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mocnéni, v Ceské republice se jedna roéné o nékolik tisic osob. Identifikace kauzalni mutace
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Mutace vétsiny z nich se vyskytuji vzacné, s vyraznou populacni specificnosti a jejich klinicka
interpretace je casto obtiznd. Diagnostiku raritnich variant technicky zjednodusuji postupy
vyuzivajici sekvenovani nové generace, které umoznuji vysetieni rozsahlych sad gena. Za uce-
lem racionalizace diagnostiky hereditarnich nadorovych syndromi v Ceské republice jsme
navrhli sekvenacni panel ,CZECANCA®, ktery cili na vysetfeni 219 gen(l asociovanych s dédi¢-
nymi nadorovymi onemocnénimi. Panel obsahuje ptes 50 klinicky vyznamnych gend vysokého
a stredniho rizika, zbyvajici geny tvofi méalo prozkoumané a kandidatni predispozi¢ni geny,
jejichz vrozené mutace maji nejasnou klinickou interpretaci. Spolecné s navrhem panelu byl =

optimalizovan postup vlastniho sekvenovani a bioinformatického zpracovani sekvenacnich dat . .
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Summary

Individuals with hereditary cancer syndromes form a minor but clinically important subgroup of oncology patients, comprising several thousand
cases in the Czech Republic annually. In these patients, the identification of pathogenic mutations in cancer susceptibility genes has an impor-
tant predictive and, in some cases, prognostic value. It also enables rational preventive strategies in asymptomatic carriers from affected families.
More than 150 cancer susceptibility genes have been described so far; however, mutations in most of them are very rare, occurring with substan-
tial population variability, and hence their clinical interpretation is very complicated. Diagnostics of mutations in cancer susceptibility genes have
benefited from the broad availability of next-generation sequencing analyses using targeted gene panels. In order to rationalize the diagnostics
of hereditary cancer syndromes in the Czech Republic, we have prepared the sequence capture panel “CZECANCA’, targeting 219 cancer suscep-
tibility genes. Besides more than 50 clinically important high- and moderate-penetrance susceptibility genes, the panel also targets less common
candidate genes with uncertain clinical relevance. Alongside the panel design, we have optimized the analytical and bioinformatics pipeline,
which will facilitate establishing a collective nationwide database of genotypes and clinical data from the analyzed individuals. The key objective
of this project is to provide diagnostic laboratories in the Czech Republic with a reliable procedure and collective database improving the clinical
utility of next-generation sequencing analyses in high-risk patients, which would help improve the interpretation of rare or population-specific

variants in cancer susceptibility genes.
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Uvod

Nemocni s dédi¢nymi nadorovymi one-
mocnénimi zaujimaji malou (obvykle
mezi 5 a 10 % v$ech pripadl), ale kli-
nicky vyznamnou ¢ast onkologickych
pacientd. S ohledem na celkovou inci-
denci onkologickych onemocnéni v CR
se tak jedna o nékolik tisic vysoce rizi-
kovych pacientd ro¢né. Plosné testovani
na pfitomnost nadorovych predispo-
zi¢nich variant u viech onkologicky ne-
mocnych je v souc¢asnosti ekonomicky
neunosné, proto je vysetfeni nddorové
predispozice omezeno na vybrané sku-
piny pacientll na zakladé charakteris-
tickych znakd, které jsou rozvedeny
u jednotlivych diagnéz v tomto supple-
mentu. Hlavnim rysem dédi¢nych nado-
rovych onemocnéni je zvysené (a casto
velmi vysoké) riziko vzniku nadorového
onemocnéni u nosict patogennich mu-
taci v postizenych rodinach. Z tohoto
dlivodu je identifikace pficinnych mu-
taci v nadorovych predispozi¢nich ge-
nech u rizikovych osob predpokladem
ucinné strategie lé¢ebné péce, ktera
mUze zahrnovat Sirokou $kélu terapeu-
tickych a preventivnich modalit snizuji-
cich vyskyt ¢i zlepSujicich prognézu na-
dorovych onemocnéni.

Diagnostika dédi¢nych nadorovych
onemocnéni je jednim ze zakladnich
cilll soucasné onkogenetiky a jejich vy-
stupl do klinické praxe. Nejprostudo-
vanéjsi jsou geny, jejichz mutace zpu-
sobuji hereditarni nadorové syndromy
s vysokym rizikem vzniku onkologic-

kého onemocnéni (napf. TP53 u Li-Frau-
meni syndromu, BRCAT a BRCA2 u syn-
dromu hereditarniho karcinomu prsu
a ovarii ¢i APC u familiarni adenomatézni
polypdzy). Jejich genetickym podkla-
dem jsou pfevazné monoalelické pato-
genni mutace ve vysoce penetrantnich
genech. Mutace v téchto genech vsak
objasniuji malou ¢ast geneticky pod-
minénych castych nadorovych one-
mocnéni [1]. Zbytek pfipadl pfipada
na mutace v desitkdch az stovkach dal-
sich gen(, z nichZ jen nékteré jsou dnes
dobte charakterizovany, a pfipady here-
ditdrniho onemocnéni na predpoklada-
ném podkladé polygenni dédi¢nosti [2].
V porovnani s mutacemi v hlavnich pre-
dispozi¢nich genech se patogenni va-
rianty v téchto dalsich predispozi¢nich
genech vyznacuji nizsi penetranci [3,4],
nadorovy tropizmus u postizeni kon-
krétniho genu je méné vyhranény [5],
vyskytuji se s vyznamné nizsi populaéni
frekvenci a tato frekvence je mnohdy vy-
znamné proménliva v jednotlivych po-
pulacich a etnikach [6]. Identifikace no-
sich patogennich variant mimo oblast
Jklasickych”, vysoce penetrantnich genli
je tak tradi¢nimi genetickymi postupy
analyzujicimi jednotlivé geny velmi na-
kladnd a zdlouhava.

Nastup modernich a vykonnych mo-
lekuldrné biologickych technologii po-
slednich let vede k vyznamnému zrych-
leni identifikace novych predispozi¢nich
genl a genetickych variant. V souc¢asné
dobé jsou znamy stovky gend, jejichz

dédi¢né mutace prokazatelné ¢&i prav-
dépodobné zvysuji riziko vzniku na-
dorovych onemocnéni. Skute¢nou re-
voluci do preklinického vyzkumu, ale
i klinické diagnostiky, pfinesl néstup sek-
venovani nové generace (next-genera-
tion sequencing - NGS). Flexibilita této
metody spocivé v masivnim sekvenac-
nim paralelizmu, kde v rdmci jednoho
sekvenacniho béhu je mozné analyzo-
vat statisice aZz miliony templatovych
molekul DNA. V rdmci konkrétnich ge-
netickych aplikaci je mozné tento pa-
ralelizmus vyuzit pro sekvenovani uni-
katnich DNA templatl, v ramci napf.
celého genomu, nebo sekvenovani vy-
branych usekl DNA u mnoha rGznych
proband, jako je tomu u panelového
NGS. Pomoci NGS je mozné v pomérné
kratké dobé najednou identifikovat ge-
netické varianty ve stovkach gend u de-
sitek proband s ekonomickymi naklady
nesrovnatelné nizsimi, nez by tomu bylo
pfi analyze jednotlivych gent klasickymi
postupy molekuldrni biologie zahrnuji-
cimi prescreening mutaci (DGGE/HA/
/DHPLC/HRMA/RFLP/PTT) s naslednou
charakterizaci patogenni varianty San-
gerovym sekvenovanim [7]. Ve srovnani
s klasickymi analyzami viak NGS vyza-
duje specifické pfistrojové vybaveni a la-
boratorni pfistupy, vyznamné zvyseni
narokl na bioanalytické zpracovani a vy-
soké naroky na klinické hodnoceniiden-
tifikovanych genetickych variant.

V ramci pfedchozi studie zahrnujici
NGS a cilené na panel 581 genl jsme

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 1): S46-S54

S47




CZECANCA: CZECH CANCER PANEL FOR CLINICAL APPLICATION = NAVRH A PRIPRAVA CILENEHO SEKVENACNIHO PANELU

v souboru 325 BRCA1/BRCA2/PALB2 ne-
gativnich pacientek s karcinomem prsu
nalezli 127 variant zpUsobujicich zkra-
ceni proteinového produktu v nékterém
ze 73 genll u téméf tietiny vysetfovanych
pacientek [8]. Tato analyza, stejné jako
dalsi publikované vystupy NGS, proka-
zala vysoky vykon, spolehlivost a robust-
nost cileného NGS [9]. Proto jsme se roz-
hodli pfipravit panel geni - CZECANCA
(CZEch CAncer paNel for Clinical Applica-
tion), ktery by umoznil komplexni, renta-
bilni a rychlou analyzu germinélnich mu-
taci v hlavnich predispozi¢nich genech,
ale i kandidatnich genech asociovanych
se zvysenym rizikem vzniku nej¢astéjsich
solidnich nadord v populaci vysoce rizi-
kovych pacient( v CR.

Koncepce projektu CZECANCA
Sekvenacni projekt CZECANCA predpo-
klada pouziti panelu CZECANCA pro ci-
lené obohaceni (sequence capture) sek-
venovanych oblasti DNA zahrnujicich
predevsim koédujici exony a intron-exo-
nové prechody gend, jejichz hereditarni
varianty byly asociovany se zvysenym ri-
zikem vzniku nadorovych onemocnéni
u jejich nosicu. Protoze se s vyjimkou vy-
soce penetrantnich gend jedna obvykle
o velmi malo frekventni varianty s pred-
pokladanou vyraznou popula¢né-speci-
fickou variabilitou, je jejich spravné kli-
nické zhodnoceni a klinicka interpretace
Casto velmi obtizna [10]. Zapojeni fady
klinickych pracovist vyuzivajicich jed-
notny technologicky pfistup zaloZeny
na vyuziti panelu CZECANCA umozni
ziskani reprezentativniho poctu geno-
typl u vysoce rizikovych osob s riz-
nymi nadorovymi syndromy. Z ddvodu
minimalizace variability (a tim vznikaji-
cich technickych chyb ve spole¢né data-
bazi) budou hrubd sekvena¢ni data ana-
lyzovdna na naSem pracovisti jednotnou
bioinformatickou procedurou (pipe-
line). Tato data spolu se zakladnimi cha-
rakteristikami (fenotypem) sekvenova-
nych osob budou ukladana do jednotné
databdze pfistupné viem zucastnénym
laboratofim. Sdilena databaze nebude
obsahovat Zadné Udaje o vysetiovanych
osobach umoznuijici jejich identifikaci.
Projekt CZECANCA tak neni omezen
pouze na sekvenacni panel, ale repre-
zentuje komplexni feSeni analyzy na-

Technicka priprava vzorku
- izolace genomové DNA
- priprava vzorki DNA

- pfiprava sekvenacni knihovny

Sekvenovani

Bioanalytické zpracovani

v

(v zavislosti na konkrétni laboratofri)

v
v

geny skupiny Aa B

- fragmentace DNA, Uprava koncU, ligace adaptort a indexace
- sequence capture CZECANCA (EzChoice, Roche)

- MiSeq (lllumina) - (V3; 150-cycle; lllumina)

!

,CZECANCA pipeline” - zpracovani

Klinické hodnoceni sekvenaénich vystupt

l

| geny skupiny C

i A
dat pro ucely jednotné databaze

'

,CZECANCA data-
baze” - databaze
genetickych variant
a fenotyp ziskanych
z projektu

Vyhotovéni klinické zpravy

v

Schéma 1. Schematické znazornéni postupti sekvenovani a hodnoceni sekvenacnich
vystupt v projektu CZECANCA (blizsi vysvétleni v textu).

dorové predispozice za Ucelem zvyseni
efektivity klinické interpretace variant
nejasného vyznamu a variant gen( s ne-
jasnym rizikem (schéma 1). O vystupech
z projektu CZECANCA bude pravidelné
informovana odborna verejnost tak, aby
slozeni sekvenacniho panelu i postupy
vysetfeni odpovidaly aktudlnimu stavu
védeckych poznatkli onkogenomiky,
NGS a klinickych pozadavk(. Aktudlni
informace budou dostupné na strance
www.czecanca.cz.

Poznédmka k vypoctu sekvenacniho
vystupu: Pri velikosti cilové sekvence pa-
nelu CZECANCA (~ 600 kb), cilovém sek-
venacnim pokryti 200krat, je pro ana-
lyzu jednoho vzorku DNA unikatniho
pacienta zapotfebi kapacity 120 Mb.
S uvazovanou (dolni) mezi sekvenacni
kapacity chemie V3 (150-cycles), ktera
¢ini ~ 4 Gb, Ize teoreticky analyzovat
vzorky 33 unikatnich pacientd.

Charakterizace panelu CZECANCA
Sekvenacni panel CZECANCA je kon-
struovan na bazi technologie SeqCap
EZ choice (Nimblegen/Roche). Vybér
genl zohlednoval ¢etnost rliznych on-
kologickych diagnéz v CR, aktualni stav
informaci o genetické podstaté heredi-
tarnich nddorovych syndromd, predpo-
klady pro identifikaci dalSich kandidat-
nich gen, ale i technické moznosti pro
ucinny a spolehlivy zplsob cileného
obohaceni pro ucely panelového NGS.
Z technickych dlvodd, které sméfovaly
k omezeni oblasti genomu s vyskytem
neunikatnich sekvenci (pseudogent
a repetitivnich sekvenci), byly z navrhu
stavajici verze panelu CZECANCA vé-
domé vynechany nékteré znamé pre-
dispozi¢ni geny (napf. DIS3L2, DMBTI,
PMS2, SBDS, SDHA, SDHC, SDHD) nebo je-
jich neunikatni ¢asti (CHEK2, NF1).V sou-
¢asné podobé (verze 1.0) obsahuje panel

548
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CZECANCA sondy cilici na kédujici sek-
vence 219 gent (628 169 b).

Cilené geny jsou, z hlediska klinické
vyznamnosti pro Ucely diagnostiky na-
dorovych predispozi¢nich gen(, rozdé-
leny do tfi skupin:

Geny skupiny A
- Prokazana jasna (nezpochybnitelna)
asociace s nadorovou hereditou.

- Hlavni predispozi¢ni geny.

- Znamé a vyznamné zvysené rela-
tivni riziko pro nosice (RR > 5).

+ Klinicky relevantni alterace genu se re-
feruji v pIném rozsahu klinickému ge-
netikovi (tzn. patogenni mutace a VUS
tridy 3-5 dle IARC).

« Konsenzudlni klinickd doporuceni pro
sledovani nosi¢d mutaci jsou jasné
definovana.

- Vysetfeni pfibuznych nosi¢l mutaci se
provadi z ddvodu predikce.

Geny skupiny B
- Prokazana jasna asociace s nadoro-
vou hereditou (evidentni na zakladé
nékolika publikovanych studii).

- Geny/alely s (predpokladanou)
stfedni penetranci.

- Pfedpokladané vyznamné zvysené
relativni riziko pro nosice (RR 2-5).

- Asociace s nadorovou hereditou je
evidentni, ale RR neni pfesné stano-
veno (asociace s nadorovymi here-
ditami je zjevna, ale neni dostatek
studii/nosi¢t mutaci pro korektni
stanoveni RR).

- Klinicky relevantni alterace gen se re-
feruji v pIném rozsahu klinickému ge-
netikovi (tzn. patogenni mutace a VUS
tfidy 4 nebo 5 dle IARC).

« Klinickd doporuceni pro sledovéani no-
sicl mutaci nejsou jasné definovana.

+ Nosic¢i mutaci jsou pozadani o spolu-
praci pfi vysetieni pfibuznych pro sta-
noveni segregace.

« V rodinach je provedena segregacni
analyza identifikované varianty.

- Interpretace vysledkl prediktivniho
testovani (pokud je provadéno) je
nasledujici:

a) Pozitivné prediktivné testované je-
dince Ize zafadit do preventivnich
sledovacich program( definova-
nych pro dany hereditarni syndrom
(pokud takovy program existuje;

je nutno vést v patrnosti pripadné
modifikace téchto sledovacich pro-
gramu). Preventivni chirurgické za-
kroky nejsou pouze na zékladé no-
si¢stvi patogenni mutace v téchto
genech indikovéany, ale jsou ke
zvazeni pti indikativni rodinné
anamnéze.

b) Negativné prediktivné testované
jedince déle sledovat, zatim jen
dle empirického rizika plynouciho
z osobni a rodinné anamnézy.

Geny skupiny C
- Nejasna, avsak predpokladana aso-
ciace s nadorovymi hereditami. Infor-
mace o nadorové predispozici pfi-
naseji pouze ojedinélé studie nebo
preklinicka data.

- Informace o klinickém vyznamu
genu pro nadorovou predispozici
neni znama, avsak produkt genu je
zapojen v signalni draze, ve které
poruchy v jinych genech (kédujicich
kooperujici proteiny) prokazatelné
souviseji s nadorovou predispozici.

- Klinicka doporuceni pro sledovani
nosi¢l mutaci neexistuji.

- Alterace genl se nereferuji a slouzi pro
vyhodnoceni podilu variant sledova-
nych gend na vzniku nddorové predis-
pozice u nemocnych v CR.

+ Po vyhodnoceni kolektovanych udaju
mohou byt nosici kandidatnich pato-
gennich mutaci pozadani o spolupraci
pfi vysetieni pfibuznych pro stanoveni
segregace v pfipadé, Ze u probanda
s indikativni rodinnou anamnézou ne-
byly nalezeny pravdépodobné pato-
genni mutace ve skupiné A a B.

V tab. 1 jsou uvedeny zakladni cha-
rakteristiky gent ze skupiny A a B, které
tvoli geny, jejichz patogenni mutace se
prokazatelné podileji na zvySeném ri-
ziku vzniku nador0 u nosich. Skupiny
A a B odlisuje predevsim existence kli-
nickych doporuceni pro péci o nosice
mutaci (ve skupiné A).

Kromé genl ze skupiny A a B obsa-
huje panel CZECANCA i skupinu C, ktera
zahrnuje geny, jejichZz asociace s na-
dorovymi onemocnénimi je mnohem
méné znama (geny jsou vedeny v abe-
cednim poradi): AIP, ALK, APEX1, ATMIN,
ATR, ATRIP, AURKA, AXIN1, BABAM1, BRAP,

BRCC3, BRE, BUB1B, C110RF30, C190RF40,
CASP8, CCND1, CDC73, CDKN1B, CDKN1C,
CEBPA, CEP57, CLSPN, CSNK1D, CSNKTE,
CWF19L2, CYLD, DCLRE1C, DDB2, DHFR,
DICER1, DMC1, DNAJC21, DPYD, EGFR,
EPHX1, ERCCI1, ERCC4, ERCC5, ERCCS,
ESR1, ESR2, EXO1, EXT1, EXT2, EYA2, EZH2,
FAM175A, FAM175B, FAN1, FANCA, FANCB,
FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCI,
FANCL, FBXW?7, GADD45A, GATA2, GPC3,
GRB7, HELQ, HNF1A, HOXB13, HRAS,
HUS1, CHEK1, KAT5, KCNJ5, LIGT, LIG3,
LIG4, LMO1, LRIG1, MAX, MCPH1, MDC1,
MDM2, MDM4, MGMT, MMP8, MPL,
MRET1A, MSH3, MSH5, MSR1, MUS81,
NAT1, NCAM1, NELFB, NFKBIZ, NHEJI,
NSD1, OGG1, PARP1, PCNA, PHB, PHOX2B,
PIK3CG, PLA2G2A, PMS1, POLB, PPM1D,
PREX2, PRF1, PRKDC, PTTG2, RADI,
RAD17, RAD18, RAD23B, RAD50, RAD51,
RAD51AP1, RAD51B, RAD52, RAD54B,
RAD54L, RAD9A, RBBP8, RECQLS5, RFCI,
RFC2, RFC4, RHBDF2, RNF146, RNF168,
RNF8, RPA1, RUNX1, SDHAF2, SETBPI,
SETX, SHPRH, SMARCA4, SMARCE1, TCLI1A,
TELO2, TERF2, TERT, TLR2, TLR4, TMEM127,
TOPBP1, TP53BP1, TSHR, UBE2A, UBE2B,
UBE2I, UBE2V2, UBE4B, UIMC1, XPA, XPC,
XRCC1, XRCC2, XRCC3, XRCC4, XRCC5,
XRCC6, ZNF350, ZNF365. Vysetfeni gent
ze skupiny C je nezbytné pro ziskani in-
formace, zda jejich patogenni mutace
mohou vysvétlovat zvySenou cetnost
vzniku naddorovych onemocnéni u je-
jich nosi¢t v CR. Tento vyznam bude
analyzovan pfi dosazeni dostate¢ného
pocltu vysetfenych osob v databazi
projektu.

Sekvenovani s panelem
CZECANCA

Primarni optimalizace sekvenovéni s pa-
nelem CZECANCA probihala za vyu-
ziti sekvenatoru MiSeq (lllumina), avsak
principialné Ize obohacenou knihovnu
pravdépodobné pouzit na libovolné
sekvenacni platformé soucasné gene-
race. Pouziti v soucasnosti nejrozsifenéj-
siho ptistroje firmy lllumina zjednodu-
Suje nasledné bioinformatické analyzy
a snizuje variabilitu vyskytu technickych
sekvenacnich artefaktd.

Vstupnim materidlem pro pfipravu
knihovny obohacené o cilové useky ge-
nomové DNA z panelu CZECANCA je
fragmentovand DNA. Fragmentaci lze
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Tab. 1. Pfehled zékladnich charakteristik 54 gent zafazenych do skupiny A nebo B s charakterizaci funkci kddovanych proteina

a asociaci nddorovych onemocnéni v piislusnych lokalizacich spojenych s nosi¢stvim dédi¢nych patogennich variant.

~

£
£ £ ¢
3 = = £
E* > ‘= =
g 2 £ - 2
S s:f g 522835 ¢E§
Sku- Zakladnifunkee , § 2 2 2 E ¥ 8 3 3 § = X
pina Gen OMIM Oficialni nazev proteinu & 602N wzs=%¥ 3248583
A APC 611731 adenom.atou:s IC signalizace: IM M IM M
polyposis coli Wnt
B ATM 607585 cW@Xiatelangiectasia o pNA 2 MM M
mutated gene
A BAPI 603089 CRCATassociated reparace DNA 27 M ZM
protein-1
B BARD] 601593 CRCAlassociatedRING .o coNA 2
domain 1
Bloom syndrome; = - .
B BLM 604610 RECQL3 reparace DNA Z M ZM
bone morphogenetic IC signalizace:
A BMPRI1A 601299 protein receptor, 9 : M ZM
TGF-B
type IA
A BRCAT 113705 breast cancer 1 reparaceDNA  ZM Z 7 M M
A BRCA2 600185 breast cancer 2 reparaceDNA  ZM Z 7 IM ZM ZM ZM M M
BRCAT1 interacting
B BRIP1T 605882 protein C-terminal reparaceDNA  Z 7
helicase 1
cadherin 1, type 1, IC signalizace: . 5 5
A CDHT 192090 E-cadherin (epithelial)  Wnt z M M
A CDK4 | 123829 SYclin-dependent runéény cyklus M
kinase 4
cyclin-dependent
A CDKN2A 600160 kinase inhibitor 2A; runéény cyklus M M
p16(INK4A)
epithelial cellular mezibunéc¢na -
A EPCAM 185535 - . ) M
adhesion molecule signalizace
excision repair cross-
B ERCC2 126340 -complementation reparace DNA M
group 1
excision repair cross-
B ERCC3 133510 -complementation reparace DNA M
group 3
B FANCC 613899 lanconianemiacom- ... opNA 2 M
plementation group C
Fanconi anemia, com-
B FANCM 609644 plementation group M; reparace DNA A
(FAAP250)
A FH 136850 fumarate hydratase Q:\Ieit:bollzmus M
A FLCN 607273 folliculin IC signalizace: ? A
J
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Tab. 1 - pokracovani. Piehled zakladnich charakteristik 54 gent zafazenych do skupiny A nebo B s charakterizaci funkci kodo-
vanych proteini a asociaci nadorovych onemocnéni v prislusnych lokalizacich spojenych s nosi¢stvim dédi¢nych patogennich

variant.
£
)
c (=]
5 5 § 0t
X S - 2
g 2 E - 2
S fgyc2835E%
Sku- Zikladnifunkee , § 2 S 3 £ 8 & £ § 2 ¥ 3
pina Gen OMIM Oficidlni nazev proteinu & 602N wzs=%¥33a2 4§58 3
B CHEK2* 604373 checkpoint kinase 2 reparaceDNA  ZM Z 7 ZIM ZM M ZM
A KIT 164920 v-KIT viral oncogene IC signalizace: IM IM M
homolog RTK
A MENT 613733 multlplgendocrlne reparace DNA/ M IM
neoplasia type | /regulace GE
A MET 164860 MET protooncogene :;Egna"zace: YAy,
A MLH1 120436 mutL homolog 1 reparaceDNA 72 7 7 IM
A MLH3 604395 mutL homolog 3 reparace DNA Z IM
A MSH2 609309 mutS homolog 2 reparace DNA Z 7 IM
A MSH6 600678 mutS homolog 6 reparace DNA Z IM
A MUTYH 604933 mutY homolog rreparace DNA M
B NBN 602667 nibrin reparace DNA 7 M M
A NF1* 613113 neurofibromin 1 'Féz'gna"zace: M M ZM
A NF2 607379 neurofibromin 2 cytoskelet M
partner and localizer = = =
B PALB2 610355 of BRCA2: FANCN reparace DNA Z ZM ZM
polymerase (DNA 5
B POLD1 174761 directed), B reparace DNA M
polymerase 5
B POLE 174762 (DNA directed), € reparace DNA ZM
protein kinase, IC signalizace:
B PRKARIA 188830 cAMP-dependent, GPC% ' M
regulatory, type la
A PTEN 602954 phosphatase and tensin IC signalizace: 5 7 M IM IM IM M
homolog Akt
A PTCHT 601309 patched, drosophila, IC signalizace: M
homolog of, 1 Hedgehog
RADS51 paralog C; N
B RAD51C 602774 FANCO reparace DNA Z 7
RADS51 paralog D; .
B RAD51D 602954 RAD51L3 reparace DNA Z 7
A RB1 614041 retinoblastoma 1 bunécny cyklus M
B RECQL 600537 RecQ helicase-like reparace DNA z
B RECQL4 603780 RecQ helicase-like 4 reparace DNA z
rearranged IC signalizace:
A RET 164761 during transfection RTKg : M
protooncogene
J
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Tab. 1 - pokracovani. Prehled zakladnich charakteristik 54 genti zafazenych do skupiny A nebo B s charakterizaci funkci kddo-
vanych proteint a asociaci nadorovych onemocnéni v pfislusnych lokalizacich spojenych s nosi¢stvim dédi¢nych patogennich
variant.
£

)

c (=]
£ = S €
=] > - >
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pina Gen OoMIM Oficialni nazev proteinu & 602N wzs=%¥33a2 4§58 3
succinate dehydroge- metabolizmus
A SDHB 185470 nase complex, . M M M ZM
. Zivin
subunit b
S. cerevisiae, homolog .
B SLX4 613278 of SLX4 (FANCP) reparace DNA VA
SMA- and MAD-related IC signalizace: .
A SMAD4 600993 e TGF-B/TF M
SWI/SNF-related, mat-
rix-associated, actin-de-
A SMARCB1 601607 pendent regulator of regulace GE M
chromatin, subfamily b,
member 1
serine/threonine [CoelizEs
A STK11 602216 . metabolizmus/ Z Z Z IM IM ZIM
kinase 11 q -
/rast bunék
B SUFU 607035 SuPPressor of fused, IC signalizace: IM IM
drosophila, homolog of Hedgehog
A TP53 191170 tumor protein p53 reparace DNA 7 ZM M M ZM
A TSC1 191100 tuberous sclerosis-1 fkilgnallzace: M M M
A TSC2 191092 tuberous sclerosis-2 !A(Zkilgnallzace: ZM ZM ZM
A VHL 608537 von Hippel-Lindau IC signalizace: M M
hypoxie
B WRN 604611 vernersyndrome, reparace DNA M M
RecQ helicase-like
A WTT 607102 Wilmstumor, type1  |C signalizace: M
regulace GE
Nékteré z exond gentl oznacenych * byly z navrhu panelu vynechény z divodu vysokého vyskytu pseudogen.
Z - zeny, M - muzi, IC - intracelularni, RTK - receptorova tyrozinkinaza, TF — transkripéni faktor, GE — genova exprese
J

provadét ultrazvukem (napf. systém Co-
varis) nebo enzymaticky (napf. KAPA Hy-
perPlus, Roche) s DNA o doporuc¢eném
vstupnim mnozstvi 0,3-1 pg. Po upravé
fragmentl DNA (end-repair, A-tailing,
ligace adaptorll) provadime selekci
fragmentl o vhodné délce, které pak
znacime v pribéhu LM-PCR (ligation-
-mediated PCR) indexy specifickymi pro

kazdy vzorek individualni DNA. Takto
oznacené vzorky pak mlzeme propor-
ciondlné spojit. Pocet spojenych vzork(
(= spole¢né analyzovanych pacientt) za-
visi na velikosti panelu, poZzadovaném
pokryti (= pocet ¢teni kazdého nukleo-
tidu) a kapacité sekvenatoru. Za pou-
Ziti panelu CZECANCA Ize pfi cileném
sekvenacnim pokryti 200krat vysetfit

na systému MiSeq (lllumina) bezpecné
30 pacientll v jednom sekvenacnim
béhu. Fragmenty DNA vsech analy-
zovanych vzork{ jsou nésledné spo-
le¢né hybridizovany se sondami pa-
nelu CZECANCA - probiha obohacovani
knihovny. Po ukonceni hybridizace
jsou biotinylované sondy s navazanymi
fragmenty DNA vychytany magnetic-
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4 N
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500x
BRCA1 TP53 ATM
N )

Obr. 1. Homogenita pokryti u tfech vybranych gentiz CZECANCA panelu (BRCA1, TP53 a ATM) pfi rGzné cilené hloubce sekvenacniho
pokryti (coverage: 25%, 100x, 500x; oranzova linka).

V grafech jsou pomoci skriptu Boudalyzer zndzornény pokryti vSech jednotlivych bazi v oblasti viech kédujicich exonl zobrazenych

gen(.

kymi kulickami na zékladé vazby bio-
tin-streptavidin. Vychytané fragmenty
DNA jsou nasledné amplifikovany a po
precisténi je obohacend knihovna pfi-
pravena k sekvenovani. Pro sekvenovani
na MiSeq pouzivame sekvenacni chemii
V3 (150-cycle, lllumina).

Zasadni dlraz byl kladen na homo-
genni sekvenacni pokryti (pocet cteni
jednotlivych nukleotidl sekvenova-
ného Useku DNA) jednotlivych genu
a robustni reprodukovatelnost umoz-
Aujici minimalizovat sekvenaéni chyby
mezi jednotlivymi analyzami a mezi la-
boratoremi (obr. 1). Otdzka sekvenac-
niho pokryti je dlouhodobé vyznamné
diskutované téma. V soucasné dobé
je za hodnovérné povazovano pokryti
35-50krat pro jednonukleotidové za-
mény a malé delece/inzerce napfic
genomem [11].

Bioinformatické zpracovani
pro ucely jednotné databaze
(CZECANCA pipeline)
Bioinformatické zpracovéani sekvenac-
nich dat je zaloZeno na protokolu vypra-
covaném pracovniky Ustavu dédi¢nych
a metabolickych poruch (Mgr. Viktor
Stranecky, Ph.D. a doc. Ing. Stanislav
Kmoch, CSc.) upraveném v Ustavu bio-
chemie a experimentdlni onkologie
(Mgr. Petra Zemankova) 1. LF UK v Praze.
Bioinformatické zpracovani pro ucely
jednotné databdze predpoklada sdi-
leni sekvenacnich dat cestou BaseSpace
(https://basespace.illumina.com). Sou-
bory jednotlivych vysetfovanych osob
jsou kédovany pracovistém sdilicim sek-
venacni data, které jako jediny subjekt
ma pfistup k identifikaci svého konkrét-
niho vzorku. Cteni v podobé fastq sou-
boru jsou namapovéna pomoci alig-

novaciho softwaru na lidsky genom,
zaroven vznikd SAM (Sequence Align-
ment Map) soubor. Pomoci aplikace Pi-
card tools je pfeveden na BAM soubor,
coz je binarni verze pfedchoziho SAM.
K tomuto kroku patii také odstranéni
duplikatd pomoci stejné aplikace. V této
Casti se také provadi tzv. realignment,
ktery ndm umoznuje GATK (The Genome
Analysis Toolkit, https://www.broadin-
stitute.org/gatk/). Soubory BAM slouzi
pro zobrazeni ¢teni v prislusSném prohli-
zeCi, napf. Integrative Genomics Viewer
(IGV). Dalsim dalezitym krokem v pro-
cesu zpracovani dat je prevod na VCF
(Variant Call File), k ¢emuz slouzi GATK.
V tomto souboru se nachdzeji varianty
nalezené u pfislusného pacienta. Tento
vystup je zpracovan pomoci anotacniho
softwaru, napt. ANNOVAR (http://anno-
var.openbioinformatics.org/en/latest/),
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kde se kazdé varianté pfiradi jeji bio-
logickd funkce a zdznamy, jako je pfi-
tomnost varianty v databazich ClinVar
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)
a HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/
index.php), frekvence varianty v me-
zinarodnich sekvenacnich projektech
1 000 genom (http://www.1000geno-
mes.org/) nebo ESP6500 (https://esp.
gs.washington.edu/drupal/) nebo EXAC
(http://exac.broadinstitute.org/).

Implementace projektu
CZECANCA

Projekt CZECANCA je pfipraven po tech-
nické strance a v poslednim obdobi
bylo na zékladé optimalizovaného pro-
tokolu na nasem pracovisti analyzo-
vano pres 200 indikovanych osob.V sou-
¢asné dobé je finalizovana podoba
spole¢né databaze genotypl a fenoty-
povych charakteristik sekvenovanych
pacient(. Udaje o pacientech by mély
zahrnovat data, ktera se vztahuji k onko-
logické diagnoéze (vék diagndzy, histolo-
gii, imunohistochemicka vysetfeni, stu-
pen diferenciace a rozsah onemocnéni),
osobni anamnéze (vék, pohlavi) a onko-
logické rodinné anamnéze (reprezento-
vané idedlné rodokmenem).

Vytvoreni spole¢né databaze predpo-
klada rovnéz ziskani genotypu zdravé
populace z vysetieni reprezentativniho
poctu vzorkl kontrolniho souboru osob
bez onkologické diagnézy. Tento dule-
zity pozadavek pro identifikaci popu-

la¢né specifickych genetickych variant
bez souvislosti s nadorovymi onemoc-
nénimi bude nezbytné fesit formou spe-
cifickych grantovych projekt.

Pro spravnou interpretaci ziskanych
sekvenacnich dat, zejména v pripadé
nové identifikovanych ¢i kandidatnich
predispozi¢nich gen(, a tim nasledné
pro sprdvnou péci o vysetfované je-
dince, je nezbytna Uzka spoluprace mezi
vysetiujici laboratofi, ambulantnim ge-
netikem a oSetfujicim onkologem/gy-
nekologem. Neexistence této funkcni
spoluprace vede ke ztraté fady cennych
informaci a ve svém dlsledku mudze vést
k poskozeni testovaného probanda,
resp. dalsich ¢lend jeho rodiny. Na svém
vyznamu tak jesté vice nabyva kvalitné
odebrana rodinnd anamnéza véetné in-
formaci o zdravych pftibuznych a ze-
jména pak jeji pravidelna aktualizace
osetfujicim lékarem.

Domnivame se, ze spolecné Usili zain-
teresovanych pracovist je raciondlni ces-
tou k dosazeni cile, kterym je zlep3eni
klinické diagnostiky dédi¢nych nadoro-
vych onemocnéni, které by mélo pfinést
zlepSeni péce o nosi¢e mutaci v nddoro-
vych predispozi¢nich genech.
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