UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Laborator rastovych regulatoru

Revize variant nejasného vyznamu u pacientu s dédiénymi nadorovymi syndromy v

kontextu vysledku projektu A-C-G-T.

BAKALARSKA PRACE
Autor: Michaela Mikulastikova
Studijni program: B1501 Experimentalni biologie
Studijni obor: Experimentalni biologie
Forma studia: Prezenéni
Vedouci prace: MUDr. Josef Srovnal, Ph.D.
Odborny Skolitel: RNDr. Magdalena Uvirova, PhD, EUC laboratore CGB a.s.

Termin odevzdani prace: 2023



Bibliograficka identifikace

Jméno a pfijmeni autora
Nazev prace

Typ prace
Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace
Abstrakt

Kli¢ova slova

Pocet stran
Pocet ptiloh
Jazyk

Michaela Mikulastikova
Revize variant nejasného vyznamu u pacienttl s dédicnymi

nadorovymi syndromy v kontextu vysledk projektu A-C-
G-T.

Bakalarska

Laboratof rustovych regulatoru

MUDr. Josef Srovnal, Ph.D.

2023

Bakalarska prace se zabyva problematikou interpretace
variantami nejasného vyznamu nalezenych béhem testovani
pacientl s podezienim na deédicny nadorovy syndrom. A
jejich interpretaci v kontextu nové ziskanych informaci o
frekvenci variant v genomu Ceské populace analyzovaném v
projektu  A-C-G-T (Analyza ceskych genomi pro
teranostiku). Hereditarni nadorové syndromy tvoii 5-10%
vSech nadorovych onemocnéni. Mezi nejCastéji se
vyskytujici dédicni nadorova onemocnéni patii karcinom
prsu, vajecCnikl, kolorekta a d€lohy. Metody masivniho
paralelniho sekvenovani umoziiuji rychlou identifikaci
klinicky vyznamnych variant. V praktické casti byla
provedena analyza 815 vzorkt v letech 2018-2022. Celkem
bylo nalezeno 164 variant nejasného vyznamu u pacientt
testovanych na hereditarni nadorové syndromy. Cilem
praktické c¢asti bakalarské prace bylo seznameni se
s metodou NGS pomoci analyzy vzorki DNA ziskané
z periferni krve pacientdl s riznymi nadory a podezienim
z hereditarni nadorové predispozice a nasledna analyza 164
nalezenych  variant nejasného  vyznamu  pomoci
porovnavani sudaji ziskanymi v projektu A-C-G-T a
mezinarodni populacni databazi gnomAD.

Hereditarni nadorovy syndrom, BRCAI, BRCA2, Masivni
paralelni sekvenovani, Panelové sekvenovani, A-C-G-T,
varianty nejasného vyznamu, Klasifikace variant

74

0

Cesky (anglicky)



Bibliographical identification

Author’s first name
surname
Title of thesis

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation
Abstract

Keywords

Number of pages
Number of appendices
Language

and

Michaela Mikulastikova

Revision of the variants of unclear significance (VUS)
in patients tested for hereditary cancer syndromes in
the context of the results of the A-C-G-T project
Bachelor

Laboratory of Growth Regulators

MUDir. Josef Srovnal, Ph.D

2023

The bachelor thesis deals with the problem of
interpretation of variants of unclear significance found
during testing of patients with suspected hereditary
cancer syndrome. And its interpretation in the context
of newly obtained information on the frequency of
variants in the genome of the Czech population
analysed in the A-C-G-T project (Analysis of Czech
genomes for theranostics). Hereditary cancer
syndromes account for 5-10% of all cancers. Breast,
ovarian, colorectal and uterine cancers are the most
common hereditary cancers. Massively parallel
sequencing methods allow rapid identification of
clinically relevant variants. In the practical part, 815
samples were analyzed between 2018 and 2022. A
total of 164 variants of unclear significance were
found in patients tested for hereditary cancer
syndromes. The aim of the practical part of the
bachelor thesis was to learn about the NGS method by
analyzing DNA samples obtained from peripheral
blood of patients with various cancers and suspected
hereditary cancer predisposition and then analyzing
the 164 found variants of uncertain significance by
comparing them with data obtained in the A-C-G-T
project and the international population database
gnomAD.

Hereditary cancer syndrome, BRCA1, BRCA2,
Massively parallel sequencing, Panel sequencing, A-
C-G-T, Variants of uncertain significance, Variant
classification

74

0

Czech (English)



Prohladuji, ze jsem piredlozenou bakalafskou praci vypracoval(a) samostatn€ za
pouziti citované literatury.”

V Olomouci dne 11.5.2023 Wvlastnorucni podpis/



Mé velké podékovani patii Mgr. Michaele Smolikové a Mgr. Jarmile Simové z EUC
laboratote CGB, a.s., za pomoc pii zpracovani bakalafské prace. Dale také MUDr. Josefu
Srovnalovi, Ph.D. za trpélivé vedeni bakalarské prace.

Bakalatska prace vznikla za finan¢ni podpory projektu Evropské Unie ,, Analyza Ceskych
genomu pro teranostiku® (A-C-G-T, CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_026/0008448) a IGA_LF
UP_2023_006.

Obsah



Lo UVOM oo 14
2. Hereditarni nAdorova OnemOCHENI ..........c..coevvieiiiiiiiiiiiiiiiii s 14
2.1, TUMOL SUPTESOTOVE ZEIY ...cuuveeurreiureeiiiiiuieitueiiteeiteeeraeesteeatssessessaessasasssasssaesssessseensees 15
2.1.1.  Zastupci tumor supresorovych Senli..........ccocceveiiiriiiiniiniinienieiee e 16
2.2, ONKOZEIY ..ottt sttt ettt sttt b e s bbb e st eb ettt san 16
2.2.1.  ZASUPCE ONKOZENUL.....eeneeviiereiitciieeetetee ettt st r e er b s eas e 16
3. Hereditarni karcinom prsu a vajecniku (HBOC) .......cccccooiviiiiiiiiiiii 18
3.1.  Syndrom hereditarniho karcinomu prsu a vajecniku (HBOC) a geny BRCA I, BRCA2
18
3.2. Déleni hereditarniho KarcinOmu Prou......eocceeeeeeeeieiieiiiiiiiiiiceie e 18
32,1, RECEPLOTY ..ttt ettt ettt ettt e s ss e e et 19
3.2.1.1.  EStroZen0oVe rECEPLIOTY c..eerueiiiruiiiiiiiiiiiiiiiiieiae e esteesee s s esaessaesseenes 19
3.2.1.2.  Progesteronovy r€CEPIOT . ...cceviiruiiiiiiiiitieitiir ettt sebe s s 19
3.2.1.3.  HET-2 TECEPLOT . .eeuieeiiieiteete ettt ettt et et st s es e et sae s s s nae s 20
3.3. Rizika vzniku hereditarniho nAdoru............cccceeviiiiiiiiiiiiiiii 20
3.4, DIAZNOSHKA ..eovveneiiectieetiee et s 21
3.4.1.  FyziKAlni VySEtIeni. ...ccocovviriiiiiiiiiiiiiiiciie et 21
342, MaMOZIAL ..ot e 21
3.43.  Magnetick r€ZONANCE .....c..evveuveuieieieniiie ittt 21
3.4.4. Geneticka diagnostiKa.........coevuevueriireniiiiiiiii e 22
T T =)o Y- H O OO OO PP ORI 22
3.5.1.  MOZNOS LECDY ..ottt e 23
3.5.1.1.  Chirurgicka [€ba - masteKtOmie..........cccecurrviiuiiiiiiniiieiei e 23
3.5.1.2.  RAIOLEIaAPIC.....eeuveeuiireieiieiieiieic ettt 23
3.5.1.3.  ChEmMOLETAPIC. ..ccouvieiieeiieeiieeeie et e ettt sttt eaae et b e sabeeaae e e 24
3.5.1.4. Hormonalni I€CDa .......covveviiriirieiiiiiicieiece e 24
3.5.1.5. Biologicka lé¢ba a molekularni terapie..........ccccoeeriveniniienininicniiieee 25
4. Geny hereditarnich nadorovych onemocnéni...............ccocooooviiiiiiniinn 26
4.1. BRCAI (Breast cancer type 1 susceptibility protein).........ccccceeevvirvenienieniinnennnnnn 26
4.1.1.  Struktura a IoOKAliZACE .......cceeevurereiriieniecieiiiiie e 26
4.1.1.1.  RiNG dOMENA.....c.uirtiiiriiriieientiie ettt st esa s 27
4.1.1.2.  Oblast kodovana exonem 11 .........cccceeviiviiiiiiiiiiiiiiiiiiene e 27
4.1.1.3. BRCT tandemova dOmMENA ........cccceccverviiiiiiiiiiiiiiiieiie e 27
.12, FUNKCE ..ottt ettt s st b et r e eaa e e 27
4.1.2.1.  Oprava poSkozen€ DNA........cccccoeiiiiiiiiiiiiiiii e 27
4.1.2.2.  Regulace kontrolnich bodti buné¢ného cyklu .........ccccoooveiriiiiiiins, 28



4.1.2.3.  Transkripeni funkKeCe.......ccceceeuiriiiiiiiiiiiiiiiice e 28

.11, IMULACE .ottt ettt et ettt saaeese e s e sa s saae e s s e e ebbesabeean e s e e nes 29
4.2. BRCA2 (Breast cancer type 2 susceptibility protein).........ccccceeeevvmvenienieniienennnnnn 30
4.2.1.  Struktura a Io0KaliZACE ......ccceeevirerieiriiieniiecieciiii e 30
4.2.2. TFUNKCE.....viietieiie ettt et ettt st st sa e st s s eb b saae e e es 31
422.1.  Uloha BRCA2 v homologni OPrave ...........cecevreereusreereemseeseesnsessesssseneens 31
4.2.2.2.  Ochrana replikacni VIdlICKYC......cccevuiviiiiiiiiiiiiiiiiiicie i 31
4.2.2.3. Regulace bun€ného CyklU.......cccoceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 32
B.2.3. IMULACE ..ottt ettt st ettt sabeesae e s e sa s saae e s e b e e b b eabe s e s e nes 32
B3, CHEKDR ..ottt ettt et s s sa st et eaa e st b 32
4.3.1.  Struktura a Io0KaliZACE .......cceeerurerieirriieniecieciiii e 32
4.3.2. FUNKCE...cuiiitieiie ettt ettt sttt sa e st s e eb b s es 33
4.3.2. 1. AKEVACE....viieeieeeiieetee et ettt ee ettt e st eeaieeesabe e saae e e saae e saae et ae s rae s 33
.33, IMULACE ..ovveeeiiietieetie et ettt eae et st et et e s e saaesabesas e b e e ebaeea b s as e r e rae e 34
4.4. PALB2 (z angl. Partner and localizer of BRCA2) .......c.ooooviiiiiiiniiiiiie 34
4.4.1.  Struktura @ IoOKaliZacCe .........coovuirieiiiieiiiciie e 34
442, FUNKCE....cuiiiiietie ettt ettt ettt st s e n e b e et be s n e s e 35
443, IMULACE ..oceveeeeeieiie e et ettt st ee e saeesabe et e e s s saaesaaesae e e s eeeaae e s be s s s e s e e esaeenns 35
5. Molekularni diagnostika nadorovych syndromui ..............ccocooeiniinininiinnnn, 35
5.1. Polymerazova fetézové reakce (PCR).......cccooviiiiiiiniiii e 35
5.1.1. Real-time PCR ......oooiiiiiiiie et s 36
5.1.2.  Reverzné — transkriptazova PCR (RT-PCR) .......ccccccovviiiiniininiiiiiie 36
5.2. MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)...........ccccoevriieninnenne 36
5.3.  Sekvenovani nové generace (NGS) ........cccoviiiiiiiiiiiiiiii s 37
5.3.1. Prub8h NGS .....ooiiieeee ettt s 37
5.3.2.  HIOUDKA POKIYE c.eoveeuieiieiiiieceet ettt er e 40
5.3.3.  Celogenomové sekvenovani (whole genome sequencing, WGS) .................... 41
5.3.4. Celoexomové sekvenovani —whole exome sequencing , WES)...................... 41
5.3.5. Cilené sekvenovani — hotspot sekvenovani ............ccceeeevvuiiiininninniiniciieciee 41
5.3.6. Panelove SEKVENOVANI......c.evvierieriieeiiecicciectiee et 41
5.3.7.  Vyhody a nevyhody NGS........cccoooiiiiiiiiii e 43
5.3.8.  Srovnani se Sangerovou Metodou ...........ccevviiiiiiiiriiiiiiie e 43
5.3.9. Vysledky genetick€ho teStOVANT ..........ccuvviiiiiniiiiiiii 43
5.3.9.1.  NOMENKIATUTA ....eoiiiiiieeiieeieeiieeie ettt 43
5.3.9.2. Klasifikace detekovanych sekvencnich variant...........ccocoevviniiininnnnn. 44

6. Cile praktické CASti PracCe ...........cccooiiiiiiiiiiiiiiiic s 46
7. PraKtiCKaA CAST ....ocoviiiiiiiieeie ettt s 47



7.1, Biologicky Material ......cccueeiiiiieiiiriieiiiecieeie et 47
7.2, PouZit€ CheMIKALIE ......ooueeuieiiieeiieieeeieec e 47
7.3, VYUZITE PIISLIOJC..ceuecvreneiiieneeie ettt ettt sttt st sa s sas e ea et sr e ebe e 47

T A, POUZIE NASIIOJE ..ueevietiieeieeiie ettt ettt et ettt et bae s s eaaeeees 48
7.5. Priprava sekvena¢niho panelu Hereditary Cancer Solution (SOPHiA GENETICS)

48

7.5.1.  PHPrava VZOTrKU......ceoveeiuerieniieiieeiieie ettt st s 48
7.5.2.  Enzymaticka fragmentace a ligace adaptert........c..cceceevevueeriinenicinenicinennnn 48
7.5.3.  Amplifikace knihovny a preci§téni knthovny........ccccocciviiiiniini 49
7.5.4. Kvantifikace knihoven a kontrola kvality..........ccccccoeecviiiiiinniiiinnniinnnn. 49
7.5.5.  Poolovani KNTNOVNY .....c.cooieiiiiiiiiieeiieee e 49
7.5.6. HYDIIAIZACE ...cueviiiieiiiiiieeee ettt 50
7.5.7. Navazani hybridizovanych prob na streptavidinoveé kuliCky..........c.ccoeeenenene. 50
7.5.8.  SeKVENOVANT MISEQ . eueeuveemrertierieniientinee ettt sttt s s saee s 51
7.5.9.  Analyza sekvenacnich dat..........cocooeeviiriiiiniiiniiiiiiiiii 51

8. VYSICAKY ...t e 51
DHSKUZE ...ttt en 58

LO. ZLAVEE ..ottt ettt et et et eh e ea et 60
L1, CITAGCE...... oottt ettt sttt ettt e se e ea e bt a e st st sa s neeas 61

Seznam zkratek

53BPl1 Tumor suppresor p53-binging protein 1 (nadorovy supresor p53-
vazebny protein 1)

ABRAXASI BRCA1 A complex subunit (podjednotka komplexu BRCATA)

A-C-G-T Analyza Ceskych genomu pro teranostiku

AF-1/2/3 Aktivaéni funk¢ni domény 1/2/3

AIB1 Amplified in breast cancer 1 protein (protein amplifikovany u
karcinomu prsu 1)

APC Adenomatous polyposis coli

ATM ATM serin/threonova kinaza, diive ataxia telangiectasia mutated

ATR ATR serin/threoninova kinaza, diive ataxia telangiectasia and Rad3
related

BACHI1 Transcription regulator protein BACHI1

BAPI BRCAI associated protein 1

BARDI BRCAI associated RING domain 1



BI-RADS
BRCAI
BRCA?2
BRCT
BRIPI
CC

cd25

CDC2/25-A/B/C

CDHI
CDK1/2
cDNA

c-fos

c-Myc
c-SCR

CtBP/ CtIP
CZECANCA

dATP
dCTP
dGTP
DNA
DSB
dsDNA
dTTP
E2
E2F1
E3
EGFR
emPCR
EMSY

The Breast Imaging Report and Data Systém

Breast cancer susceptibility gene 1 (gen nachylnosti k rakoviné prsu 1)
Breast cancer susceptibility gene 2 (gen nachylnosti k rakoving prsu 2)
BRCAI C Terminus (BRCAI1C zakonceni)

BRCALI interacting helicase 1 (BRCAT1 onteragujici helikaza)
Coiled-coil doména (vinuté civky)

Interleukni 2 receptor subnit alpha

Cyklin-dependentni kindza 2/25-A/B/C

gen Cadherin-1

Cyklin dependentni kinazal/2

Complementary/copy DNA, DNA klonovanych fragmentt
neobsahujici introny

protein c-fos, alternativn€é AP-1 transcription factor subunit
(podjednotka transkripcniho faktoru AP-1)

Cellular myelocytomatosis oncogene protein

Proto-onkogen, tyrosin proteinkinaza Src

C-terminalni vazebny protein/c-interagujici protin

Czech cancer panel for clinical application (Cesky onkologicky panel
pro klinické pouziti)

deoxiadenosin trifosfat

deoxicytidin trifosfat

deoxiguanosin trifosfat

deoxyribonukleova kyselina

Dvouretézcové zlomy

dvouvlaknova DNA

Deoxythymidin trifosfat

Estradiol

E2F transkripéni faktor 1

Ubikvitin ligaza

Receptor epidermalniho rastového faktoru

Emulzni PCR

BRCA2-interacting transcriptional repressor EMSY (BRCA2-

interakcni transkripcni represor EMSY)



EPCAM

ER
ERBB2/HER 2
Era

Erp

ETS

Exol

FA

FANCJ

FHA

FISH

FLCN
GADD45
gnomAD
HBOC

HER?2 receptor

HGMD
HGNC

HGVS

HMG20b

HR
H-ras
HUGO
ChaM
CHEK?2
CHK2
IA

ICL
IgG

Epithelial cell adhesion molecule gene (Gen pro adhezivni molekulu
epitelialnich bunék)

Estrogenovy receptor

Erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 (Erb-2 receptor tyrosinkinazy 2)
Estrogenovy receptor alfa

Estrogenovy receptor beta

Erythroblast Transformation Specific

exonukledza 1

Gen pro Fanconyho syndrom

BRCALI interacting helicase 1 (BRCA1 interagujici helikaza)

centralni ast proteinu

Fluorescenéni in situ hybridiza

Gen folliculin

The Growth Arrest and DNA Damage-inducible 45

Genome Agregation Database (databaze agregace genomu)

Syndrom hereditarniho karcinomu prsu a ovaria

Human epidermal growth factor receptor 2 (Receptor lidského
epidermalniho ristového faktoru 2), alternativni zkratka HER2/neu
Human Gene Mutation Database (Databaze mutaci lidskych gent)
HUGO Gene nomenclature Commite (Vybor pro nomenklaturu gena
HUGO)

Human Genom Variation Society (Spolecnost pro variace lidského
genomu)

SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of
chromatin subfamily E member 1-related protein

homologni rekombinance

HRas protoonkogen, GTPasa

Human Genome Project (Projekt lidského genou)

Chromatin asocia¢ni motiv

checkpoint kinidza 2

Serine/threonine-protein kinaza Chk2

Inhibitor aromaz

Mezivlaknové piicné vazby DNA

Imunoglobulin G

10



Indels
KRAS
K-ras

Ku80

LBD
LOVD
MAD?2

MAPK
MDM?2
MDM4
MENI
MET
MLHI1/2
MLPA
MREIIA

MRN
mRNA
MSH6
mTOR
MUTYH
Myc
NBN
NCOA-1
NF1
NF2
NF-Kappa-B

NGS
NHEJ]

N-ras

Kratké inzerce a delece

KRAS proto-onkogen, GTPaza

GTPaza KRas

X-ray repair cross-complementing protein 5 (reparacni zkiizeny
dopliikovy protein 5)

Vazebné domény pro ligand

Leiden Open Variation Database (Leidenska oteviena databaze variant)
Mitotic spindle checkpoint component MAD2 (Komponenta kontrolnio
bodu mitotického vieténka MAD2)

Mitogenem aktivovana proteinkinaza

E3 ubiquitin-protein ligase Mdm?2 (E3ubikvitin-protein ligaza Mdm?2)
Protein Mdm4

Menin 1

MET proto-onkogen, tyrosin kinasovy receptor

MutL homolog 1

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

MREI11 homolog, double strand break repair nuclease (nukledza pro
opravu dvouvlaknovych zlomu)

Komplex proteint MRE11-RADS50-NBS1

Messenger ribonukleova kyselina

MutS homolog 6

The mammalian target of rapamycin (sav¢i cil rympamicinu)

mutY DNA glycosylase (mutY DNA glykodylaza)

MYC proto-onkogen

nibrin

Nuclear receptor coactivator 1 (koaktivator jaderného receptoru 1)
Neurofibromin 1

Neurofibromin 2

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
(nuklearni faktor zesiluyjicich lehkych fetézct kappa aktivovanych B
bunék)

Nova generace sekvenovani

Nehomologni rekombinace

NRAS Proto-Onkogen, GTPaza

11



OB 1/2/3
pS3
PALB2
PARP
PCR
PIK3CA

PLK1
PMS2

PMS2CL
PolyPhen-2
PR

PR-A/B
pRB

PTEN

g-PCR
RADS
RADS50

RADS1
RADSIC
RB1
REL
RELA

RNA

RNA polymeraza II.
RPA

RT-PCR

SCD

Oligosacharidové domény 1/2/3

Cellular tumor antigen p53 (bunécny nadorovy antigen p53)

Partner and localizer of BRCA2 (partner a lokalizator BRCA2)

Poly ADP ribézapolymerazy (poly ADP ribdza polymeraza)
Polymerazova fetézova reakce

Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate  3-Kinase Catalytic Subunit
Alpha (Fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat-3-kinaza katalyticka
podjednotka alfa)

Polo like kinase 1 (polo-like kinazal)

PMS1 Homolog 2, Mismatch Repair System Component (komponenta
systému Mismach Repair)

PMS2 C-Terminal Like Pseudogene (PMS2 C- koncovy pseudogen)
Polymorphism Phenotyping v2 (fenotipizace polymorfismu v2)
Progestronovy receptor

Progestronovy receptor-A/B

Retnioblastomovy protein

Tumor supresorovy gen s fosfatdzovou aktivitou a sekvencni
homologii

kvantitativni Polymerazové fetézové reakce

DNA repair protein RADS (DNA reparacni protein RADS)

RADS0 double strand break repair protein (RADS0 protein pro opravu
dvouretézcovych zlomu)

RADS]1 recombinase (RADS51 rakombinaza)

RADS1 Paralog C

Retinoblstomovy gen 1

Proto-onkogen c-Rel

Transcription factor p65 nebo nuclear factor NF-kappa-B p65 subunit
(Transkripcni faktor p65 nebo jaderny faktor NF-kappa-B p65
podjednotky)

Ribonukleova kyselina

ribonulkleotidova polymeraza II

replikacni protein A

real-time PCR (PCR v readlném Case)

cluster domains (kalastrové domény)

12



SERD
SERM
SNP
SNV
SQ
SRCI/NCOALI
ssDNA
STK11
TD
TNBC
TOPBP1
TP53
TQ
ucv
ucv
VEGF
VUS
WD40
WES
WGS
XRCC2

selektivni deregulatory estrogenovych receptort
selektivni modulatory estrogenovych receptora
jednonukleotidovych polymorfismt
jednonukleotidové zamény

Serin-glutamova zbytky
Koaktivator jaderného receptoru 1
Jednotetézcova DNA

Serin/threoninova kinaza 11
Vézova doména

Triple negativni karcinom prsu
Topoisomerase 2-binding proteinl
Tumor supresorovy gen koduje protein p53
Threonin-glutamové zbytky
Neznamé klasifikované varianty
Neznamé klasifikované varianty

Vaskuldrni endotelidlni riistové faktory
Varianty nejasného vyznamu
beta-transducin repeat
Celoexomové sekvenovani
Celogenomové sekvenovani

X-ray repair cross complementing 2

13



1. Uvod

Bylo zjisténo, ze nemalé procento nadorovych onemocnéni je dédéno v ramci rodiny. Mezi
nejznamejsi a nejvice prozkoumana takto dédéna nadorovad onemocnéni patii hereditarni
karcinom prsu a vajecniku a hereditarni karcinomy stfev. Predispozice pro tyto onemocnéni
jsou nejcastéji mutace v tumor supresorovych genech a onkogenech. Predispozi¢ni geny jsou
v soucasné dobé vySetfovany panelovym sekvenovanim pomoci NGS —sekvenovani nové
generace. Jedno panelové sekvenovani se zaméfuje na vySetieni vice riznych predispozi¢nich
gent najednou podilejicich se na vzniku odlisnych hereditarnich onemocnénich. Pro ptipravu
vzorkl pro panelové sekvenovani se Casto pouzivaji komercni kity a samotné sekvenovani
probiha automaticky v sekvenatorech. Analyza a vyhodnoceni vysledkd rozdéli nalezené
varianty podle jejich patogenity. Pokud se varianty podili nebo zapficinuji vznik nddorového
onemocnéni, fadi se mezi patogenni nebo pravdépodobné patogenni. Pokud se nepodili nebo
neni pri¢inou vzniku nadorového 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 té€chto kategorii je vypracovavano pomoci nékolika kritérii
napft. podle zastoupeni variant v populacni databazi, databaze asociaci variant s onemocnénim,
podle vyhodnoceni vypocetnich programu, které predpovidaji dopad varianty na strukturu a
funkci proteinu. Diky ziskani novych informaci a roz§ifeni napiiklad populaénich databazi
muze dojit k reklasifikaci variant nejasného vyznamu a urCeni presn€j$i diagnozy, urceni
vhodnéjsi 1écby. Mezi nejznaméjsi populacni databaze pati gnomAD, ktery ovSem zahrnuje
genom Ceské populace mezi genom evropské nefinské populace, coz znamena, ze zde
nemohou byt vidét specifické varianty pro Ceskou populaci. Projekt A-C-G-T si klade za cil
vytvorit genom ryze Ceské populace, pravé k identifikaci variant specifickych pro ¢eskou
populaci. Toto by mohl byt jeden z divodua k pozdé€jsi reklasifikaci nékterych variant
nejasného vyznamu. Cile této prace je seznameni s hereditarnimi nadorovymi onemocnénimi
se zaméfenim na karcinom prsu a predispozicnimi geny, které jej zpisobuji, seznameni
s metodou nové generace sekvenovani a zaméfeni na moznosti reklasifikace detekovanych

variant v souboru pacienttl s hereditarnimi nadorovymi onemocnénimi.

2. Hereditarni nadorova onemocnéni

Hereditarni nadorovad onemocnéni patii mezi dédi€na onemocnéni. Je pro né typicky
opakovany vyskyt pfislusného nadorového onemocnéni v rodiné, nizky veék pfi diagnoze
nadorového onemocnéni, vicendsobny ¢i opakovany vyskyt nadorového onemocnéni u

postizené osoby (Sipek jr. 2014). Hereditarni karcinomy jsou dédény autosomalné dominantné
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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 gentl a proto-onkogend.
2.1. Tumor supresorove geny

Jsou stézejni geny zapojené do opravy poskozené DNA, do inhibice bunécného d€leni, indukci
apoptézy a potlaCeni metastaz. (Wang et al. 2019). Mnoho z dne$nich znalosti o tumor
supresorovych genech pochazi z prvné objeveného Retinoblastomového genu (RB), jehoz
poskozeni zpusobuje retinoblastom, coz je zhoubny nador sitnice. Pacienti s dédicnym
poskozenim RBI genu maji az 10 000 vétsi Sanci vzniku tumoru nez zbytek populace, zarovei
maji vyssi riziko ke vzniku sarkomu. Dédi¢né mutace RB genu zpusobuji vznik retinoblastomu
vétsinou v obou ocich, zatimco sporadické pouze v jednom. Na zakladé té€chto informaci
vymyslel Alfred Knudson teorii ,, Two-hit hypotesis“ (teorie dvojiho zasahu), kdy stanovil, ze
u déti s nedédiCnym retinoblastomem jsou potfeba dvé nezavislé mutace, zatimco u déti
s dédi¢nym retinoblastomem je potieba jedna nezavisla mutace, protoze druha je zdédéna.
Tato teorie byla v§eobecné pfijata jako mechanismus pusobeni pro v§echny tumor supresorove
geny, ale protoze nesedéla na nékteré typy dédicnych nadorovych onemocnéni (Joyce et al.
2023) v roce 1997 Kenneth W. Kinzler a Bert Vogelstein rozdélili tumor supresorové geny na
dveé skupiny gatekeeper a caretake. Gatekeeper geny piimo reguluji rust bunék, pokud maji
ob¢ alely inaktivni dochéazi k nekontrolovatelnému mnozeni bunek. Caretake geny nefidi
ptimo bunéény cyklus, ale opravuji poSkozenou DNA. Inaktivita jejich alel vyrazné zvysuje
riziko zhoubné mutace (Kinzler et al. 1997). Na zakladé téchto dvou teorii jsou pozorovany
tfi dulezité vlastnosti tumor supresorovych gent: 1) tumor supresorové geny jsou recesivni ve
vSech bunéénych urovnich, v tumorech maji vétSinou inaktivni obé alely, 2) dédi¢nost jedné
mutantni alely zvySuje nachylnost k tvorbé nadoru, 3) stejné geny jsou vétsinou inaktivovany
u sporadickych rakovin. Tumor supresorové geny lze na zékladé jejich funkce rozdélit do péti
skupin: 1) geny, které koduji intercelularni proteiny stézejni v bunéném cyklu (napt.RB1). 2)
geny kodujici receptory a prevodniky bunécnych signalu, které organizuji signaly inhibujici
bunécnou proliferaci, 3) geny kodujici kontrolni proteiny (napt. BRCAI), 4) geny kodujici
proteiny, navozujici apoptozu (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 gent
Retinoblastomovy gen (RBI) je jeden z kliCovych regulatord bunécéného cyklu. koduje
retnioblastomovy protein (pRB), ktery se vaze s transkripCnimi represory E2F1, Cimz
zabranuji pfejit buitkam z G faze buné&cného cyklu do S faze bunécného cyklu, diky tomu se
bunky nemohou nekontrolovatelné délit. RBI muze inhibovat rizné druhy tumort a hraje
nepostradatelnou roli v nadorovych onemocnéni jako napiiklad retinoblastom, malobunécny
karcinom plic, osteosarkom, rakovina slinivky bfisni, rakovina prsu (Yun et al. 2011).
TP53 tumor supresorovy gen kdduje protein p53. Tento protein kontroluje expresi a aktivitu
proteind, které zastavuji bunécny cyklus, podili se na starnuti buriky, opravé DNA a apoptoze.
Jeho poskozeni vede k replikaci bunék s poskozenou DNA a ztraté apoptozy
Tumor supresorovy gen s fosfatazovou aktivitou a sekvencéni homologii (PTEN) kodujici
lipid fosfatazy, ktery puasobi jako negativni regulator fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K)-
AKT a cile signalnich drah mTOR (mamalian target of rapamycin). Tyto signalni drahy
jsou dulezité pro bunéfnou proliferaci, prabéh bunééného cyklu a apoptézu. PTEN také
udrzuje pod kontrolou adhezi, angiogenezi a hraje roli ve stabilizaci celého genomu.
NF1 tumor supresorovy gen koduje GTPasu neurofibromin 1, ktera funguje jako negativni
regulator RAS signalni drahy (fetézec proteint, ktery prenasi signal z receptorti na povrchu
bunky kDNA vjadfe buriky). Mutace zarode¢né linie tohoto genu zpusobuje
Neurofibromatozu typu 1, coz je nemoc spojena s tvorbou neurofibromu.
NF2 tumor supresorovy gen koduje cytoskeletalni protein neurofibromin 2. Mutace tohoto
genu vede k neurofibromatdze typu 2, ktera zvysuje riziko bilateralniho schwannomu (Joyce
et al. 2023). Mezi tumor supresorové geny patii dadle BRCAI a BRCA2, které budou popsany
v dalSich kapitolach.

2.2. Onkogeny
Onkogeny jsou geny vyskytujici se u lidi, savea, ptaki a nizsich organisma (napf. drosophila)
se schopnosti stat se rakovinovou butikou. Vznikaji z proto-onkogent, které hraji dilezitou
roli v bunééné proliferaci. Mlizou vznikat nékolika zpisoby napfiklad bodovou mutaci,
chromozomalni  pfestavbou (umisténi  proto-onkogenu vedle regulacni oblasti
imunoglobulinového genu, coz vede k nespravné expresi proto-onkogenu), amplifikaci nebo

pomoci retrovirg.

2.2.1. Zastupci onkogenti
Onkogeny se dé€li na Ctyfi tridy:
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1) Onkogeny tiidy I souvisi se syntézou povrchovych bunéénych receptord. Patii sem
napfiklad gen src, ktery koduje enzym tyrosinkindzu Kinaza fosforyluje tyrosin a ma regulacni
funkeci.

2) Onkogeny tiidy II jsou Casto nalézany v lidskych tumorech. Jejich proteinové produkty
ovliviiuji bunécny metabolismus. Patii sem H-ras, K-ras, N-ras (Gurbachan 2014). VSechny
tii geny patii mezi ras onkogeny a jsou podobné G-proteinim. G-proteiny pienasi proliferacni
signal iniciovany extracelularnimi hormony a rastovymi 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 muze lisit u specifickych nadort. Napiiklad
u adenokarcinomu plic dosahuje 50% naproti tomu u primarniho nebo metastazujiciho
karcinomu prsu jsou zfidka kdy pozorovany aktivované ras geny (Henderson et al. 1991).

3) Onkogeny III. tfidy reguluji jadernou aktivitu a pravdépodobné bunéény cyklus (Gurbachan
2014). Patii sem myc, jehoz produkt je schopny regulovat bunéény cyklus, rist a metabolismus
bunék, diferenciaci, apoptozu, angiogenezi a transformaci. Nachazi se na 8. chromozomu
(Hesketh 1997). Myc je aktivovan u fady riznych nadort, jako je malobunéc¢ny 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. tfidy jsou relativné nepiibuzné onkogeny, z nichz nekteré produkuji faktory
bunécného rustu. Patfi zde naptiklad ERB, REL, ETS. (Gurbachan 2014). Onkogeny z rodiny
ETS jsou transkripcnimi faktory, mezi které patii napiiklad ETS1 a ETS2. ETSI se nachazi na
11 chromozomu. ETS2 se nachazi na 21 chromzomu. ETS! je exprimovan u nadoru
periferniho nervového systému (neuroblastomu a dalSich nadorti) a u Ewingova sarkomu. Jeho
minimalné¢ 4 sestfihané formy se nachéazeji u hematologickych onemocnéni naptiklad
lymfocytarni leukémie. Onkogen REL se nachazi na 2 chromozomu. REL muze 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,
buné¢ny rastu, tumorigenezi a apoptoze. REL onkogen je spojovan s B bunécnym lymfomem
a nehodgkinskymi lymfomy (Hesketh 1997) onkogen ERB2 bé&zné oznacovan jako HER? patii
do rodiny EGFR (Hudis 2007). Tento gen koduje receptory pro epidermalni rustovy faktor
(EGF), které patfi mezi receptorové tyrozinkinazy (Badache et al. 2006). HER2 je
amplifikovan a/nebo nadmémé exprimovan u 20-30 % invazivnich karcinomu prsu (Hudis

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

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

BRCA2

Predpoklada se, ze 20% hereditarnich karcinomt prsu je zpuisobeno mutacemi v tumor
supresorovych genech BRCAI a BRCA2. Mezi nejcastéj$i mutace v téchto genech patii kratké
inzerce a delece, které zpusobuji posun Cteciho ramce, predCasné ukonceni translace a
vytvoteni zkraceného, nefunkéniho proteinu. Mutace v dal§ich vysoce rizikovych genech,
jakou je TP53, PTEN, STKI1, jsou zodpoveédné za asi 1% hereditarnich karcinomi prsu.
Pfitomnost hereditarni mutace gent BRCAI a BRCA2 charakterizuje Syndrom hereditarniho
karcinomu prsu a ovaria (HBOC). Gen BRCA! se nachazi na 17. chromozomu (17q21) a gen
BRCA2 na 13. chromozomu (13q12-13). Oba dva geny koduji proteiny, ktery se podili na
stabilité genomu, jsou soucasti procesu fidicich homologni rekombinanci a reparacni procesy
indukované DNA, ucastni se aktivace transkripce, remodelace chromatinu a regulace
bunééného cyklu. (Foretova et al. 2016).

3.2. D¢leni hereditarniho karcinomu prsu
Néadory se mohou délit podle mikroskopické klasifikace histologického vySetteni na Ctyfi
zakladni skupiny. 1) lobularni karcinom in situ — nadorova tkan vychazi z bunék lobul
(lalackt) ze kterych se sklada normalni prsni tkan. In situ znaci, ze nadorové bunky
neprorustaji pies bazalni membranu. 2) duktalni karcinom in situ — nadorové buriky
napodobuji bunky dukti (vyvodit) a neprorastaji pres bazalni membranu 3) duktalni invazivni
karcinom — nadorové buiky napodobuji bunky dukti a mohou metastazovat. 4) lobularni
invazivni karcinom — nadorové buriky napodobuji buriky lobuli a 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. Kromé histologického vysetieni se k rozdéleni nadord,
urCeni jejich velikosti a stupné diferenciace pouziva imunohistochemické a molekularni
vySetieni. To je zalozené na pfitomnosti receptori pro estrogen, progesteron a onkoprotein
HER-2/neu (Ryska 2010). Na zakladé profilti 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) (Stanék 2021). Luminalni A karcinomy maji nizkou
proliferacni aktivitu, jsou ER+ (ER-pozitivni) a zpravidla i PR+ (PR-potizivni), bez exprese

HER2 (HER2-negativni). Luminalni B karcinomy jsou podobné luminalnim A karcinomiim,
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ale maji vyssi 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. Estrogenoveé receptory

Estrogenové receptory ERa a ER jsou ¢leny rodiny hormonalnich receptort a odli$né reguluji
transkripci (Fumarola 2017). Nejsou-li ER aktivované, z vétsi ¢asti se nachéazeji v bunécné
cytoplazmé (Lukesova and Kopecky 2014). ERa je charakterizovan jako klicovy 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 dochézi diky vazbé
k ligandu, ktera vede ke vzniku dimeru a vazbé na DNA v sekvencich nazyvany