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Souhrn

Vychodiska: V soucasné dobé bylo popsano jiz vice nez 200 nadorovych syndrom. Ve vét-
siné populaci jsou vsak dostupné pouze informace o muta¢nim spektru ve vysoce rizikovych
genech limitované poc¢tem vysetfenych jedincl. Metody: V ramci retrospektivni NGS studie
v Masarykové onkologickém ustavu bylo provedeno vysetfeni TruSight Cancer panelem za-
hrnujicim 94 gen(l u 50 vysoce rizikovych jedincl se zdvaznou osobni i rodinnou anamnézou
onkologického onemocnéni bez detekované kauzalni mutace v genech BRCAT, BRCA2, MLH]1,
MSH2, MSH6, TP53 nebo APC dle indikace. Vsechny patogenni nebo pravdépodobné patogenni
mutace detekované pomoci NGS technologie byly potvrzeny Sangerovym sekvenovanim.
Vysledky: Ztratové (frame-shift, nonsense) mutace byly detekovany v genech ATM, BAP1, FANCC,
FANCI, PMS2, SBDS, ERCC2, RECQL4. Nékolik patogennich nebo pravdépodobné patogennich
mutaci (missense, predikované sestfihové mutace, in-frame delece/inzerce) bylo zachyceno
v genech ATM, BRIP1, CDH1, CHEK2, ERCC2, ERCC3, ERCC4, FANCA, MCTR, MEN1, MRET1A, MUTYH,
PALB2, RAD51C, RET, SDHB, STK11. Nachazeji se ve vysoce konzervovanych funkénich domé-
nach proteinli a nékteré z nich jiz byly prokazany jako patogenni mutace pomoci funkcnich
testd nebo u zavaznych autozomalné recesivnich syndromi (Ataxia telangiectasia, Fanconiho
anémie). Vétsina z detekovanych missense variant v fadé dalsich gen( je nejasného klinického
vyznamu a determinace jejich vyznamnosti z{istdva oteviena do budoucna. Zdvér: Detekce va-
riant se stfedni nebo nizkou penetranci ma pouze limitovanou klinickou vyuZitelnost. Panelové
testovani u vysoce rizikovych osob s nddorovym onemocnénim muze poskytnout ddlezitou

ventivni personalizované onkologii.
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RETROSPEKTIVNI NGS STUDIE U VYSOCE RIZIKOVYCH PACIENTU

Summary

Background: Currently, more than 200 hereditary cancer syndromes have been described, yet, in most countries genetic testing is restricted to
a narrow spectrum of genes within a limited group of people tested. Methods: For this retrospective study we used the TruSight cancer panel (lllu-
mina) — NGS panel targeting 94 cancer predisposition genes in order to analyze 50 high-risk cancer patients with significant personal and family
history of cancer who did not carry mutations in BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6, TP53 or APC genes. All pathogenic and potentially pathogenic
mutations detected by NGS technology have been confirmed by Sanger sequencing. Results: There were several deleterious (frame-shift/nonsense)
mutations detected in ATM, BAP1, FANCG, FANCI, PMS2, SBDS, ERCC2, RECQL4 genes. Various pathogenic or potentially pathogenic (missense, predic-
ted splice site, in-frame insertion/deletion) mutations were detected in ATM, BRIP1, CDH1, CHEK2, ERCC2, ERCC3, ERCC4, FANCA, MCT1R, MENT, MRET1A,
MUTYH, PALB2, RAD51C, RET, SDHB, STK11. These mutations affect highly conserved protein domains and affect their function as proved by the availa-
ble functional assays. They were confirmed to be pathogenic as an,Parent No2 " in serious recessive diseases such as Ataxia telangiectasia or Fanconi
anemia. The clinical significance of the majority of detected missense variants still remains to be identified. Conclusion: Moderate or low penetrance
variants are of limited clinical importance. Panel genetic testing in high-risk individuals with cancer provides important information concerning the

cause of the investigated cancer, and may assist in the risk assesment and optimal management of the cancer, as well as in further preventive care.

Key words

hereditary cancer syndromes — hereditary breast and ovarian cancer syndrome - hereditary nonpolyposis colorectal cancer - high-throughput
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Uvod

Béhem poslednich 20 let doslo k vyraz-
nému rozvoji v oblasti vySetieni gene-
tické predispozice k nddorovym one-
mocnénim. Na zakladé genetickych
vysetieni byla do klinické praxe zave-
dena |écebna a preventivni doporu-
¢eni (guidelines) vedouci ke snizeni ri-
zika a ¢asnému zachytu onkologického
onemocnéni u osob s vyraznou gene-
tickou predispozici s detekovanou mu-
taci ve vysoce penetrantnim genu: napf.
Li-Fraumeni syndrom (mutace v genu
TP53), Lynch(v syndrom (mutace v né-
kterém z ,mismatch” reparacnich gend -
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 - u dédic¢-
ného nepolypdézniho kolorektalniho
karcinomu), dédi¢na forma néadoru
prsu a ovaria (mutace v genech BRCAT,
BRCA2).

V soucasné dobé jiz bylo popséno vice
nez 200 rdznych nadorovych syndrom(
(OMIM databaze), ale molekularné ge-
netické vysetieni bylo do sou¢asné doby
dostupné pouze pro nejzndméjsi vysoce
rizikové geny.

Pokroky v sekvenacni technologii —
tzv. sekvenovani nové generace (next-
-generation sequencing — NGS) — umoz-
nily masivni testovani sekvence desitek
az stovek gend soucasné, coz umoziuje
testovani znamych i potencidlné riziko-
vych genl, které jsou soucasti signalnich
a reparacnich drah vyznamnych pro na-
dorovou predispozici. Vyrazné rozsifeni
spektra analyzovanych gent vede nejen
k identifikaci kauzalnich mutaci ve vy-
soce rizikovych genech, ale také k de-

tekci celé fady mutaci s dosud nedeter-
minovanou mirou rizika nebo k detekci
stfedné rizikovych variant, které oviem
mohou ve vzajemnych kombinacich vy-
razné navysovat relativniriziko nadorové
predispozice v postizenych rodinach.

V soucasné dobé jsou nabizeny k vy-
Setfeni rizné multigenové komeréni pa-
nely cilené na predikci rizika ke vzniku
nadorového onemocnéni. K tém rozsah-
lejsim patfiTruSight Cancer Target Genes
panel (Illumina), ktery je jednim z nej-
Castéji pouzivanych komercnich panelt
v laboratofich zapadni Evropy. TruSight
Cancer panel byl vyvinut ve spolupréci
luminy s tymem profesorky Nazneen
Rahman (Institute of Cancer Research
ICR, London) v roce 2012 (http://www.
illumina.com/products/trusight_can-
cer.html). Panel je cilen na sekvence
94 genl a 284 SNPs (singe nucleotide
polymorphims), které byly v predcho-
zich letech asociovany s hereditarni pre-
dispozici k nddorovému onemocnéni.

Soucasti TruSight Cancer panelu
(http://www.illumina.com/products/tru-
sight_cancer.html) jsou proby pro ana-
lyzu téchto gent: AP, ALK, APC, ATM, BAP1,
BLM, BMPR1A, BRCA1, BRCA2, BRIP1, BUBTB,
CDC73, CDH1, CDK4, CDKN1C, CDKN2A,
CEBPA, CEP57, CHEK2, CYLD, DDB2, DICER1,
DIS3L2, EGFR, EPCAM, ERCC2, ERCC3, ERCC4,
ERCCS5, EXT1, EXT2, EZH2, FANCA, FANCB,
FANCC, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG,
FANCI, FANCL, FANCM, FH, FLCN, GATA2,
GPC3, HNF1A, HRAS, KIT, MAX, MEN1, MET,
MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, NF1, NF2,
NSD1, PALB2, PHOX2B, PMS1, PMS2, PRF1,

PRKAR1A, PTCH1, PTEN, RAD51C, RAD51D,
RB1, RECQL4, RET, RHBDF2, RUNX1, SBDS,
SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, SLX4, SMAD4,
SMARCBI1, STK11, SUFU, TMEM127, TP53,
TSC1, TSC2, VHL, WRN, WT1, XPA, XPC.

V nasi retrospektivni studii jsme se za-
méfili na otestovani komer¢né dostup-
ného TruSight Cancer panelu a moznost
jeho vyuziti pro odhaleni pti¢iny nado-
rové predispozice u dfive neobjasné-
nych retrospektivnich pfipadd.

Soubor pacientti
Pilotni retrospektivni studie byla prove-
dena u 50 vzorkd genomové DNA izo-
lované z periferni krve. DNA byla zis-
kdna od pacientll s vysoce rizikovou
osobni a rodinnou anamnézou vyskytu
onkologického onemocnéni s rliznymi
druhy onkologickych diagnéz, u kte-
rych nebyla nalezena rizikovd mu-
tace v rutinné analyzovanych vysoce
rizikovych genech. Vétsina z téchto vy-
branych pacientl byla jiz dfive vyset-
fena na pfitomnost mutaci v genech
BRCA1, BRCA2 (hereditarni syndrom na-
doru prsu a ovaria — 28 pacientll), MLH1,
MSH2, MSH6 nebo APC (hereditarni syn-
drom nepolypézniho nebo polypédzniho
kolorektalniho karcinomu - 10 pacientt)
nebo TP53 (Li-Fraumeni syndrom), pfi-
padné na jiné vzacné, s vysokou pravdé-
podobnosti hereditarni nddorové syn-
dromy bez odhalené pficiny nddorové
predispozice (nddory ledvin, mozkové
nadory, maligni melanom atd.).

Vsichni pacienti zafazeni do retrospek-
tivni studie souhlasili s vysetfenim gen,

S36

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 1): S35-545




RETROSPEKTIVNI NGS STUDIE U VYSOCE RIZIKOVYCH PACIENTU

které mohou zpUsobit predispozici k on-
kologickému onemocnéni, podepsali in-
formovany souhlas s vysetienim a sou-
hlasili také s anonymnim vyuzitim DNA
k 1ékafskému vyzkumu.

Metody
Vysetieni bylo provedeno pomoci Tru-
Sight Cancer Target Genes panelu. Prin-
cipem postupu je enzymatickd frag-
mentace (tagmentace) 50 ng geno-
mové DNA — indexovani a pool kni-
hovny — enrichment/hybridiza¢ni (Tru-
Sight Rapid Capture protocol) postup
s=4000 prob cilenych na— 1700 exont
94 néadorové predispozi¢nich gena
(255 Kb cilovych sekvenci). Sekvenaéni
béh pfipravené knihovny (s MiSeq Rea-
gent kit V2) na MiSeq systému (lllu-
mina) — analyza pomoci MiSeq repor-
ter software — anotace VCF soubor(
pomoci lllumina VariantStudio (www.
illumina.com/content/dam/illumina-
-marketing/documents/products/data-
sheets/datasheet_trusight_cancer.pdf).
Vybér patogennich a potencidlné pa-
togennich variant (predikce vyznamnosti
dle Align-GVGD, PolyPhen-2, SIFT pro-
gram{l u missense variant; predikce ovliv-
néni sesttihu dle GeneSplicer, NNSPLICE;
BDGP Splice Site Prediction) — kontrola
spravnosti HGVS nomenklatury (www.
hgvs.org) u in/del variant — kontrola
a pfipadné prevedeni ndlezu na refe-
rencni sekvenci doporucenou v pfislus-
nych mezindrodnich mutacnich databa-
zich (HGMD, LOVD, IARC atd.).

Navoleni primer( k analyze sledova-
nych variant pomoci LightScanner Primer
Design Software (Idaho Technology Inc.),
optimalizace PCR (polymerase chain re-
action) podminek a PCR amplifikace sle-
dované oblasti. Potvrzeni pfitomnosti vy-
znamnych (patogennich a potencialné
patogennich vhodnych k segregacni ana-
lyze) nalez(i pomoci Sangerova sekveno-
vani na 3130 Genetic Analyser (Applied
Biosystems) a jeho ovéfeni u nezavisle
izolovaného vzorku DNA.

Segregacni analyza u rodin zatizenych
patogenni nebo potencialné patogenni
variantou.

V pfipadé potvrzovani nalez(i u gend
s pfitomnosti pseudogent byla prove-
dena dvoukolova ,nested” PCR vychézejici
z publikovanych primerd, kde autofi dekla-
rovali amplifikaci specifickych produktl
bez pfitomnosti pseudogen(. Pro analyzu
genu PMS2 byly pouZzity primery pro Long-
-Range PCR (s pouzitim Expand Long Tem-
plate PCR system, Roche) a vnitini primery
dle Vaughna et al [1]. Pro analyzu exonu
2. genu SBDS byly pouzity vnéjsi primery
dle Kawakamiho et al [2] a vnitini primery
byly navoleny softwarem LightScanner Pri-
mer Design (Idaho Technology Inc.).

Vysledky a vybrané kazuistiky
Témér u poloviny z vysetfenych vzorkd
DNA byly detekovany patogenni nebo
mozné/pravdépodobné patogenni
(IARC klasifikace UV-4: likely pathoge-
nic”) mutace v nékterém z 94 analyzova-
nych gend.

Ve skupiné 28 pacientd s podezienim
na dédicnou predispozici nadoru prsu
a/nebo ovaria (dfive indikovani k ana-
lyze v genech BRCAT1, BRCA2 nebo v né-
kterych pripadech také k analyze genu
TP53 bez detekované kauzdlni mu-
tace) byly nejcastéji detekovany mu-
tace v drahach reparace dvouretézco-
vych zlom0 (geny ATM, CHEK2) a ICL
(interstrand cross-links) reparace kii-
zovych vazeb v DNA (Fanconi anemia
geny - FANC geny) spfazené s homo-
logni rekombinaci (geny BRIP1, RAD51C,
PALB2). Dalsi dréhou s opakovanymi z&-
chyty pravdépodobné vyznamnych na-
lez( byla drdha nukleotidové excizni re-
parace (NER —geny ERCC2, ERCC3) a geny
z rodiny RecQ helikdz (RECQL4, WRN),
které se ucastni DNA reparacnich pro-
cesl. Souhrnné vysledky nalezl u sku-
piny s podezienim na dédi¢nou predis-
pozici nddoru prsu a/nebo ovaria jsou
uvedeny v tab. 1. Ztrdtové (nonsense,
frame-shift) mutace byly u této skupiny
vysetfenych detekovany v genech: ATM,
FANCI, FANCC, RECQL4 a SBDS.

Patogenni missense mutace byly de-
tekovany v genech FANCA, BRIPT a dale
bylo zachyceno nékolik stfedné riziko-
vych (= 2nasobné zvyseni rizika) mis-
sense mutaci v CHEK2 genu a MCIR
receptoru.

Nové detekovanym nalezem je mis-
sense mutace v genu BRIPT (syno-
nymum FANCJ, BACHT) p.Cys350Tyr
u Zeny s karcinomem prsu (kazuistika 1).
BRIP1 missense mutace p.Cys350Tyr je

Tab. 1. Nalezy u skupiny vysetienych s pievazné nadory prsu, ovaria, délohy, stitné Zlazy a nadory prostaty (28 vysetfenych jedincd).
Patogenni Mozna rizikova
Mutovana draha Gen/RefSeq. mu?ace (?) varianta:
4-1ARC
ATM zdvisld DNA reparacni ATM c.1564G>T/
draha (dsDNA zlomy) NM_000051.3 /p.Glu522*
ATM zavisla DNA repara¢ni ATM €.3849delA/
draha (dsDNA zlomy) NM_000051.3 /p.Thr1284GInfs*9
ATM zavisld DNA reparacni ATM c.3848T>C/
dréha (dsDNA zlomy) NM_000051.3  /p.Leu1283Pro
P CHEK2 c470T>C/
ATM/CHEK2 reparacni draha NM_0071943  /plle157Thr
g A1 CHEK2 c.176C>A/
ATM/CHEK2 reparaéni draha NM_007194.3 /pThrs6Lys

mutace popsana jako kauzalni (jedna ze dvou
rodicovskych alel) u ditéte s Ataxia telangiectasia

stfedné rizikova alela (3krat detekovano)

vysoce konzervovana SQ/TQ doména

Interpretace

PI3K ztratova nonsense mutace

ztratova frame-shift mutace

(PolyPhen2: 0,999; Align-GVGD: C65)
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(28 vysettenych jedinct).

Tab. 1 - pokracovani. Nalezy u skupiny vysetienych s pfevazné nadory prsu, ovaria, délohy, stitné zlazy a nadory prostaty

Mutovana draha

Fanconiho anémie:
reparace kfizovych vazeb

Fanconiho anémie:
reparace kfizovych vazeb

Fanconiho anémie:
reparace kfizovych vazeb

Fanconiho anémie:
reparace kfizovych vazeb

Fanconiho anémie:
reparace kfizovych vazeb

Fanconiho anémie:
reparace kfizovych vazeb

DNA reparace: dsDNA zlomy,
reparace kfizovych vazeb,
homologni rekombinace

DNA reparace: dsDNA zlomy,
reparace kfizovych vazeb,
homologni rekombinace

DNA reparace:
homologni rekombinace

DNA reparace:
homologni rekombinace

NER - nukleotidova excizni
reparace

NER - nukleotidova excizni
reparace

sukcinat dehydrogenéazovy
komplex

RNA metabolizmus

melanocortin-1 receptor

RecQ helikaza
RecQ helikaza
RecQ helikaza

RecQ helikaza

AA - aminokyselina

Gen/RefSeq.

FANCA
NM_000135.2

FANCA
NM_000135.2

FANCA
NM_000135.2

FANCA
NM_000135.2

FANCI
NM_001113
378.1

FANCC
NM_001243
743.1

BRIP1
NM_032043.2

PALB2
NM_024675.3

RAD51C
NM_058216.1

RADS51C
NM_058216.1

ERCC2
NM_000400.3

ERCC3
NM_000122.1

SDHB
NM_003000.2

SBDS

MCI1R
NM_002386.3

RECQL4

RECQL4

(DNA reparace, rekombinace) NM_004260.3

WRN

(DNA reparace, rekombinace) NM_000553.4

WRN

(DNA reparace, rekombinace) NM_000553.4

(DNA reparace, rekombinace) NM_004260.3 /p.Val1003Alafs*29

. Mozna rizi-
Patogenni . .
mutace kova (?) vari-
anta: 4-1ARC
c.1549C>T/
/p.Arg517Trp
c.2939C>T/
/p.Ala980Val
c.1874G>C/
/p.Cys625Ser
c.3263C>T/
/p.Ser1088Phe
c.3853C>T/
/p.Arg1285*
c.455dupA/
/p.Asn152Lysfs*9
c.1049G>A/
/p.Cys350Tyr
C.2993G>A/
/p.Gly998Glu
c.859A>G/
/c.Thr287Ala
¢.335G>C/
/p.Gly112Ala
¢.1703_1704delTT/
/p.Phe568Tyrfs*2
c.2087T>G/
/p.Met696Arg
c487T>C/
/p.Ser163Pro
C.184A>T/
/p.Lys62*
c451C>T/
/p.Arg151Cys
€.3008_3009delTG/
c.212A>G/
/p.Glu71Gly
¢.2059T>G/
/p.Leu687Val
C.2273G>A/
/p.Ser758Asn

Interpretace

mutace popsana jako kauzalni (jedna ze dvou
rodicovskych alel) u zeny s pozdnim projevem
Fanconiho anémie a nadorem prsu [9]

nereportovang, vysoce konzervovana AA
predikce patogenni
(PolyPhen2: 1,00; Align-GVGD: C65)

vysoce konzervovand AA predikce patogenni
(PolyPhen2: 0,99; Align-GVGD: C65)
(2krat detekovano)

vysoce konzervovand AA, predikce patogenni
(PolyPhen2: 0,93; Align-GVGD: C65) - reporto-
vana konfliktni data — (6krat detekovana)

ztradtova mutace

ztratova mutace (OA: triplicita: nador prsu,
CRC nador, melanom)

vysoce konzervovana doména, jeden z vazeb-
nych cysteinG Fe-S domény;
patogenni mutace [3]

konzervovand AA, predikce patogenni
(PolyPen-2: 1,0; Align-GVGD: CO0) - reportovana
konfliktni data (2krat detekovano)

popsan defekt DNA reparace [5] -
reportovana konfliktni data

vysoce konzervovana doména, predikce pato-
genni (PolyPhen2: 1,00; Align-GVGD: C55)

ztratova mutace (2krat detekovano)

vysoce konzervovana doména, predikce:
Align-GVGD: C65; PolyPhen2: 0,157

zdména popsana jako pficina,Cowden like”
syndromu [23] - reportovéna konfliktni data

ztrdtova nonsense mutace
stiedné rizikova alela (4krat detekovano)

ztratova mutace

predikovan aberantni sesttih
(=55 % pro nativni misto sesttihu)

predikovén vznik kryptického mista sestfihu

predikovan aberantni sesttih
(=20 % pro nativni misto sesttihu)
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lokalizovana v jednom ze Ctyf vazebnych
cysteinl Fe-S domény a je naprosto ztra-
tova pro helikazovou funkci BRIPT [3].
BRIP1 helikdza interaguje s komplexem
BRCA1/BRCA2/RAD51/PALB2 a je ne-
zbytna pro reparaci dsDNA zlom0 a ho-
mologni rekombinaci. BRIPT mutace
p.Cys350Tyr zatim nebyla popsana ger-
minalné, ale ztratové mutace v genu
BRIP1 jsou asociovany s predispozici
k nadorlim prsu [4].

U nékterych jedincl bylo nalezeno né-
kolik patogennich a potencidlné pato-
gennich variant, zatimco u jinych byly pfi-
tomny pouze bézné (nizkorizikové) nalezy.

U pacientky (ro¢nik 1977) s nadorem
ovaria ve 29 letech a pozdéjsi diagnézou
nadoru $titné Zlazy byla detekovéana
ztratova mutace v genu ATM c.3849delA,
pficemz nadory vaje¢nikll nepatii do ty-
pického spektra nador( u ztratovych
ATM mutaci. U této pacientky viak byla
zaroven zachycena missense mutace
v genu RAD51C p.Thr287Ala, ktera byla
popsana jako rizikovd mutace na za-
kladé funk¢niho testu [5,6]. RAD51C
je protein funkéni v procesech homo-
logni rekombinace a DNA reparace spfa-
zené s homologni rekombinaci. Pato-
genni mutace v genu RAD51C/FANCO
jsou popisovany predevsim v souvis-
losti s HBOC fenotypem v postizenych
rodindch a v pfipadé homozygotni nebo
bialelické mutace s projevy recesivniho
syndromu Fanconiho anémie (FA) [7].
A pravé mutace v genu RAD51C jsou
Castéji pritomny u ovarialnich nadort
a mohlo by se v tomto pfipadé jednat
o vyznamny modifikacni faktor. Analyza
probandek s karcinomem ovaria z HOC
a HBOC rodin v CR prokéazala pfitomnost
patogennich mutaci v genech RAD51C
a RAD51D u 3 % vysetfovanych [8].

Jinym pfikladem vicecetnych ndlezl
je Zzena (ro¢nik 1970) s nadorem prsu
v 32 letech s missense mutaci ve vy-
soce konzervované doméné genu ATM
p.Leu1283Pro, ktera byla jiz dfive zachy-
cena jako jedna z rodi¢ovskych alel u di-
téte s recesivnim syndromem Ataxia
Telangiectasia (Ataxia-Telangiectasia da-
tabaze). Jako dalsi rizikovd mutace byla
u této Zeny missense mutace v genu
FANCA p.Arg517Trp, kterd se opét na-
chazi ve vysoce konzervované doméné
a byla zachycena germinélné jako druhd

Kazuistika 1. Kazuistika pacientky s BRIP1 mutaci.

Osobni anamnéza: Pacientka MP nar. 1961, zemrela 2007. Ve 44 letech byla dg. kar-
cinomem prsul. sin, inv. duktalni G3, vysoka proliferace, triple negativni, T1, SNB po-
zitivni, MO. Parcidlni mastektomie. Po roce recidiva tumoru v oblasti nadkli¢ku, krku
i prsu. CHT bez efektu. Karcinomatéza mening.

Rodinna anamnéza: Matka a jeji rodina bez onkol. onemocnéni. Otec zemfel na
IM, sestra otce zemfela v 55 letech na nador prsu, matka otce zemfela v 63 letech na
nador malé panve, otec otce zemrel v 70 letech na karcinom slinivky, nekurak.
Sestra JH nar. 1962, v dobé testovani v roce 2007 zdrav4, v roce 2014 v 51 letech kar-
cinom prsul. sin, invazivni NST s apokrinni diferenciaci, stfedni proliferacni aktivita,
triple negativni, T2 N1 MO. Jeji syn zemfel na neuroblastom ve dvou letech.

Historie genetického testovani v rodiné: Testovani BRCA1/2 genl v roce
2007 u pacientky MP — negativni; v roce 2014 testovani u sestry JH na TP53 a CHEK2 -
negativni. JH zafazena do testovani pomoci TruSight Cancer Panel (lllumina): vy-
sledky testovani NGS u pacientky JH: BRIP1/c.1049G>A/p.Cys350Tyr, patogenni mu-
tace. Zdména se nachdzi ve vysoce konzervované Fe-S doméné BRIP1 proteinu,
ktera je nezbytna pro helikdzovou funkci proteinu.

Segregacni analyza: Dalsi testovani v rodiné: mutace segreguje s onemocné-
nim v rodiné, BRIP1 pfenasecka je i sestra PM s ca prsu v 44 letech, mutaci zdédily
od svého otce (matka mutaci nenese), jehoz sestra zemfiela na ca prsu v 55 letech
a jehoz matka zemfela na nddor malé panve v 63 letech.

Zhodnoceni: BRIP1(BACH1/FANC-J) mutace je velmi pravdépodobné pficinou dé-
di¢né dispozice k nadorlim prsu v rodiné. Nenijasné, zda mutace v genu BRIPT mohla
souviset s onemocnénim neuroblastomem u syna JH.

Odhad rizika: Gen BRIP1 je genem stiedné zvyseného rizika nador( prsu (2-5krat),
je uvadéno vysoké riziko nadoru vajec¢nik (az 8krat), mozné je i riziko jinych nadord.
Doporuceni: Nejsou zndma preventivni doporuceni u nosi¢stvi mutace v genu
BRIP1. Prediktivni testovani v rodiné je vhodné.

Kazuistika 2. Kazuistika pacientky s FANCI mutaci.

Osobni anamnéza: Pacientka BM, nar. 1992, v 17 letech 2009 trombéza PDK, plicni
embolie, byla v té dobé nemocnd, leZela, uzivala HAK. Zjisténa Leidenska mutace,
heterozygot. Warfarin asi rok. Nahlé bolesti bficha, zvraceni, zhubla asi 2 kg, UZ. Zjis-
tén nador hlavy pankreatu. Operace ve FN Brno 3/14, resekce hlavy pankreatu, his-
tologicky pseudopapilarni neoplazie, prekanceréza. Bez dalsi |é¢by. Dfive potize se
slinivkou a trdvenim neméla. Vy3etfeni na endokrinologii, UZ Stitnice a pfistitnych
télisek bpn, CT bficha, nadledviny v pofadku. Prolaps mitralni chlopné zjistén ve
13 letech, jen sledovani.

Rodinna anamnéza: Matka zdrav4, jeji rodina bez onkol. onemocnéni. Otec zdrav,
matka otce nador prsu v 47 letech, karcinom slinivky v 67 letech, kufék, zemfela, jeji
sestra nador prsu asi mezi 40 a 50 lety. Jeji bratr nddor prostaty, jeji otec nador kolo-
rekta v 76 letech. Otec otce nador plic, kufék, jeho bratr nddor slinivky, kurak.

Historie genetického testovani v rodiné: U probandky testovani BRCA1/2 gen(i -
nalezena missense varianta v genu BRCA2 c.8851G>A/p.Ala2951Thr, kterd je klasifi-
kovéna jako varianta nejasného klinického vyznamu, na zékladé pravdépodobnost-
niho proteinového modelu pravdépodobné neutrdini.

Vysledky testovani NGS u probandky: TruSight Cancer panel, lllumina: heterozy-
gotni mutace v genu FANCI c¢.3853C>T/p.Arg1285%, inaktivujici patogenni mutace.

Zhodnoceni: U probandky nebyla zjisténa jednoznacna pf¥icina nadoru slinivky,
dédi¢ny nadorovy syndrom. Gen FANCI je povazovan za gen mirného rizika nadoro-
vych onemocnéni. Jeho vztah k nadoru u probandky neni jasny. Prediktivni testo-
vani je sporné. Preventivni sledovani je mozné dle rizika rodinné anamnézy.
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Tab. 2. Nalezy u skupiny vysetfenych s pfevazné kolorektalnimi nadory polyp6znimi i nepolyp6znimi a nadory GIT (10 vysetfie-
nych jedinca).
Patogenni Mozna rizikova
Mutovana draha Gen/RefSeq. must,ace (?) varianta:
4-1ARC
ATM zavisld DNA reparacni ATM c.6067G>A/
draha (dsDNA zlomy) NM_000051.3 /p.Gly2023Arg
s CHEK2 c470T>C/
ATM/CHEK2 reparacni draha NM_0071943  /pllel57Thr
BER - bazova excizni MUTYH c.536A>G/
reparace NM_001128 /p-Tyr179Cys
P 425.1 p-lyri/oty
Fanconiho anémie: FANCA c.2151G>T/
reparace kfizovych vazeb NM_000135.2 /p-Met717lle
Fanconiho anémie: FANCA €.3263C>T/
reparace kfizovych vazeb NM_000135.2 /p.Ser1088Phe
c.809_817del/
MENT1 =
MEN1 dréha /p.Trp270_Leu-
NM_000244.3 272del
sukcinat dehydrogendzovy SDHB c.487T>C/
komplex NM_003000.2 /p.Ser163Pro
DNA reparace: PALB2 c.2816T>G/
homologni rekombinace NM_024675.3 /p.Leu939Trp
DNA reparace: PALB2 C.2993G>A/
homologni rekombinace NM_024675.3 /p.Gly998Glu
»mismatch” reparace MSHé6 C.2932C>A/
chybného pérovani bazi NM_00179.2 /p.GIn978Lys
,mismatch” reparace PMS2 5
chybného parovnibézi  NM_0005355 S21>A/pMetl:
,mismatch” reparace PMS2 c.2521delT/
chybného parovani bazi NM_000535.5 /p.Trp841Glyfs*10
c.740_743delin-
STK11 (LKB1; serin treonin STK11 STCAC/
kindza 11) signalni dréha NM_000455.4 /p.Asn247_lle-
248delinslleThr
TV TSC2 c.1820C>T/
TSC2 signdlni draha NM_000548.3 /p.Ala607Val
AA - aminokyselina

(PolyPhen2: 1,0; Align-GVGD: C0) - reportovana

Interpretace

nepopsana, vysoce konzervovana doména,
predikce patogenni (PolyPhen2: 1,0;
Align-GVGD: C25)

stiedné rizikova alela (2krat detekovano)

Casta patogenni mutace evropské populace

predikovan aberantni sestfih
(55,7 % pro nativni misto sestfihu)

vysoce konzervovand AA, predikce patogenni
(PolyPhen2: 0,93; Align-GVGD: C65) - reporto-
vana konfliktni data

Jin-frame” delece ve vysoce konzervované do-
méné, popsana u pacientt s MEN1 syndromem

zaména popsana jako pfi¢ina,Cowden like”
syndromu [23] - reportovéna konfliktni data

¢aste¢né narusuje PALB2-RAD51C-BRCA2 kom-
plex [24] - reportovana konfliktni data

vysoce konzervovand AA, predikce patogenni

konfliktni data
nepopsand, vysoce konzervovana AA, predikce
patogenni (PolyPhen2: 1,0; Align-GVGD: C55)
translacni inicia¢ni kodon - ztratovéd mutace
(dité s CRC ve 14)

ztratovad mutace ve vysoce konzervované
C-terminalni doméné (dité s CRC ve 14)

nepopsand, 2 missense varianty ve vysoce kon-
zervované katalytické doméné (Align-GVGD:
C65/C65; Polyphen2: 0,94/0,624); OA: triplicita:
nador prsu, CRC nador, melanom

predikce aktivace kryptického mista sestfihu (?)

alelickd mutace v némecké populaci
u Zeny s relativné pozdnimi projevy FA
(AML po 40. roce véku) a s nadorem prsu
ve 37 letech [9].

U pacientky s nddorem slinivky (ro¢-
nik 1992) s rodinnou anamnézou kar-
cinomu prsu a karcinomu slinivky byla
zachycena nonsense mutace v genu

FANCI p.Arg1285* (kazuistika 2). Auto-
zomalné recesivni syndrom FA je zpu-
soben bi-alelickymi mutacemi v FA ge-
nech. Relativni riziko u heterozygotnich
nosic¢t mutace v nékterém z FANC genl
je znacné variabilni [10]. Mutace v genu
FANCI jsou celosvétové velmi vzacné, ri-
ziko solidnich nadorl u heterozygotnich

nosi¢t ve FANCI genu neni znamo (LOVD
Fanconi anemia database [11]).

Pacienti s podezienim na HNPCC
nebo FAP

Ve skupiné 10 pacientl s podezienim na
dédi¢nou predispozici nadoru k nddoru
kolorekta bez detekované kauzélni mu-

540
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tace vgenech MLH1, MSH2, MSH6 (nepo-
lypo6zni kolorektéalni karcinom) nebo APC
(familidrni polypézni syndrom) byly de-
tekovany patogenni mutace v reparacni
dréze bazové excizni reparace BER (gen
MUTYH zpUsobujici autozomalné rece-
sivni formu polypdzy), stredné rizikové
mutace v genu CHEK2 a ,in-frame” de-
lece vgenu MENT c.809_817del, ktera jiz
byla popsana u jedincd s MENT syndro-
mem [12] a v nasi studii byla zachycena
u mladého muze (ro¢nik 1986) s rodin-
nou anamnézou nadoru kolorekta, gas-
trinomu a nadoru zaludku. Souhrnné vy-
sledky ndlezd u skupiny s podezienim
na dédi¢nou predispozici k nadorlim
GIT jsou uvedeny v tab. 2. Je zde zafa-
zena také Zena (ro¢nik 1946) s triplicitou:
duplicitni nador prsu (52, 62 let) s ade-
nokarcinomem tlustého stfeva a ma-
lignim melanomem, ktera byla jako je-
dind zafazena v obou vyse zminénych
skupinach. U pacientky byla deteko-
vana frame-shift mutace v genu FANCC
c.455dupA (tab. 1) spolu s pravdépo-
dobné patogenni in/del mutaci v genu
STK11 (synonymum LKBT1) ¢.740_743de-
linsTCAC/p.Asn247_lle248delinslle-
Thr nachazejici se ve vysoce konzervo-
vané katalytické doméné STK11 kinazy
(tab. 2). V tomto pfipadé mizeme spe-
kulovat, Ze FANCC mutace je pravdépo-
dobnym rizikovym faktorem predispo-
zice k nddoru prsu a STK71 mutace ke
vzniku adenokarcinomu.

U ditéte (chlapec, ro¢nik 1999) dia-
gnostikovaného s kolorektalnim karci-
nomem ve 14 letech byly detekovany
dvé patogenni mutace v genu PMS2 (ka-
zuistika 3). Inaktivujici PMS2 mutace
c.2T>A v inicia¢nim kodonu pro metio-

Kazuistika 3. Kazuistika pacienta s bialelickou PMS2 mutaci.

Osobni anamnéza: Pacient BD, nar. 1999, byl diagnostikovédn nadorem sestupného
tracniku ve 14 letech, nador bifokalni, adenokarcinom G2, pT2 pN1a MO, stadium IlIA.
Provedena levostranna hemikolektomie, prelé¢en chemoterapii FOLFOX.

Rodinna anamnéza: Mladsi bratr zdravy. Otec zdrdv, jeho sestra zdrava. Matka
1980 zdrava, bratr jejiho otce zemrel na karcinom v 56 letech, dg. neni zndma.

Historie testovani: Pii standardnim testovani MLH1, MSH2 a MSH6 zjisténa varianta
nejasného vyznamu v MSH6 genu/c.3217C>T/p.Pro1073Ser. Je klasifikovéna jako
varianta class 3 v databazi InSIGHT.

Vysledky testovani NGS u probanda: TruSight Cancer panel, lllumina: zjisténa bi-
alelicka mutace v genu PMS2: PMS2/c.2521delT, frame shift mutace p.Trp841Glyfs*10;
a inaktivujici PMS2 mutace c.2T>A v iniciacnim kodonu pro methionin: p.Met1?,
ktera je patogenni mutaci znemoziujici syntézu proteinu.

Zhodnoceni: U probanda byl potvrzen dédi¢ny syndrom konstitu¢niho deficitu mis-
match opravného systému (CMMR-D), ktery je zpUsoben bialelickou mutaci v genu
PMS2. Tento syndrom je spojeny s vysokym rizikem hematologickych malignit, aty-
pickych nadort mozku a ¢asnymi nadory kolorekta. Mohou byt kozni ptiznaky ve
formé café-au-lait.

Doporuceni: Je nutnad Uprava dalsiho preventivniho onkologického sledovani
u probanda. Déle je nutné prediktivni testovani bratra, obou rodic¢li i vzdalenych
pfibuznych k predikci HNPCC (hereditary nonpolyposis colorectal cancer — dédi¢na
forma nepolypdzniho karcinomu tlustého streva).

nin p.Met1? je patogenni mutaci zne-
moznujici syntézu proteinu. Druhou de-
tekovanou PMS2 mutaci je c.2521delT,
kterd zpUsobuje posun ¢teciho ramce
(frame-shift) a prfedcasnou terminaci
translace v C-termindlni dimeriza¢ni do-
méné PMS2 proteinu, ktera je klicova pro
vazbu s MLH1 proteinem [13]. Bialelické
mutace v PMS2 genu zplsobuji zavaz-
nou MMR deficienci s manifestaci intes-
tindlnich nador( v détském véku [14].

Pacienti se sarkomy
nebo nadory mozku
V tab. 3 je uveden souhrn nalez(i u sku-
piny péti pacientd s diagnézami sar-

komu nebo nadory mozku bez deteko-
vané mutace v genu TP53. Bezpochyby
vyznamnym nalezem je missense mu-
tace v genu ATM p.Asn2875Ser, kde
Asn2875 je katalytickou aminokyselinou
v aktivnim misté PI3K domény, a bylo
experimentalné prokdzano, Ze substi-
tuce za jinou aminokyselinu (Asn > Lys,
Asn > Ser) inaktivuje kindzovou aktivitu
ATM [15,16]. ATM mutace p.Asn2875Ser
zatim nebyla germinalné popsana (ka-
zuistika 4).

Pacienti s riznymi typy nadori
V tab. 4 jsou uvedeny souhrnné vysledky
u osmi pacientl s riznymi druhy nadoru

Tab. 3. Nalezy u skupiny vysetfenych s prevazné sarkomy nebo nadory mozku (5 vysetienych jedincu).

AA - aminokyselina

_ Patogenni = Mozna rizikova (?)
Mutovana draha Gen/RefSeq. mutace varianta: 4-IARC
ATM zdvisld DNA reparacni ATM c.8624A>G/

draha (dsDNA zlomy) NM_000051.3 /p.Asn2875Ser

Fanconiho anémie: FANCA €.3263C>T/
reparace kfizovych vazeb NM_000135.2 /p.Ser1088Phe
cyclin dependentni CDK4 c.625C>T
kinazy 4/6 NM_000075.3 p.Arg209Cys

vysoce konzervovand AA, predikce patogenni
(PolyPhen2: 0,93; Align-GVGD: C65) —

vysoce konzervovana katalyticka doména
(PolyPhen2: 0,26; Align-GVGD: C65)

Interpretace

PI3K inaktivujici mutace [15]

reportovana konfliktni data
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Kazuistika 4. Kazuistika pacienta s ATM mutaci.

Osobni anamnéza: Pacient CD, nar. 1975, v 7 letech |é¢en pro rhabdomyosarkom
pénve, operace, CHT a RT ve Francii, recidiva a reoperace s endoprotézou kycle,
ve 31 letech 2006 svétlobuné¢ny karcinom ledviny|l. dx, Furman nuclear grade 1,
T1 bNO MO. Nefrektomie radikalnil. dx v MOU.V roce 2014 v 39 letech svétlobunéény
karcinom . sin, parcialni nefrektomie. Dale zjistény opakované polypy tlustého
streva, tubuldrni adenom, smiseny polyp, opakované polypektomie laparoskopicky.
Rodinna anamnéza: Rodina ve Francii: otec Grawitz ve 46 letech, bratr otce nador
ledviny v 46 letech, polymorfni (clear cell tubulopapillary) a leukemie, zemiel v 50 le-
tech, dalsi bratr otce karcinom tlustého stfeva v 55 letech, sestra otce karcinom sli-
nivky. Rodice otce bez onkol. onemocnéni.

Historie genetického testovani v rodiné: Testovani u otce a jeho rodiny ve Francii:
VHL, Birt-Hogg-Dube syndrom, HNPCC - negativni.

Vysledky testovani NGS u probanda: TruSight Cancer panel, lllumina: heterozy-
gotni mutace v genu ATM c.8624A>G/p.Asn2875Ser, inaktivujici PI3K doménu,
patogenni mutace; heterozygotni missense varianta v genu FANCA c.3263C>T/
/p.Ser1088Phe, varianta nejasného vyznamu s predikovanym patogennim efektem.

Segregacni analyza: Vysledky testovani prfedany rodiné ve Francii.

Zhodnoceni: Heterozygotni mutace v genu ATM patii mezi stredné rizikové, hete-
rozygotni mutace v genu FANCA fazeny k aleldm nizkého rizika vzhledem k nado-
rové predispozici. Nelze jednoznacné fici, zda jsou pri¢inou nadorovych onemoc-
néni, je vhodna segregacni analyza ve Francii.

Odhad rizika: U heterozygotl ATM mutace bylo popsano vyssi riziko vzniku na-
dorl prsu u zen 2-3krat, pro zeny do 50 let az 5krat, zvysené riziko mize byt i pro
jiné typy nador(. Nékteré studie popisuji mozné vyssi riziko nadort jicnu, kolorekta
a zaludku. U Zen je uvadéno riziko pro jiné typy nadort asi dvojnasobné, u muzi asi

1,3nasobné.

Doporuceni: Prevence u piibuznych vhodna dle rodinné anamnézy.

s pravdépodobnou genetickou predis-
pozici, ktefi jiz byli dfive vy3etfeni na
mutace v rGznych genech (dle diagnézy
TP53, MLH1, MSH2, MSH6, FLCN, VHL, RB1)
bez ndlezu kauzalni patogenni mutace.

U mladé Zeny s rodinnou anamné-
zou maligniho mezoteliomu a uveélniho
melanomu byla detekovana frame-shift
mutace v genu BAPT: c.217delG (kazuis-
tika 5). Gen BAPT kéduje ubikvitin-kar-
boxyterminalni hydroldzu, kterd se na-
chazi v komplexu s BRCA1 proteinem
a Ucastni se DNA reparacnich procesu,
regulace transkripce a bunéc¢né prolife-
race. Mutace v genu BAPT byly popsany
u autozomélné dominantniho nadoro-
vého syndromu, ktery je asociovan pre-
devsim s vyskytem maligniho mezote-
liomu a uvealniho melanomu [17].

U pacienta s karcinomem ledviny
v 51 letech byla detekovéna pato-
genni missense mutace v genu SDHB
p.Arg242His, kterd se nachdzi ve vy-
soce konzervované Fe-S doméné

SDHB proteinu. Jedna se o jiz dfive
popsanou mutaci u pacientll s dia-
gndézou feochromocytomu, paragan-
gliomu a GIT stromélnich tumord (LOVD
databaze, [18]).

Pti analyze 94 genl je u kazdého je-
dince detekovano také velké mnozstvi
variant nejasného vyznamu (IARC klasifi-
kace UV-3, nejasného vyznamu - neklasi-
fikované [19]) a frekven¢né ¢astych nizko
rizikovych polymorfnich variant. Tyto va-
rianty vsak maji minimalni klinickou vyu-
Zitelnost [20] a v tomto stru¢ném sdéleni
nebudou rozebirany.

Diskuze

Technologie NGS v soucasné dobé
pfechdzi z vyzkumu do diagnostické
praxe. Rutinni klinické vyuziti vyzaduje
vysokou senzitivitu, vysokou specificitu,
pokud mozno jednoduchost pfipravy
sekvenacnich knihoven, cenovou pfija-
telnost a uzivatelsky zvladnutelnou ana-
lyzu dat.

Genetické testy by mély byt hodno-
ceny na zakladé analytické validity, kli-
nické validity a klinické vyuzitelnosti[20].

Analyticka validita vyjadiuje stupen
citlivosti a specificity testu, zda spravné
vyhodnoti pfitomnost nebo nepfitom-
nost mutace (varianty) ve vysetfovaném
genu. Nezbytné je dostate¢né pokryti
(min. 50krat v pfipadé germinalnich mu-
taci) kédujicich oblasti analyzovanych
genl vcetné sestfihovych mist v intro-
nech (min. = 20 bp). S klesajicim pokry-
tim narlstd mnozstvi faleSné pozitivnich
zachyta.

Pfi detekci patogenni germinalni mu-
tace v pfipadé, Ze tyto vysledky maji
byt pouzity ke klinickym Gceltm, je ne-
zbytny prikaz jeji pfitomnosti Sangero-
vym sekvenovanim a potvrzeni z neza-
visle izolovaného vzorku DNA (nejlépe
z nového odbéru). To zahrnuje navoleni
primerG specifickych pro analyzovanou
oblast, optimalizaci podminek amplifi-
kace a sekvenovani ,klasickou” Sange-
rovou metodou. Tyto primery jsou pak
dale vyuzity pro segregacni analyzu
v postizené rodiné.

V pfipadé detekce missense variant
s ,pouze” predikovanym patogennim
efektem jsou zapotfebi dalsi analyzy,
jako je segregacni analyza, funkéni testy
zamérené na funkéni domény s pFitom-
nosti detekované varianty, analyza se-
stfihu na mRNA drovni u predikovanych
sestfihovych mutaci.

U GC bohatych oblasti ¢asto dochazi
kchybnémualignmentu (mapovaninare-
feren¢ni sekvenci) az k UpInému vypadku
analyzovanych sekvenci (V TruSight Can-
cer panelu je to markantni napf. u gent
PHOX2B nebo CDKN1C). Je proto ne-
zbytné kontrolovat nejen detekované
varianty, ale je tfeba brat v Gvahu také
nepokryté Useky analyzovanych genu
a v pripadé indikace vysetfeni téchto
gen(, doplnit vysetieni chybéjicich ob-
lasti alternativni metodou.

Z nasich zkusenosti jsou NGS tech-
nologie méné citlivé na rozsahlejsi de-
lece/duplikace presahujici cca 10 pard
bazi. Obecné ale nelze definovat pouze
rozsah, protoze zalezi na sekvenci ana-
lyzovaného Usekl a lokalizaci delece/in-
zerce vzhledem k pozici oligonukleo-
tidG hybridizujicich na cilené sekvence
(u enrichment/hybridiza¢niho postupu).
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Tab. 4. Nalezy u skupiny vysetfenych s rGznymi druhy nadort s pravdépodobnou dédi¢nou predispozici (8 vysetienych jedinci).

Mutovana draha

BRCAT1 regulovana
ubiquitin-signalni
draha

E-cadherine draha

nazovy komplex

NER - nukleotidova
excizni reparace

NER - nukleotidova
excizni reparace

,mismatch”
reparace chybného
parovani bazi

cyclin dependentni
kinazy 4/6

RET signélni draha

AA - aminokyselina

sukcinat dehydroge-

Gen/RefSeq.

BAP1
NM_004656.2

CDH1
NM_004360.3

SDHB
NM_003000.2

XPC
NM_004628.4

ERCC4
NM_005236.2

MSH6
NM_00179.2

CDK4
NM_000075.3

RET
NM_020975.4

Patogenni
mutace

c.217delG/
/p.Asp73
Metfs*5

c.725G>A/
/p.Arg
242His

c.2556C>G/
/p.lle852Met

Rizikova (?) Osobni (OA)/

varianta: Interpretace /rodinna (RA)
4-1ARC anamnéza
RA: maligni mezo-
ztratova mutace v BAP1 ubiquitin teliom (Dg. 45),
hydrolaze uvealni melanom (Dg. 22),
nador hlavy (Dg. 40)
€1034T>C/ nepopsan.a, konzervovarlwa OA:' enchodrom (Dg. 8),
/oNal345A1a AA predikce patogenni glioblastom (Dg. 28),
P: (PolyPhen2: 0,87, Align-GVGD: C65)  karcinom jater (Dg. 32)
postihuje vysoce kolnzervovanou OA: nador ledvin
Fe-S doménu, (Dg.51)
patogenni mutace 9
c.1780C>T/ vysoce konzervovand AA, OA: Ewinglv nador
/p.Arg594Cys predikce patogenni ledvin (Dg. 33)
vysoce konzervovana AA,
c. 1135C>T/ predikce patogenni OA: glioblastom (Dg. 49);
/p.Pro379Ser (PolyPhen2: 1,0; RA: CRC (Dg. 50, 58, 82)
Align-GVGD: C65)
c.1999G>C/ vysoce konzervovand AA, OA: glioblastom (Dg. 49);

predikce patogenni

/PASPEBTHIS 51 Phen2: 1,0; Align-GVGD: C65)

RA: CRC (Dg. 50, 58, 82)
vysoce konzervovana
katalytickd doména
(PolyPhen2: 0,58; Align-GVGD: C0)

Cc.629G>A/
/p.Arg210GIn

OA: nador ledvin
(Dg. 35)

OA: retinoblastom (Dg. 6);

ATA - class A mutace [25] RA: nador ledvin

Kazuistika 5. Kazuistika pacientky s BAP1 mutaci.

Osobni anamnéza: Pacientka LS, nar. 1985, hypertenze |lé¢ena od 27 let, hypercholesterolemie. Odstrafiovana kozni znaminka.

Rodinna anamnéza: Matka zemfrela ve 45 letech na plicni embolii, maligni mezoteliom pleury v 44 letech, nekurak, bez kontaktu
s azbestem. Bratr matky zemfel v 45 letech, maligni mezoteliom peritonea, kufak. Matka matky melanoblastom oka v 22 letech, jeji
matka zemfela na nador hlavy asi ve 40 letech.

Historie genetického testovani v rodiné: Testovani u probandky (nikdo znemocnych nezije) na TP53 a CDKN2A mutace negativni.

Vysledky testovani NGS u probandky: TruSight Cancer panel, lllumina: mutace v genu BAP1 c.217delG/p.Asp73Metfs*5. Jedna se
o vysoce rizikovou mutaci, kterd je pficinou dédi¢ného nddorového syndromu BAP1.

Segregacni analyza: Nikdo z nemocnych pfibuznych nezije. U tety a sestry bylo provedeno prediktivni testovani BAPT mutace,
vysledek byl negativni.

Zhodnoceni: BAP1 nddorovy syndrom je autozomalné dominantné dédi¢ny syndrom s vysokym rizikem vzniku maligniho mezote-
liomu, uvedlniho melanomu, kozniho melanomu (v¢etné MBAIT — melanocytic BAP1-mutated atypical intradermal tumor), nador
ledvin, ale i jinych nadord, jako jsou nadory prsu, vaje¢niki, prostaty, slinivky, meningeomy.

Dispenzarizace v MOU: UZ prsou po pdl roce stfidavé s MRI prsou/nebo celotélovym MRI (véetné MRI mozku). Specializované
kozni, o¢ni kontroly véetné o¢niho pozadi po pul roce, gynekologické kontroly véetné UZ, od 45 let kolonoskopie po péti letech.
V roce 2014 v rdmci dispenzarizace v 29 letech dg. maligni melanom zad, Clark lll/Breslow 1, bez ulcerace T1 NO MO. Klinické sta-
dium IA. Excise mimo MOU, reexcise v MOU, SNB axily vlevo.

Zaveér: Testovanim u zdravé pfibuzné potvrzen vzacny dédi¢ny nadorovy syndrom BAP1. Diky dispenzarizaci ¢asné diagnostikovan
maligni melanom, bez nutné dalsi [é¢by. Nikdo dalsi v rodiné neni pfenase¢em patogenni BAPT mutace.
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Se zvysujicim se rozsahem delece/dupli-
kace klesd podil zastoupeni alely s deleci
v celkovém pokryti. Enrichment/hyb-
ridiza¢ni postup je vyrazné specific-
t&jsi nez amplifika¢ni pFiprava knihovny
a omezuje zanaseni chyb v pribéhu
amplifikace [21].

Dalsi problematickou oblasti jsou
geny s pseudogeny. V analyzovaném
souboru jsme fesili prikaz deteko-
vané pfitomnosti mutace v genech
PMS2 a SBDS. V téchto pfipadech neni
mozna pfima amplifikace analyzova-
nych usekl z dlvodl vysoké homolo-
gie mezi genem a jeho pseudogeny.
V pfipadé genu PMS2 jsme pfi potvr-
zeni obou mutaci mohli vyjit z publiko-
vaného zdroje a optimalizovat ,nested”
PCR s publikovanymi primery [1]. V pfi-
padé nonsense mutace v genu SBDS
C.184A>T/p.Lys62* byla situace slozi-
téjsi. Homologie mezi SBDS genem
a pseudogenem SBDSP1 je 97 % a navic
v pozici 184 pseudogenu je T jako stan-
dardni nukleotid (SBDSP7: NR_024110.1:
n.647T;g9.72301327T). Jiz pfi prvotni
pfimé amplifikaci exonu 2 bylo ze srov-
nani vzorku pacientky a nékolika kon-
trolnich vzork( patrné, Zze zastoupeni
c.184A>T odpovida 50 % u kontrolnich
vzorkl a cca 75 % u vzorku pacientky
a zéaroven byly ve vsech vzorcich pfi-
tomny Ctyfi dalsi varianty odpovidajici
sekvenci SBDSP1 pseudogenu. Ke spe-
cifické amplifikaci exonu 2 jsme pouzili
publikované vnéjsi primery [2] a vnitini
primery pro ,nested” PCR jiz byly navo-
leny softwarem LightScanner Primer
Design (Idaho Technology Inc.). Timto
zpUsobem bylo mozné ziskat produkt
specificky pouze pro exon 2 SBDS genu
bez sekvence pseudogenu.

Klinicka validita zahrnuje hodno-
ceni vyznamnosti detekované varianty
a odhad miry rizika pro nosice této va-
rianty. Odhad miry rizika genetickych
nalezl je klicovy pro klinickou vyuzi-
telnost panelového testovani, které by
mélo vést k individualnimu doporuceni
pro plan preventivniho sledovani, cilené
medikaci nebo chirurgickym profylaktic-
kym zékrokdm, které mohou riziko na-
dorového onemocnéni snizit.

Abychom mohli stanovit klinickou va-
liditu, musime znat odpovéd na tyto za-
kladni otazky [20]:

+ Jsou mutace v konkrétnim genu aso-
ciovany s nddorovou predispozici?

- Které varianty nebo skupiny variant
jsou rizikové mutace a pro které typy
nador(?

- Jakd je vySe nadorové predispozice
vzhledem k incidenci onemocnéni?

V oblasti klinického hodnoceni je
nutné vychazet z vysledkl biologického
hodnoceni nalezené varianty, ze segre-
gacnich studii azdosavadnich klinickych
znalosti o uvedeném genu. U nosicl vy-
soce rizikovych patogennich mutaci
v genech velkého Ucinku (vyssi nez Ctyfi-
nasobné riziko vzhledem k bézné po-
pulaci: napf. mutace v genech TP53,
BRCA1, BRCA2, CDH1, MLH1, PTEN, APC
atd.) Ize navrhnout dispenzarizaci no-
sicli dle platnych doporuceni. V pfipadé
neznamé klinické validity neni vhodné
nabizet prediktivni testovéani zdravych
pfibuznych, ale odhadnout riziko a na-
vrhnout prevenci dle rodinné anamnézy.

Pro fadu genu z TruSight panelu ale
zatim nebyla doporuceni stanovena
a mira relativniho rizika pro heterozy-
gotni nosi¢e mutaci je nejasna.

Dispenzarizace u stfedné rizikovych
genu vétsinou zatim nebyla navrzena
ani publikovana. Incidence stfedniho ri-
zika je uvadéna jako cca 2-4ndsobna
v porovnani s rizikem primérné popu-
lace [22]. Kumulaci ziskanych dat (v rdmci
multicentrickych studii) o stfedné ri-
zikovych genech je mozné postupné
odhalit predpokladdanou vysi a spekt-
rum nadorovych rizik a navrhnout roz-
sah preventivni péce. Zatim je mozné se
opfit o publikované informace jednotli-
vych studii, a pfedevsim o empiricka ri-
zika v testované rodiné.

Odhad rizika zalozeny na analyzach
v pfisné selektované vysoce rizikové
skupiné rodinnych pfipadd nemusi vzdy
odrazet spravnou hodnotu pridmérného
rizika u nosi¢l v bézné populaci [20].
V soucasné dobé chybi pro nasi populaci
srovnavaci vysledky analyz v dostate¢né
velké kontrolni skupiné — zdravé vékové
starsi populaci bez nddorové predispo-
zice v osobni nebo rodinné anamnéze.

Detekce nizkorizikovych mutaci a ¢as-
tych polymorfnich variant, u kterych je
uvadéna spise modifikace rizika, nemaji
z klinického hlediska uplatnéni. Na vel-

kych genovych panelech jsou jich deteko-
vany desitky a jsou s podobnou frekvenci
detekovany také u kontrolnich vzork.

U nosic¢a patogennich mutaci v ge-
nech pro zndmé recesivni syndromy (FA,
AT, XP, aj.) je vhodné zvazit podani infor-
mace o mutaci z divod mozného vy-
skytu tohoto syndromu v dalsich ge-
neracich. Frekvence nosi¢stvi mutaci
v téchto genech je vsak velmi vzacna
a pravdépodobnost autozomalné re-
cesiniho syndromu v dalSich generacich
je nizka. Proto dosud neni jasny pfistup
k této problematice a je vhodné postu-
povat individualné.

Zaveér

Témér u poloviny z vysetienych jedinct
byly detekovany patogenni nebo prav-
dépodobné patogenni (IARC-4) mutace
v nékterém z analyzovanych gen(. Ztra-
tové (nonsense, frame-shift) mutace
byly detekovany v genech: ATM, BAPI,
FANCI, FANCC, PMS2, RECQL4, SBDS. Dale
bylo nalezeno nékolik s vysokou pravdé-
podobnosti patogennich missense va-
riant nebo ,in-frame inzerci/deleci v ge-
nech: ATM, BRIP1, CDH1, CHEK2, ERCC2,
ERCC3, ERCC4, FANCA, MC1R, MENT,
MRET1A, MUTYH, PALB2, RAD51C, RET,
SDHB, STK11, které se nachazeji ve vy-
soce konzervovanych funkcnich domé-
nach proteinu a nékteré z nich jiz byly
prokazany jako patogenni mutace po-
moci funkénich testd nebo u zdvaznych
autozomalné recesivnich syndrom(
(Ataxia telangiectasia, FA).

Pro klinické vyuziti je nezbytné sta-
noveni relativniho rizika, coz je v fadé
pfipadl ve fazi vyzkumnych stu-
dii. Detekce variant s nizkou penetranci
ma pouze limitovanou klinickou vyu-
zitelnost. Rozsifeni spektra analyzova-
nych genl predstavuje vyzvu pro za-
jisténi odpovidajiciho preventivniho
sledovani a lécebnych postupll u osob
v riziku. Je zapotiebi Gzka spoluprace
onkologd, klinickych genetikli, mole-
kuldrnich biologt a bioinformatikd, aby
bylo mozné pIné vyuzit potencial NGS
technologii v bézné diagnostické praxi
a preventivni personalizované onkologii.

V oblasti klinického hodnoceni je
nutné vychazet z vysledkud biologického
hodnoceni nalezené varianty, ze segre-
gacni studie a z dosavadnich klinickych
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znalosti o uvedeném genu. V pfipadé
nezndmé klinické validity neni vhodné
nabizet prediktivni testovani zdravych
pfibuznych, ale odhadnout riziko a na-
vrhnout prevencidle rodinné anamnézy.

Vyuziti NGS technologie a vysetfeni
paneld mnoha desitek gent pro heredi-
tarni nddorova onemocnéni je vyznam-
nym posunem nejen v moznostech
prevence nddorovych onemocnéni u vy-
soce rizikovych osob.
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