prutok. Po kroku amplifikace néasleduje sekvenovani. Sekvenovani se opét lisi podle
typu sekvnatoru. U Roche 454 Genom Seguence probiha pyrosekvenovani se dATP, dCTP,
dGTP nebo dTTP a polymerazou postupnym pielévanim pies pikotitrovou destiCku s
kulickam s komplementarni DNA sekvenci na povrchu. Dochéazi k inkorporaci
komplementarnich nukleotidi na rostoucim vldknu v jednotlivych jamkéch, uvolnéni
pyrofosfatu, ktery reaguje s luciferazou za vzniku luminiscence. Luminiscence je zachycena
CCD kamerou a je pfimo tumérna poc¢tu nukleotidti (Voelkerding et al. 2010). Sekvenacni
primery u Illumina Genome Analyzer jsou hybridizovany k adaptorovym sekvencim a do
reakéni komdirky s klastry je pfidana smeés polymerazy a ctyf nukleotid s chemicky
inaktivovanou 3’-OH skupinou a ¢tyfmi rozdilnymi fluorescenénimi sondami (Obr. 10).
V jednom cyklu dochazi k za¢lenéni pouze jednoho nukleotidu. Jakmile dojde k za¢lenéni
nukleotidu do fetézce DNA, pozice atyp nukleotidu jsou zaznamenany diky jeho
flourescencni znacce pomoci CCD kamery. Termina¢ni skupina na 3’-konci nukleotidu

i fluorescencni sondy jsou odstranény a cyklus je opakovan.
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Obr.10.: ZjednoduSeni schéma sekvenovani pomoci Illumina Miseq, (pfevzato a upraveno z
“Illumina sequencing” ScienceDirect, Zhou et al. 2023).

Pii sekvenovani u Life Technologies/SOLID se vyuZivaji 8 nukleotidii dlouhé sondy se
znamou sekvenci prvnich dvou bézi a jsou oznacena jednou ze Ctyt rliznych flourescenénich
barev, pti¢emz kazda barva predstavuje 4 z 16 moznych di-nukleotidovych sekvenci. Solid
technologie zaruCuje pteCteni kazdého nukleotidu 2krat, coz zvySuje piesnost, S jakou je
ur¢eno poradi nukleotidi dané sekvence (Vojtések et al. 2014). Po sekvenovani nasleduje
bioinformaticka analyza (Obr. 11). V prvni fazi této analyzy jsou ziskané
sekvence prifazovany (alignment) k referenénimu genomu ¢i sekvenci povazované za
sekvenci referencni. Nasledné se hledaji varianty v sekvenovaném vzorku DNA (variant
calling), poté dochazi k anotaci nalezenych varianta dale se filtruji. Zde jsou postupné
eliminovany varianty podle riznych kritérii, v prvni fazi automaticky (naptiklad dle
schopnosti varianty ménit strukturu kodovaného proteinu, tzv. nesynonymni varianty) a
nasledné¢ manualné (naptiklad filtrovani podle klinické evidence). Cilem je zzit seznam
nalezenych variant (Slaby 2008).
5.3.2. Hloubka pokryti

Hloubka pokryti — coverage vypovida o primérném poctu kopii vzorku DNA, které se ziskaji
sekvenovanim. V¢Etsi pokryti zajiStuje eliminaci chyb pfistrojii a zvySuje citlivost metod.
V praxi nebyva hloubka pokryti rovnomé&rnd. Naptiklad pfi primeérném pokryti 30krat budou
pravdépodobné stile existovat Useky, o nichZ nebudeme mit zadné nebo téméi zadné

informace, sekvence jinych oblasti bude naopak obsazena ve stovkach ¢teni (tzv. reada). Tato
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nevyvazenost mize byt zpiisobena napiiklad rozdilnou mirou amplifikace pomoci PCR,
rozdily v u¢innosti hybridiza¢nich sond pfi cileném sekvenovani ¢i vlivy repetitivnich oblasti
(Vojtesek et al. 2015).

5.3.3. Celogenomové sekvenovani (whole genome sequencing, WGS)
Umoznuje detekovat vSechny typy variant napfi¢ celym genomem, v kodujicich (tzv. exom) i
nekddujicich oblastech, a tak umoziuje identifikovat i nové, diive nepopsané nadorové
varianty (Slaby 2008). Vyuziva metody de novo sekvenovani resekvenovani, kdy je
k dispozici referencni sekvence na kterou se zpétné mapuje nova sekvence. Toto sekvenovani
se nejvice pouziva k identifikaci novych a vzacné se vyskytujicich mutaci (Vojtések et al.
2014).

5.3.4. Celoexomové sekvenovani —~whole exome sequencing , WES)
Tato metoda pokryva pouze kodujici oblasti genomu, tedy piiblizné 1 % z jeho celkové
pokryti WES umoziuje oproti WGS vétsi hloubku cteni, a tak 1 vy$si senzitivitu pro zachyt
variant v heterogennim vzorku nadorové tkané¢ (Slaby 2008). Pomoci WES byly odhaleny

mutace zodpovédné za familiarni nadory pankreatu nebo melanomu (Vojtések et al. 2014).

5.3.5. Cilené sekvenovani — hotspot sekvenovani
Cilené¢ sekvenovani umoznuje sekvenovat pouze vybrané geny nebo definované oblasti
genomu, coZ Setfi €as, penize a vyzaduje i méné prostoru pro skladovani dat. Typicky se tato
technika vyuZivd pro sekvenovani velkého poctu vzorkl pfi screeningu nebo validaci
genetickych variant v populaci (Vojtések et al. 2014). Lze tak detekovat somatické mutace v
komplexnim biologickém vzorku, jakym je vzorek nadoru obsahujici smés zdravych
a nadorovych buné¢k. Citlivost této metody umoziuje detekovat mutace s frekvenci Cetnosti
pod 1 % (Vojtések et al. 2015).

5.3.6. Panelové sekvenovani
V praxi se vsak nejvice vyuziv panelov sekvenovani, pti kterém dochazi k vychytavani
cilovych oblasti z fragmentované DNA pomoci hybridizac¢nich sond tzv. sequence capture
nebo sequence enrichment (Kleibl 2016). Panelové sekvenovani slouzi k analyze vétsiho
mnozstvi nadorovych predispozi¢nich genii najednou (Soukupova 2016). Také umoziuje
selektivni vychytavani velkého poctu cilovych oblasti (napt. exont stovek genil) az do celkové
velikosti exomu (> 20 000 genti s >107 bp genetické informace) (Kleibl 2016). Panely
pouzivané pro analyzu nadorovych predispozi¢nich gent se v jednotlivych diagnostickych

laboratofich 1i$i, pouzivany jsou jednak komercné dostupné panely nebo V laboratofi
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vytvorené panel spliiujici pozadavky konkrétni diagnostické laboratote (Soukupova 2016). Pti
testovani zarodecnych forem se cili na mutace v nddorové predispozic¢nich genech. Tyto
mutace nemuseji souviset pouze s hereditarnim karcinomem prsu, ale také s hereditarnimi
karcinomy traviciho traktu, ledvin, neuroendokrinnimi nadory, koznimi néadory, nadory
centralni nervové soustavy. Mezi mutované geny zpusobujici vySe vypsané nadory patii
napiiklad MHL, MHL2, APC, MUTYH, PTEN, BAPI1, FLCN, MET, FLCN, MENI1 az
MEN4 a dalsi (Machackova 2022). Na trhu je k dispozici $iroké spektrum komeréné
dostupnych NGS panelti genii pro vysetiovani hereditarnich nddorovych onemocnéni. Jedna
se napiiklad o panel CZECANCA (CZEch CAncer paNel for Clinical Application). Panel
zahrnuje 219 cilovych gent pro vysetfovani hereditdrnich malignit metodou sekvenovani nové
generace. Dalsi vyuzivanou moznosti jsou TruSight panely spolecnosti [lluminia (“Targeting
known variants for cancer related genes” 2023). V praktické ¢asti byl pouzit kit Hereditary
Cancer Solution (Sophia Genetics), ktery se zaméfuje na 27 nejcastéjsich genti podilejicich se
na predispozici ke karcinomu prsu, vaje¢niku a stiev (Tab. 2) Mezi dédi¢né karcinomy stiev
patii Familiarni adenomat6zni polypoza a Dédi¢ny nepolyp6zni kolorektalni karcinom, kdy
jeho nejcastéjsi formou je Lynchlv syndrom (pfevzato z navodu ke kitu Hereditary Cancer

Solution Sophia Genetics).

Tab.2: Seznam gent analyzovanych pomoci kitu Hereditary Cancer Solution (Sophia
Genetics). Geny jsou roziazeny podle predispozic K ur¢itym nadorovym onemocnénim.

Lynchiiv

Karcinom prsu | Syndromy stfevni
P Y Y syndrom

a vajeéniki polypézy
ABRAXYS1 APC MLH1
ATM MUTYH MLH2
BARD1 STK11 MSH6
BRCA1 PTEN PMS5
BRCA2 EPCAM
BRIP PMS2CL
CDH1
CHEK2
MRE11A
NBN
PALB2
PIK3CA
RAD50
RAD51C
STK
TP53
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XRCC2

5.3.7. Vyhody a nevyhody NGS
Hlavni vyhodou je paralelni sekvenovani velkého mnozstvi gent, které je Casove i financné
efektivni (Desmedt et al. 2012). Hlavni omezenim NGS v klinickém prostiedi je zavedeni
potiebné infrastruktury, jako je pocitacova kapacita a lozisté, odborné znalosti personalu

potiebné ke komplexni analyze a interpretaci naslednych udajt (Behjati et al. 2013).

5.3.8. Srovnani se Sangerovou metodou
Hlavni rozdil mezi NGS a Sangerovou metodou sekvenovani je ve ¢teni a zpracovavani
fragmentt, kdy v NGS je paraleln€ zpracovavano a ¢teno velké mnozstvi (milidny az miliardy)
fragmenttl, zatimco v Sangeroveé sekvenovani je ¢asto zaroven ¢teno maximalné 96 fragmentt
(Vojtesek et al. 2015). Dale NGS zachycuje $irsi spektrum mutaci nez Sangerovo sekvenovani.
Spektrum variaci DNA v lidském genomu zahrnuje malé zmény bézi (substituce), inzerce a
delece DNA, velké genomové delece exonl nebo celych gentll a pfestavby, jako jsou inverze
a translokace. Tradi¢ni Sangerovo sekvenovani je omezeno na odhalovani substituci a malych
inzerci a deleci. U ostatnich mutaci se Casto provadéji specializované testy, jako je
fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH). Sekvenovanim NGS odpadd potieba
specializovanych testii a zaroven se ziska celé spektrum genomickych variant v jediném
experimentu (Behjati et al. 2013). Dalsim rozdilem je Casova a finan¢ni naro¢nost.
Sekvenovani genomu, které diive vyzadovalo desitky let pomoci Sangerova sekvenovani, 1ze
pomoci NGS realizovat béhem n¢kolika dnii pfi 10 000 nasobném az 100 000 nasobném
snizeni nakladt (Desmedt et al. 2012)
5.3.9. Vysledky genetického testovani
5.3.9.1. Nomenklatura

Systém pozi¢niho Cislovani definuje jednotlivé referen¢ni sekvence genti. Pozi¢ni ¢islovani
musi byt jasné, jednoznacné identifikovatelné a je schvalovano komisi pro genovou
nomenklaturu HGNC (HUGO Gene nomenclature Committee — dostupné na

www.genenames.org). V roce 2000 HGVS (Human Genom Variation Society) vydala

komplexi systém nazvoslovi pro muta¢ni ndlezy. Timto bylo zavedeno jednotné Cislovani

.....

shromazd’ovana v narodnim centru pro biotechnologické informace v USA (NCBI — National
center for Biotechnology Information). Systematické nazvoslovi umoznilo vzniku databaze

referencnich sekvenci lidského genomu HUGO (HUman Genome Project). Tento projekt byl
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ukoncen v roce 2003, ale neustale dochazi k aktualizaci dat. Ekvivalentem jeho verzi jsou
verze databaze USCS (University of California, Santa Cruz) Genome Browser (Machackova

2022).

5.3.9.2. Klasifikace detekovanych sekvencnich variant
Pro vyuziti sekvenac¢nich technologii v genomické medicing s cilem zlepSeni péce o pacienta
je potiebna piesna a konzistentni klasifikace nalezenych variant (Iacocca et al. 2018). Varianty
nalezené genctickym testovanim jsou klasifikovany standardizovanym pétistupniovym
systémem IARC (International Agency for Research on Cancer) na zakladé pravdépodobnosti
patogenity (Tab. 3).

Tab.3: Pétistupiiovy klasifika¢ni systém navrzeny pro detekovani mutaci v genetickém testovani

Trida Popis Pravdépodobnost patogenity
5 patogenni >0.99
4 pravdépodobné patogenni 0.95-0.99
3 nejasného vyznamu 0.05-0.945
2 pravdépodobné benigni 0.001-0.045
1 benigni <0.001

Systém byl navrZzen v roce 2008 a pro kaZdou tfidu jsou doporucena klinickd opatfeni
(Machackova 2022). Varianty tfidy 1,2 jsou povazovany z klinicky nevyznamné. Naopak
varianty tiidy 4,5 jsou povazovany za pravdépodobné patogenni/patogenni a jsou asociovany
se vznikem nadorového onemocnéni. Za zjevné patogenni mutace povazujeme takove, které
znemoznuji syntézu funkéniho proteinu (nonsense a frameshift mutace a mutace vyvolavajici
abnormalni sestfih mRNA) (Heczkova et al. 2012). Varianty tfidy 3 jsou sekvencni varianty
nejasného vyznamu a jsounalézany ve velkém poctu piipadu. Nejéastéji se jedna o missense
mutace vedouci k zaméné jedné aminokyseliny ¢i o in-frame delece, u kterych nedochazi ke
zméng Cteciho ramce a disledkem je delece, ¢i inzerce nékolika malo aminokyselin. Jejich
vyznam pro funkci proteinu a pro riziko vzniku nddorového onemocnéni nelze jednoznacné
urcit, nazyvaji se tak mutace s nejasnym vyznamem (oznacované jako UV — Unclassified
Variants nebo VUS — Variants of Unknown Significance) (Heczkova et al. 2012). Pro zatazeni
mutaci do jedné z péti tiid se mohou vyuzivat doporuceni publikované v roce 2015 americkou
spolecnosti pro lékaiskou genetiku a genomiku ACMG (The American College of Medical
Genetics and Genomics). Jejich studie si kladla za cil vytvofit soubor kritérii a pravidel pro
kombinaci téchto kritérii. Kombinace kritérii by méla vést K piesnéjs§imu uréeni patogenity
nezdvisle na interpretaci pfi¢iny onemocnéni u daného pacienta (napi. stejnd varianta by

nemeéla byt hlasena jako patogenni v jednom piipade€ a nepatogenni v dalsim ptipad¢ jen proto,
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ze se nepredpokladd, ze by vysvétlovala dané onemocnéni). Mezi kritéria patii zastoupeni
variant v populaéni databazi, databaze asociaci variant s onemocnénim, vypocetni (in silico)
prediktivni programy, kdy se miize pfedpovidat dopad mutace na strukturu a funkci proteinu.
Tato kritéria déli nalezené varianty podrobnéji nez IARC (viz vyse). Patogenni d¢€li na velmi
silné, silné, stiedné silné a podptirné. Benigni d€li na samostatné, silné a podpirné. Varianty
nejasné¢ho vyznamu jsou zde definovany jako nespliujici ani jedno kritérium pro patogenni
nebo benigni varianty nebo maji kritéria pro patogenni a benigni sady v rozporu (Richards et
al. 2015). Pro zafazeni mutaci se mohou také pouzivat kritéria canVIG. Mezi tyto kritéria patii
populacni udaje, vypocetni a prediktivni udaje, segregacni udaje, funkéni data. (Garret et al.
2022). Pro dosazeni standardizované a spolehlivé interpretace variant se se vyuziva sdileni dat
pomoci centralizovanych databazi. Ptikladem takové databaze je ClinVar (lacocca et al.
2018). ClinVar zaznamenava informace o vztazich mezi lidskym variantami a fenotypem,
ktery se projevuje zmeénou zdravotniho stavu. Zpracovava hlaseni o variantach nalezenych ve
vzorcich pacientll, tvrzeni o jejich klinickém vyznamu, informace o predkladateli a dalsi
podptlirné udaje. Informace archivované v systému ClinVar jsou volné k dispozici uZivatelim
(“ClinVar: What is ClinVar”). Mezi dalsi databaze patii LOVD (Leiden Open Variation
Database) vytvoiend na Leidenské univerzité v Nizozemi. Tato databaze opét shromazd’uje
informace o vztazich mezi nalezenymi variantami a onemocnénim. V databazi jsou
shromaZzd’ovany vSechny sekvenéni varianty nalezené u jedinct spolu s informaci o tom, zda
by mohly mit pfi¢innou souvislost s onemocnénim nebo ne. Dale LOVD osahuje 1 informace
o jedincich u nichz byly potvrzeny dané¢ mutace, coZ miize pomoci s predikci prab&hu
onemocnéni u jinych pacientd (“Leiden Open Variation Database” 2001-2023). Databaze
lidskych genovych mutaci (HGMD) je rozsahla sbirka zarode¢nych mutaci publikovanych
v odborné literatufe a které se nachazeji v jadernych genech. Tyto mutace jsou zakladem
lidskych dédiénych onemocnéni ¢lovéka nebo s nimi Uzce souvisi. Databaze je dostupna

online na adrese http://www.hgmd.org . V &ervnu 2020 obsahovala databaze vice nez 289 000

ruznych genovych 1ézi ve vice nez 11 000 genech (Stenson et al. 2020). Vedle univerzalnich
databazi zamétujicich se vSechny lidské geny existuji databaze zamétujici se na urcité skupiny
geni. Jednou z nich je BRCA Exchange (https://brcaexchange.org). V této databazi bylo zatim
shromazdéno vice nez 20 000 variant v genech BRCA1/2. Soubor dat je zalozeny na sdileni
informaci ze stavajicich databazi naptiklad z LOVD, Breast Cancer Information Core (BIC),
ClinVar. Cilem této databaze je lépe porozumét onemocnénim sdruzovanym s mutacemi

v genech BRCA1 a BRCA2 (Cline et al. 2018). Dalsi znamou specifickou databazi je InSight,
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ktera cili na mutace v geny asociované s karcinomy zaZzivaciho traktu (“InSiGHT variants
databases™). Pfi objasiovani variant a pro jejich nasledné zafazeni se pouzivaji in silico
vypocetni programy. Vypocetni programy obsahuji nastroje, které pifedpovidaji vliv missense
zmény na vyslednou funkci nebo strukturu proteinu nebo zda ma vliv na vysledny sestiih
proteinu. Nov¢jsi se zabyvaji i nekodujicimi sekvencemi genomu (Richards et al. 2015). Mezi
zastupce téchto softwart patii PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2), ktery predpovida
dopad zdmén aminokyselin na stabilitu a funkci lidskych proteintl, provadi funk¢ni popis
jednonukleotidovych polymorfismt (SNP), mapuje koédujici SNP na genové transkripty,
ziskava popis proteinovych sekvenci a strukturni vlastnosti (Adzhubei et al. 2013). Dal$im
online dostupnym softwarem je MutationTaster, ktery zvlada hodnotit kromé zamény
aminokyselin i synonymni a intronické varianty. Vyvoj softwaru byl zahajen v roce 2007. Pro
urCeni povahy daného polymorfismu se provadi fada testd, které zahrnuji napt. zamény
aminokyselin, potencialni ztratu funkénich domén, vliv na sestiih (“MutationTaster” 2023).
Pro hodnoceni nalezii slouzi jako referen¢ni sekvence data zpracovana v popula¢nich
databazich. Jednou znejznaméjSich databdzi je gnomAD (The Genome Aggregation
Database), kterou tvori kroku 2021 sekvence 125 748 exomu z celého svéta. Princip
populacnich databazi spociva v pfirozeném vybéru, kdy pfirozeny vybér odstranuje skodlivé
varianty z populace (Karczewski et al. 2021). Projekt A-C-G-T (Analyza ¢eskych genomu pro
teranostiku) se zamé&fuje na sestaveni referen¢ni databaze genetické informace pro ¢eskou

populaci. (“Analyza ¢eskych genomil pro teranostiku” 2020).

6. Cile praktické ¢asti prace

Praktickd cast bakalaiské prace je zaméfena na problematiku interpretace variant
detekovanych v souboru pacientd s hereditarnimi nadorovymi onemocnénimi. Cilem
praktické casti bakalaiské prace je seznameni se S metodou masivniho paralelniho
sekvenovani pomoci kitu SOPHiA DDM™ Dx Hereditary Cancer Solution. Dale se prace
zaméiuje na moznosti reklasifikace detekovanych variant na zéklade adajh o cetnosti vyskytu
alelickych frekvenci vybranych variant ziskanych analyzou genoma Vramci projektu

»Analyza ¢eskych genomt pro teranostiku®. Soucasti je dale prace s popula¢nimi databdzemi.
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7. Prakticka ¢ast
7.1. Biologicky Material
V ramci bakalaiské prace byla vyuzita data ze souboru 815 analyzovanych pacientt, ktefi v
rozmezi let 2018-2022 podstoupili genetické testovani v laboratoti CGB a.s. pro podezieni na
pritomnost hereditarniho nddorového syndromu. Odbér biologického materialu a nasledné
vysetieni bylo provedeno za zaklad¢ zadanky indikujiciho 1ékafe a informovaného souhlasu
pacienta. Biologicky material pro analyzu byl ziskdn odbérem periferni krve pacienta. Izolace
DNA byla provedena vysolovaci metodou.
Dale byl pro hodnoceni variant pouzit soubor vzorkt z projektu A-C-G-T (Analyza Ceskych
genoml pro teranostiku), predstavujici referencéni Ceskou sekvenci. . Do vyzkumu byly
zapojeni jedinci ve véku 30-55 let bez vaznych genetickych onemocnéni a zaroven s rodici
pochazejicich ze stejného regionu. Analyzovanym biologickym materidlem byla Zilni krev,
V dobé¢ piipravy prace bylo v databazi analyzovano 673 osob.
7.2. Pouzité chemikalie
Sophia Hereditary Cancer Solution (Sophia Genetics, Svycarsko)
Sophia DNA Library Prep kit I (Sophia Genetics, Svycarsko)
Kappa Library Amplification kit (Roche, Svycarsko )
MiSeq Reagent Kit v3, 600 cycle (lllumina, USA)
PhiX Control v3, 10nM (lllumina, USA)
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher, USA)
Nuclease Free Water Ambion (ThermoFisher, USA)
Ethanol 96% p.a. (Kulich, CR)
D1000 Screen Tape Assay (ThermoFisher, USA)
7.3. Vyuzité piistroje
Biohazard laminarni box (Telstar Biostar, Spanélsko)
Centrifuga (HWLAB, Cina)
Vortex (IKA, Némecko)
Termocycler Proflex (ThermoFisher, USA)
Magneticky stojanek
Vakuovy koncentrator DNA Cenvac (N-Biotek, Korea)
Miseq (Illumina, USA)
Qubit 3.0 Fluorometer (Invitrogen, ThermoFisher, USA)
TapeStation 4150 Agilent (ThermoFisher, USA)
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Pouzité nastroje

Automatické pipety s rozsahem 20-200 pl, 0,5-10 pl, 2-20 pl,
Spic¢ky s filtrem na automatické pipety

Stripové mikrozkumavky

PCR mikrozkumavky

7.4. Ptiprava sekvena¢niho panelu Hereditary Cancer Solution (SOPHIA GENETICS)
Pro ptipravu sekvenacnich knihoven bylo béhem let 2018-2022 vyuzito nékolik protokoli od
firmy Sohia Genetics. Tento systém umoznuje analyzu 27 geni. Cely proces piipravy je

rozdélen do nékolika kroku:

7.4.1. Piiprava vzorki
Vzorky genomické DNA byly nafedény na pracovni koncentraci 50-100 ng/ul v PCR vodé.
Pro piipravu knihovny bylo pouzito 200ng genomické DNA do reakce pro 1 vzorek.

7.4.2. Enzymaticka fragmentace a ligace adaptert

K natfedénym vzorkiim bylo ptidano 5 ul FX Enhanceru, pro ochranu pfed negativnimi vlivy.
Vzorky byly propipetovany a sto¢eny. Poté byla pfipravena reakéni smés smichanim 5,9 pl
FX bufferu a 11,8 FX Enzymu. Nasledovalo pfidani 15 ul vzniklé smésy ke vzorku. Takto
upravené a propipetované vzorky byly umistény do termocycleru a spustén program: 4°C/ 1
min., 32°C / 5 min., 65°C / 30 sec, 4°C < « (teplota vika 70°C). Cilem této reakce byla
enzymaticka fragmentace vzorku.

V dal$im kroku bylo provedena ligace adaptérovych sekvenci. K vzorku bylo pfidano 5 pl
adapterd s dudlnimi indexy a premix pripraveny smichanim 23,8 ul ligazového pufru, 11,9 pl
ligazy a 17,8 ul PCR vody. Takto upravené vzorky byly vloZeny do termocycleru. Ligace
probihala 15min pti 20°C.

Vzorek byl nasledné pifecistéen AMPure XP magnetickymi kulickami. Ke kazdému vzorku
bylo pfidano 80ul resuspendovanych AMPure XP kulicek a smés byla diikladné promichéana.
Vzorek byl inkubovéan 5 min. pfi pokojové teploté a dalSich 5 min. na magnetické stojanku
pro zachyceni kuli¢ek. Po inkubaci bylo odstranéno 170 ul vyc€efeného roztoku. Vzorek byl
2x promyt ptidanim 170 pl roztoku 80 % etanolu. Po diikladném odstranéni etanolu se vzorek
nechal susit vzduchu po dobu 5 min. Po vysuseni kuli¢ek bylo ptidano 105 pl PCR vody a
opét byla provedena inkubace po dobu 5 minut pfi pokojové teploté a dalSich 5 minut na
magnetickém stojanku. Poté bylo pfeneseno 100ul eluatu k 60 pl AMPure XP kulicek a opét
byla provedena inkubace (1x 5min. pti pokojové teploté nasledné 1x Smin. na magnetickém

stojanku 2x 5 minut) a poté bylo pfeneseno 140ul eluatu k 20 ul AMPure XP kulicek, po
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diikkladném promichéni, byla provedena inkubace (1x Smin. pfi pokojové teploté nasledné 1x
Smin. na magnetickém stojanku). Poté pfislo na fadu odstranéni 150 pl eluatu a oplach
pfidanim 170 pl roztoku 80 % etanolu. Po dikladném odstranéni etanolu se vzorek nechal
susit na vzduchu po dobu 4 min a bylo pfidano 20ul IDTE. Vzorek i s kulickami byl nasledné
resuspendovan.

7.4.3. Amplifikace knihovny a pfecisténi knihovny
Byla piipravena reak¢ni smés (MasterMix) smichanim 28,75 ul 2x Hifi PCR Master mixu, 5,9
ul smési primerd, 11,8 pl PCR vody. Vznikly MasterMix byl promichan na vortexu a kratce
centrifugovan. Ke vzorku bylo pfidano 30 pl reak¢éni smési, po promichani byl vzorek vlozen
do termocycleru a spustén program 98°C / 2 min., (98°C / 20 sec., 60°C / 30 sec, 72°C / 30
sec)x8, 72°C / 60 sec, 10°C < oo (teplota vika 99°C).
Po amplifikaci knihovny byl vzorek opét piecistén pomoci AMPure XP magnetickych kuli¢ek.
Ke kazdému vzorku bylo ptidano 50 pl resuspendovanych AMPure XP kulic¢ek a smés byla
dikladn€ promichdna. Opét nasledovala inkubace po dobu 5 min. pfi pokojové teplote, 5 min.
na magnetické stojanku pro zachyceni kulicek. Po inkubaci bylo odstranéno 90 ul vycetené¢ho
roztoku a zbylé kulicky byly promyty pfidanim 170 pl roztoku 80 % etanolu. Po dikladném
odstranéni etanolu se vzorek nechal susit na vzduchu po dobu 5 min. Po vysuseni kulic¢ek bylo
ptidano 20 pl PCR vody a opét byla provedena inkubace po dobu (2x 5 minut, popis viz vyse).
Po probéhnuti inkubace bylo 18 pl vzorku pteneseno do nové zkumavky.

7.4.4. Kvantifikace knihoven a kontrola kvality
Zjisténi presné koncentrace knihovny bylo provedeno na pfistroji Qubit pomoci Qubit ds DNA
High Sensitive Assay Kitu. 2 ul 4x fedéné knihovny bylo smichano s 198 ul 1x ds DNA HS
working solution, po 2 minutové inkubaci bylo provedeno méfeni. Slo o zji§téni koncentrace

vzorkl pro nasledny vypocet k poolovani jednotlivych knihoven v nasledujicim kroku.

7.4.5. Poolovani knihovny
Ze ziskanych hodnot z pfedchoziho kroku byl vypocitan objem vzorku pro poolovani,

Vv piipad¢ 4 vzorki je tfeba do reakce pridat 300 ng jednotlivych knihoven. Po vypoctu objemil

vzorky mohlo dojit k jejich slouceni do jedné stripové zkumavky.

300ng
Koncentrace vzorku x 4[ng/ ul] '

Vypocet podle vzorce: Objem knihovny v pl =

K poolu bylo pro stabilizaci ptidano 2 ul Blocking oligos xGen Univeras Blockers — TS Mix

a 5 ul Human Cot DNA. Pool byl vysusen na vakuovém koncentratoru.
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7.4.6. Hybridizace
V tomto kroku probéhla hybridizace DNA pacienta s probami. Hybridiza¢ni premix byl
piipraven smichanim 8,5 pl 2x Hybridization Buffer; 3,4 ul Hybridization Buffer Enhancer;
1,1 ul PCR H20. 13 pl hybridiza¢ni smési bylo piidano k vysusené peleté, po dikladném
resuspendovavani byl vzorek pfenesen do nové PCR mikrozkumavky a inkubovan v
termocycleru pfi teploté 95 °C po dobu 10 minut, poté byl vzorek piesunout do druhého bloku
termocycleru, nahfatého na 65 °C a ke smési bylo piidano 4 ul prob. Vzorek s Probamy byl
inkubovan v termocyleru pii teploté 65 °C po dobu 4 hodin. Inkubaci vznikl komplex proba-

DNA fragment, kdy se proby navazaly na hledané fragmenty geni.

7.4.7. Navazani hybridizovanych préb na streptavidinové kulicky

Pted koncem hybridizac¢ni rekce byly pfipraveny streptavidinové kulicky. Po dikladném
resuspendovani kulicek bylo 100 pl kulicek pieneseno do nové PCR zkumavky a byl dvakrat
proveden oplach kuli¢ek pfidainim 200 pl promyvaciho pufru. Po dikladném odsati
promyvaciho pufru byla PCR zkumavka s umisténa do termocycleru, nahfatého na 65 °C a ke
kulickam bylo pfidano 17 pl hybridizaéni reakce. V tomto kroku doslo k vychytani komplexu
proba-DNA fragment pomoci streptavidinovych kuli¢ek. Po uplynuti 45 minutové inkubace,
bylo provedeno odmyti nenavdazané¢ DNA. Ke vzorku s hybridizovanymi cilovymi
oblastmi/streptavidinovymi kulickami bylo ptfidano 100 pl promyvaciho pufru. I pfi teploté
65 °C po odstranéni supernatantu bylo ke vzorku ptidano 200 ul promyvaciho pufru (stringent
wash buffer) a nasledovala inkubace po dobu 5 minut pii teploté 65°C. Po odstranéni
supernatantu doSlo k dalSi sérii promyti jiz pfi pokojové teploté. Vzorek byl promyt
postupnym piidanim 200 pl promyvaci pufra I, II, ITI, IDTE. Po diikladném odséti pufru IDTE
bylo ke vzorku ptidano 20 pl PCR vody a nasledovala amplifikace knihovny pomoci reakéni
smésy. Reakéni smés (mastermix) byla piipravena smichanim 2,5 ul PCR vody, 2,5 ul Library
Amplification Primer mixu a 25 pul KAPA HIFI HotStart Ready Mixu. K resuspendovanému
vzorku i se streptavidinovymi kulickami bylo ptidano 30 pl mastermixu, po promichani a
kratké stoceni byl vzorek vlozen do termocycleru a spustén program: 98°C /45 sec., 14x (98°C
/15 sec., 60°C / 30 sec, 72°C / 30 sec), 72°C / 60 sec, 10°C < « (teplota vika 99°C).

Po probéhlé amplifikaci nasledovalo opét piecisténi pomoci AMPure XP magnetickych
kulicek. Ke kazdému vzorku bylo pfiddno 50 pl resuspendovanych AMPure XP kulicek a
smés byla dikladné promichana. Opét nésledovala inkubace po dobu 5 min. pii pokojové
teploté a 5 min. na magnetickém stojanku pro zachyceni kuli¢ek. Po inkubaci bylo odstranéno
90 ul vycefeného roztoku a zbylé kulicky byly promyty ptfidanim 170 pl roztoku 80 % etanolu.

Po dikladném odstranéni etanolu se vzorek nechal susit na vzduchu po dobu 5 min. Po
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vysuseni kuli¢ek bylo ptidano 20 pl PCR vody a opét byla provedena inkubace po dobu (1x
Smin. pii pokojové teploté¢ ndsledné 1x Smin. na magnetickém stojanku). Po prob&hnuti
inkubace bylo 18 pl vzorku pieneseno do nové zkumavky. Poté byla stanovena fluorimetricky
stanovena koncentrace knihovny a ovéfeno rozlozeni fragmenti knihovny na pfistroji
TapeStation (Agilent) pomoci D1000 Screen Tape Assay. Vzorek na tuto analyzu byl
ptipraven smichanim 1 pl knihovny a 3 pl pufru, nasledné vortexovan po dobu 1minuty a

kratce stocen. Optimalni rozlozeni fragmentt je v rozmezi 300-700 bp (Obr. 12).

7.4.8. Sekvenovani Miseq
Sekvenovani ptipravenych knihoven bylo provedeno na pfistroji Miseq pracovniky CGB
laboratofe. Vystupem ze sekvenatoru byl soubor ve formatu FASTQ, ktery obsahoval

sekvence jednotlivych cteni (,,readd*). Data v tomto formatu byla pouZzity pro naslednou

analyzu.
Location Al
& Concentration 13.3
{ Description Pool 1
Alert
| Observations
|
|
| al
Calibrated Conc. Assigned Conc. .
Sz %o Int Area Observations
(ko [ngi] [ngiul] (ol o Integrated
25 6.68 - 411 - Lower Marler
448 13.3 - 456 100.00
1500 6.50 6.50 6.67 - Upper Marler

Obr.12.: Ptiklad zpracovaného vysledku analyzy z pfistroje pfistroji TapeStation (Agilent) pomoci
D1000 Screen Tape Assay. Osa x znaci velikost fragmentt, osa y jejich koncentraci. Prvni a posledni
piky jsou referencni, prostedni pik znaci rozmezi velikosti fragmentti ve vzorku. Tabulka pod grafem
shrnuje vysledky.

7.4.9. Analyza sekvenacnich dat
Analyza ziskanych dat byla provedena pomoci bioinformatického softwaru Sophia-DDM®,
ktery umoziuje rychlou filtraci, identifikaci a i pfedb&éznou klasifikaci detekovanych variant.
Analyzovana data byla porovnana s referen¢ni sekvenci piislusného genu.. V ptipad¢, ze byl
nalezen rozdil od referen¢ni sekvence, bylo nutno provést interpretaci nalezu detekovanych

variant.

8. Vysledky

Reklasifikace detekovanych variant
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Pro reanalyzu byl vybran soubor 815 pacientti vysetienych v CGB laboratofi a.S. pro podezieni
na hereditarni nadorovy syndrom. Tento soubor pacientli byl analyzovan v prubéhu let 2018
— 2022. Z celého souboru klasifikovanych variant byla vybrana kategorie variant nejasného
vyznamu (VUS) (Tab. 4). V této kategorii, lze predpokladat nejvétsi zmény v Klasifikaci
variant na zakladé novych informaci nejen na mezinarodni urovni, ale praveé i na zakladé
srovnani vyskytu variant s ¢eskou popula¢ni databazi ziskanou v projektu ,,Analyza ¢eskych
genomu pro teranostiku®.

Tab.4: Zastoupeni detekovanych variant tfidy 3-5

Trida Pocet detekovanych variant
Varianty nejasného vyznamu 164

Pravdépodobné patogenni varianty 3

Patogenni varianty 49

Pocet variant nejasného vyznamu detekovanych v jednotlivych genech

25
B APC

BATM
20
BARD1

BRCA1
15
W BRCA2

HBRIP1

20
13 13
12
11 11
10
7 8 8 7 8 7 8 H CDH1
6

5 B EPCAM

5 4 3
5 B CHEK2

1 . 1
[ |

0 - - MLHL

B MSH2

Xe]

Pocet detekovanych variant

Vysetfované geny

Obr.13: Graf: Pocet variant nejasného vyznamu detekovanych v jednotlivych genech

V analyzovaném souboru bylo detekovano 164 variant klasifikovanych jako varianty
nejasného vyznamu. Soubor variant byl doplnén o tidaje z databaze populacnich frekvenci
gnomAD. a srovnan s udaji v ¢eské populaéni databazi z projektu A-C-G-T. V souboru byly
identifikovany varianty s nulovym zastoupenim v databazi A-C-G-T (Tab. 5). Dale jsou

uvedeny varianty zastoupené i v ¢eské populaci. (Tab. 6)
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Tab.5: Seznam variant genti S nulovym zastoupenim v databazi A-C-G-T

Gen Varianta ID dbSNP Pocet detekovanych alel (ACGT
grant)/Celkovy pocéet
APC c.1304A>G / 0/1346
APC c.2180G>A rs1215349287 |0/1346
APC c.2308T>G / 0/1346
APC C.2627G>A rs373428732 |0/1346
APC c.2924A>G / 0/1346
APC c.3653C>T rs377640390 |0/1346
APC c.4318C>A rs1554085758 |0/1346
APC c.7205A>G rs745843442 |0/1346
APC c.7809A>C rs1580686817 |0/1346
APC €.7858T>C rs587781816 |0/1346
ATM c.579T>C / 0/1346
ATM c.670A>G rs145053092 |0/1346
ATM c.749G>A rs56123940 |0/1346
ATM c.10437>C / 0/1346
ATM c.1837G>T rs200124136 |0/1346
ATM c.2522A>G rs587781812 |0/1346
ATM ¢.3740T7>C rs1064793581 |0/1346
ATM €.3964C>A rs144535256 |0/1346
ATM c.4424A>G rs34640941 0/1346
ATM c.4631A>G rs779718362 |0/1346
ATM c.4768C>T rs35962982 |0/1346
ATM c.4856G>A rs730881393 |0/1346
ATM ¢.4969A>C / 0/1346
ATM €.5262G>T rs748900588 |0/1346
ATM c.7375C>T rs730881383 |0/1346
ATM €.8495G>A rs529296539 |0/1346
ATM €.8965C>G rs147695170 |0/1346
BARD1 c.659T>C rs138593305 |0/1346
BARD1 c.1835A>T rs201140528 |0/1346
BARD1 c.2137G>A rs546077003 |0/1346
BARD1 C.2282G>A rs142155101 |0/1346
BRCA1 c.80+15G>C rs771594437 |0/1346
BRCA1 c.341C>T / 0/1346
BRCA1 c.858G>A / 0/1346
BRCA1 C.898G>A rs886040330 |0/1346
BRCA1 c.1179A>G / 0/1346
BRCA1 C.2268G>A / 0/1346
BRCA1 c.3247A>C rs397507213 |0/1346
BRCA1 c.3711A>G rs80357388 |0/1346
BRCA1 c.4151G>A rs786203545 |0/1346
BRCA1 c.4220T>C rs80357492 0/1346
BRCA1 c.4843G>A rs80356987 |0/1346
BRCA1 c.5290C>A / 0/1346
BRCA2 c.202A>G rs1593882634 |0/1346
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BRCA2 c.1817C>T rs80358469 0/1346
BRCA2 c.3021T>G / 0/1346
BRCA2 c.3075_3076delinsTT rs587779362 |0/1346
BRCA2 c.4290T>G / 0/1346
BRCA2 c.4516T>C rs876659011 |0/1346
BRCA2 c.4960T>G rs876659012 |0/1346
BRCA2 C.6215C>A rs80358862 0/1346
BRCA2 c.9371A>T rs28897759 0/1346
BRCA2 c.9745A>G / 0/1346
BRIP1 c.1 2delAT rs876661246 |0/1346
BRIP1 c.139C>G rs28903098 0/1346
BRIP1 c.823A>G rs587781425 |0/1346
BRIP1 c.1973G>A rs759142191 |0/1346
BRIP1 c.2035C>T rs1555601056 |0/1346
BRIP1 c.3336T>A rs369843642 |0/1346
CDH1 c.1592A>G rs1596960354 |0/1346
CDH1 €.2329G>A rs372989292 |0/1346
CDH1 c.2374A>C rs759380419 |0/1346
CDH1 c.2474C>T rs587781312 |0/1346
CDH1 c.-44G>A rs886041159 |0/1346
CDH1 c.860C>A / 0/1346
EPCAM €.185-13G>T / 0/1346
CHEK2 c.*2dupC rs749257861 |0/1346
CHEK2 c.*2dupC rs749257861 |0/1346
CHEK2 c.1312G>T rs200050883 |0/1346
CHEK2 c.598G>A rs730881704 |0/1346
MLH1 c.44T7>C rs864622396 |0/1346
MLH1 c.175A>T / 0/1346
MLH1 c.241A>G rs786203745 |0/1346
MLH1 c.349A>G rs965720330 |0/1346
MLH1 c.1007G>A rs587781750 |0/1346
MLH1 c.1652A>C rs63750271 0/1346
MLH1 c.1897-8G>T / 0/1346
MLH1 c.453G>A rs369521379 |0/1346
MSH?2 c.1547G>T rs373564353 |0/1346
MSH2 c.1589A>G / 0/1346
MSH?2 c.1601G>A rs587778523 |0/1346
MSH2 c.2558A>C rs63750797 0/1346
MSH?2 c.27177>G rs587780687 |0/1346
MSH2 c.784G>C rs1553351739 |0/1346
MSH2 c.815C>T rs34136999 0/1346
MSH6 c.281A>T / 0/1346
MSH6 c.727C>T rs377216828 |0/1346
MSH6 c.884A>G rs267608051 |0/1346
MSH6 c.979A>G rs730881814 |0/1346
MSH6 c.1936A>G / 0/1346
MSH6 c.2173A>G rs148898662 |0/1346
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MSH6 C.2230G>A / 0/1346
MSH6 €.2302C>G rs35946687 0/1346
MSH6 c.3104G>T rs730881801 |0/1346
MSH6 c.4001+7A>T / 0/1346
MUTYH c.349-15G>A / 0/1346
MUTYH C.667A>G rs200872702 |0/1346
MUTYH c.985G>A rs147718169 |0/1346
MUTYH c.1061G>A / 0/1346
MUTYH c.1258C>A rs144079536 |0/1346
MUTYH c.1274A>G rs1205029214 |0/1346
MUTYH c.1405G>A rs779701238 |0/1346
MUTYH c.1547C>T rs587778542 |0/1346
MUTYH c.1567C>T rs147480076 |0/1346
NBN c.37+3A>G rs764356392 |0/1346
NBN c.278C>T rs12721593 0/1346
NBN c.506G>A rs776134250 |0/1346
NBN Cc.671G>A rs199845467 |0/1346
NBN c.1825C>A rs372012641 |0/1346
PALB2 c.228A>G rs1555461872 |0/1346
PALB2 c.1910C>T rs878855104 |0/1346
PALB2 €.2586+8G>C / 0/1346
PALB2 C.2922G>T rs730881892 |0/1346
PALB2 c.2978C>T rs61756146 0/1346
PALB2 c.3083G>A rs779642624 |0/1346
PALB2 c.3191A>G rs730881893 |0/1346
PALB2 c.3428T>A rs62625284 0/1346
PMS2 c.572A>G rs375289386 |0/1346
PMS2 c.1762T>A / 0/1346
PMS2 c.2127C>T rs199943748 |0/1346
PMS2 €.2276-14T>C rs1178201870 |0/1346
PMS2 c.2288A>G rs587780052 |0/1346
PMS2 c.2396G>A rs587780055 |0/1346
RAD50 c.129+5G>A rs587781409 |0/1346
RAD50 c.521A>G rs370955165 |0/1346
RAD50 c.785T>G rs201728859 |0/1346
RAD50 |c.1315 1317delCTGinsATT |/ 0/1346
RAD50 €.1794-10C>T / 0/1346
RAD51C c.-66_-47del / 0/1346
RAD51D c.412A>G rs141690729 |0/1346
RAD51D c.614T7T>C rs587781649 |0/1346
RAD51D c.629C>T rs376855484 |0/1346
RAD51D c.715C>T rs770250516 |0/1346
RAD51D c.820A>C / 0/1346
RAD51D c.880A>C / 0/1346
STK11 c.85A>T rs864622719 |0/1346
STK11 c.1130C>T rs199973552 |0/1346
TP53 c.1127C>T rs1555524151 |0/1346
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Tab.6.: Seznam variant gend s nenulovym zastoupenim v databazi A-C-G-T.
Legenda: Cetnost zna¢i pomeér zastoupeni alelické frekvence v A-C-G-T databdzi a
zastoupeni alelické frekvence v gnomAD databazi v evropské nefinské populaci

Gen Varianta Pocet detekovanych alel Alelicka frekvence Alelicka frekvence (gnomad v2.1.1) v % Eetnost
(ACGT grant)/Celkovy pocet |varianty ACGT GRANT % | Frekvence celkova | Evropské nefinské populaci
APC €.295C>T 1/1346 0.0743 0.0399 0.0736 1.0101
APC c.3920T>A 2/1346 0.1486 0.1855 0.0636 2.3348
APC ¢.8057T>C 1/1346 0.0743 0.0012 0.0026 28.1311
ATM c.6067G>A 6/1346 0.4458 0.1407 0.2300 1.9381
ATM €.6860G>C 2/1346 0.1486 0.0269 0.0512 2.9038
ATM c.8734A>G 1/1346 0.0743 0.0205 0.0387 1.9193
BRCA2 €.9234C>T 1/1346 0.0743 0.0018 0.0031 23.8122
BRIP1 c.1255C>T 2/1346 0.1486 0.0350 0.0481 3.0904
CDH1 ¢.49-27G>C 1/1346 0.0743 varianty nebyla nalezena v gnomadu
CDH1 c.2413G>A 3/1346 0.2229 0.0230 0.2170 1.0271
CHEK2 | c.246_260delCCAAGAACCTGAGGA |1/1346 0.0743 0.0149 0.0108 6.8537
MSH6 c.*49_*68dup 5/1346 0.3715 0.0108 0.0212 17.5553
MSH6 c.3758T>A 1/1346 0.0743 0.0149 0.0209 3.5480
MSH6 ¢.3961A>G 1/1346 0.0743 0.0139 0.0267 2.7846
MUTYH c.920G>A 1/1346 0.0743 0.0078 0.0077 9.5876
MUTYH c.1420C>T 1/1346 0.0743 0.0049 0.0101 7.3851
NBN c.511A>G 16/1346 1.1887 0.1500 0.2565 4.6343
NBN €.643C>T 3/1346 0.2229 0.2452 0.4045 0.5510
NBN c.803C>T 1/1346 0.0743 0.0035 0.0070 10.6546
PALB2 €.3508C>T 2/1346 0.1486 0.0046 0.0093 15.9962
PMS2 c.1567T>A 1/1346 0.0743 0.0163 0.0217 3.4221
RAD50 ¢.1052-23T>C 2/1346 0.1486 0.1210 0.2124 0.6996
RAD50 c.1094G>A 1/1346 0.0743 0.0432 0.0613 1.2124
RAD50 ¢.3036+5G>A 1/1346 0.0743 0.1272 0.0652 1.1388
RAD51C c.870T>A 2/1346 0.1486 0.0053 0.0109 13.6948
STK11 c.559G>A 2/1346 0.1486 0.0034 0.0047 31.6550

Na zaklad¢ doplnéni populacnich frekvenci z databaze projektu A-C-G-T (Tab. 6) byly
identifikovany varianty s nenulovou frekvenci v ¢eské populaci. Pies aktualné relativné malou
velikost souboru dat v A-C-G-T databazi se podafilo identifikovat soubor variant
vyskytujicich se v ¢eské populaci relativné Castéji v porovnani s udaji v mezinarodni databazi
gnomAD pro evropskou nefinskou populaci. Celkem bylo v aktualni A-C-G-T databazi
identifikovano 26 variant s nenulovym zastoupenim. Varianta s nejvice zastoupenou alelickou
frekvenci v databazi projektu A-C-G-T byla ¢.511A>G v genu NBN. Tato varianta méla
alelickou frekvenci v A-C-G-T databazi 1.1887 %. Jeji zastoupeni v gnomAD databazi
v nefinské evropské populaci je stanoveno na 0.2565 %. Tato varianta je tedy v souboru ¢eské
populace podle prozatimnich vysledki A-C-G-T zastoupena 4.63x castéji V porovnani s
databazi gnomAD pro nefinskou evropskou populaci. Druhou nejvyssi alelickou frekvenci
v A-C-G-T (0.4458%) m¢la varianty ¢.6067G>A v genu ATM. Byla 1,938x castéjsi
Vv porovnani s databazi gnomAD pro nefinskou evropskou populaci. Treti nejvyssi alelickou
frekvenci - 0.3715% v A-C-G-T databazi méla varianta c.*49 *68dup v genu MSHG6.
V porovnani s frekvenci v gnomAD databazi s evropskou nefinskou populaci (0.0212 %) bylo
zjisténo, ze je 17.55x Cast&ji zastoupena v ¢eské populaci. Shodna alelicka frekvence 0.2229
% v databazi A-C-G-T byla nalezena pro varianty ¢.2413G>A v genu CDH1 a ¢.643C>T v
genu NBN. Pfi porovnani s frekvenci pro nefinskou evropskou populaci s gnomAD databazi
bylo zjisténo, ze varianta ¢.2413G>A téméf stejné Casto (1,02x) i v ¢eské populaci a varianta
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€.643C>T se vyskytuje téméf dvakrat Castéji v nefinské evropské populaci. Zastoupeni
alelické frekvenci variant ¢.3920T>A a c.6860G>C v genu ATM, ¢.1255C>T v genu BRIP1,
€.3508C>T v genu PALB2, c.1052-23T>C v genu RAD50, ¢.870T>A v genu RAD51C a
varianty ¢.559G>A v genu STK11 bylo 0.1486 %. Po porovnani s jejich zastoupenim
Vv nefinské evropské populaci z datab4dze gnomAD bylo zjisténo, Ze varianta ¢.559G>A v genu
STK11 by méla 31.6x cast&ji zastoupena v ¢eské populaci. 15.9x Castéji by méla byt v Ceské
populaci také zastoupena varianta ¢.3508C>T v genu PALBZ2. Nicmén¢ varianta c.1052-
23T>C v genu RAD50 byla zastoupena ve vyssi frekvenci v nefinské evropské populaci
(0.2124 %) v ceské populaci jenom v 0,1486%. Zastoupeni alelickych frekvenci variant
€.295C>T a ¢.8057T>C v genu APC, ¢.8734A>G v genu ATM, ¢.9234C>T v genu BRCAZ2,
€.49-27G>C v genu CDH1, c.246 260delCCAAGAACCTGAGGA v genu CHEK2,
€.3758T>A a ¢.3961A>G v genu MSH®6, ¢.920G>A a ¢.1420C>T v genu MUTYH, ¢.803C>T
v genu NBN, ¢.1567T>A v genu PMS2, ¢.1094G>A a ¢.3036+5G>A v genu RAD50 m¢li
hodnotu 0.0743 %. Po porovnani s jejich alelickou frekvenci v nefinské evropské populaci,

bylo zjisténo ze varianta ¢.803C>T v genu NBN se vyskytovala 10.6x ¢astéji v ¢eské populaci.

Z vytvoieného souboru byla vybrana varianta s nejvyssi alelickou frekvenci nalezenou v
projektu A-C-G-T NBN:c.511A>G a dale varianta PALB2:¢c.3508C>T. Tyto varianty byla

detailnéji analyzovany.

NBN:c.511A>G

Jedna se o sekvenéni variantu c¢.511A>G, p.(Ile171Val) detekovanou v heterozygotnim stavu
v 5. exonu NBN genu. Tato varianta zpiisobuje zménu aminokyseliny isoleucin na valin v C-
terminalnim konci polypeptidového fetézce ve vysoce konzervované BRCT doméné proteinu
nibrin, coz narusuje interakci s dal§imi proteiny DNA reparace a bunécné regulace. Uvedena
varianta je v databazi ClinVar interpretovana jako varianta s konfliktni interpretaci patogenity
(VUS/benigni/pravdépodobné benigni). Databdze LOVD klasifikuje variantu jako
benigni/VUS. V databazi gnomAD se varianta vyskytovala v evropské nefinské populaci s
s frekvenci 0,26 %, v databazi ACGT s frekvenci 1.19 %, v databazi projektu Cesky genom
s frekvenci 0,81 % a v databazi Narodniho centra 1ékatské genomiky s frekvenci 1,1 %. Dle
literatury se u nosi¢u této varianty vyskytuje zvySené riziko vyvoje nadort, predevsSim
lymfomu ((Berardinelli et al. 2013), (Zhang, et al.2006)). Dle souhrnné ¢eské publikace
Klinicka Onkologie (rok 2019, Supplementum 2) by se tato varianta méla v soucasnosti

hodnotit spiSe jako risk faktor, a dle empirického rizika vyplyvajiciho z rodinné anamnézy,
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dat v konkrétnich ptipadech doporuceni ke sledovani (Koudova et al. 2019). VySe uvedené
podporuje i nalez frekvence vyskytu dané varianty v ACGT projektu v ¢eské populaci. A
velmi pravdépodobné se jedna o variantu, kterda nemusi mit tedy pfimou souvislost

S hereditarnimi nadorovymi chorobami.

PALB2: ¢.3508C>T

Jde o sekvencni zménu ¢.3508C>T, p.(His1170Tyr) detekovanou v heterozygotnim stavu v
exonu 13 PALB2 genu. V databazich ClinVar a LOVD je varianta hodnocena jako varianta s
konfliktni interpretaci patogenity (benigni, pravdépodobné benigni, VUS). Dle populacni
databaze gnomAD se vyskytuje dana varianta u evropské ne-finské populace s frekvenci
0,0093%. Predikéni program MutationTaster hodnoti variantu jako polymorfismus, tedy bez
vyrazného negativniho vlivu na protein. Varianta byla popsana u pacientl s karcinomem prsu
nebo vajecnikti (Myszka et al. 2018), ale také byla zachycena u zdravych kontrol (Ramus et
al. 2015)). Varianta byla klasifikovana jako varianta nejasného klinického vyznamu. Tato
varianta byla v projektu ACGT 15.9x ¢asté&ji nalezena v ¢eské populaci. VEtsi zastoupeni dané
varianty v ¢eska populaci mize naznacovat, Ze se velmi pravdépodobné jedna o variantu, ktera
nemd souvislost s hereditdrnimi nadorovymi chorobami. Proto je mozné, Ze bude
Vv nasledujicich letech klasifikovana spiSe jako pravdépodobné benigni nez jako varianta

nejasného vyznamu.

9. Diskuze

V ramci bakalatské prace bylo z 815 analyzovanych sekvenci vzorkit DNA pacienti
s podezienim na hereditarni nadorové onemocnéni bylo vyfiltrovano 164 variant nejasného
vyznamu. Data byla doplnéna 0 nové ziskané frekvence alelického zastoupeni zjisténé pii
analyze genomu Ceské populace v ramci projektu A-C-G-T (Analyza Ceskych genomu pro
teranostiku) a informaci o vyskytu frekvenci variant v mezinarodni populac¢ni databazi
gnomAD a nasledné porovnany. A-C-G-T databaze si klade za cil vytvofit databazi ryze
ceskych genomi. K datu zpracovani bakaldiské prace obsahovala A-C-G-T databaze 673
analyzovanych genomu z planovanych 1000, coz mohl byt jeden z dtvodu, pro¢ v ni nékteré
varianty nebyly detekovany. Popula¢ni databaze gnomAD obsahovala k 27.4.2023 134 187
analyzovanych genomu. Alelické frekvence byly srovnavany s frekvencemi pro evropskou

nefinskou populaci, kde jsou zahrnuty genomy obyvatel Jizni Evropy, Zapadni Evropy,
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Estonska, Bulharska a Svédska. Po srovnani variant s nenulovou frekvenci v databazi A-C-G-
T ajejich frekvenci v databazi gnomAD byla zjisténa u nekterych variant jejich relativné vyssi
Cetnost v ¢eské populaci. Varianty specifické pro ¢eskou populaci, mize byt obtizné dohledat
V celosvétovych databazich. Toto byl jeden z divoda vzniku projektu A-C-G-T.

Kromé A-C-G-T projektu mapuje ¢esky genom projekt Cesky genom/multiom dostupny

online na www.czechgenome.cz. Tento projekt byl spustén vroce 2017 a dosud ma

zmapovanych pfiblizné 677 gent. Jednim zjeho vysledkli je online dostupny nastroj
vyhledavajici detekované varianty v ¢eské populaci Gen seeker. Dalsi databazi mapujici ¢esky
genom je zfizovana Narodnim centrem lékatské genomiky. Obsahuje 1055 vzorkd z toho 442
muzskych a 613 Zenskych. 572 vzorkl predstavuje neselektovanou populaci (bézna populace
bez zdvaznych onemocnéni) a 483 predstavuje populaci starsi 70 let (NCMG controls). Tato
databaze obsahuje vSechny varianty s populacni frekvenci mensi nez 5%. Dalsi populacni
databazi ve které je zastoupen Cesky genom je European '1+ Million Genomes' Initiative. Tato
iniciativa sdruZzuje vice nez 20 evropskych zemi scilem vytvofit nejméné¢ 1 milion
sekvenovanych genomu.

Na zaklad¢ cetnosti zastoupeni byly sestaveny detekované varianty rozdéleny do dvou skupin
— snulovym a nenulovym zastoupenim v projektu A-C-G-T. Ze souboru vyfiltrovanych
variant bylo nalezeno 138 variant s nulovym zastoupenim v A-C-G-T. Varianty s nulovym
zastoupenim potvrzuji to, Ze se velmi pravdépodobné jednd o vzacné se vyskytujici varianty 1
Vv ¢eské populaci. Urcit jejich klinickou vyznamnost a ptesné je dale klasifikovat do konkrétni
tiidy je obtizné a tyto varianty nejspis zustanou v kategorii VUS. V souboru bylo také nalezeno
26 variant se nenulovym zastoupenim v A-C-G-T databazi. Po porovnani s frekvenci v
evropské nefinské populaci v databazi gnomAD, bylo zji§téno ze vétsina hodnocenych variant
se v Ceské populaci vyskytuji relativné Castéji. Nejvice zastoupena byla varianta c.511A>G v
genu NBN. Jeji zastoupeni bylo 16 alel z 1346 alel, populacni frekvence v A-C-G-T databazi
byla 1.19%. Porovnanim s popula¢ni frekvenci v evropské nefinské populaci, bylo zjisténo,
7e se tato varianta vyskytuje v Ceské databazi 4.63x Castéji nez evropské nefinské populaci.
Cetnost vyskytu byla vypo¢itana i pro dal§i varianty a zaznamenana ve vysledcich. Diky
nenulovému zastoupeni frekvenci v databazi ¢eskych genomu ziskanych v ramci projektu A-
C-G-T je mohou nove¢ zjisténé informace byt jeden z podkladd k ptipadné revizi jejich
interpretace v ramci reklasifikace z pivodné¢ VUS na pravdépodobné benigni. Nicméné
samotny proces reklasifikace variant z tfidy VUS do jasnych klinicky vyznamnych tfid

vvvvvv

Z nich je i informace o frekvencich vyskytu dané varianty v populaci.
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10. Zavér
V ramci bakalarské prace byla provedena literarni reSerSe zabyvajici se hereditarnimi

nadorovymi onemocnénimi. Detailnéji byly popsany geny podilejici se na vzniku
hereditarniho karcinomu prsu a vaje¢nikd. Byla popsana jejich struktura, drahy, kterych se
ucastni a mutace. Dale se literarni reSerSe zaméfila zejména na metodu sekvenovani nové
generace. Byl popsan princip, vyhody a nevyhody metody, a dale systém Klasifikace

nalezenych variant.

rowr

V praktické ¢asti byly hodnoceny varianty nezndmého vyznamu ziskané sekvenovanim 27
genid u 815 pacientli s podezienim na hereditarni narodové onemocnéni. Celkem bylo
vyfiltrovano 164 variant nejasného vyznamu., které¢ byly porovnany s A-C-G-T databazi.
Nasledné byly alelické frekvence identifikovanych variant porovnany s alelickymi
frekvencemi nefinské evropské populace v celosvétové databazi gnomAD. Cilem byla
spravna klasifikace nalezenych variant, poptipad¢ jejich reklasifikace, ktera by napomohla
uréeni spravné diagndzy, lécby, monitoringu a prevenci hereditarnich nadorovych

onemocnéni.
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