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Souhrn
Dědičná nádorová onemocnění tvoří malou, ale klinicky významnou část onkologických one-
mocnění, v České republice se jedná ročně o několik tisíc osob. Identifi kace kauzální mutace 
v nádorových predispozičních genech má u těchto nemocných zásadní prognostický a v ně kte-
rých případech i prediktivní význam. Mimo to je podmínkou cílené preventivní péče o asymp-
tomatické nosiče mutací v rodinách se zvýšeným rizikem vzniku nádorového onemocnění. 
Do  současné doby bylo charakterizováno více než 150  nádorových predispozičních genů. 
Mutace většiny z nich se vyskytují vzácně, s výraznou populační specifi čností a jejich klinická 
interpretace je často obtížná. Dia gnostiku raritních variant technicky zjednodušují postupy 
využívající sekvenování nové generace, které umožňují vyšetření rozsáhlých sad genů. Za úče-
lem racionalizace dia gnostiky hereditárních nádorových syndromů v České republice jsme 
navrhli sekvenační panel „CZECANCA“, který cílí na vyšetření 219 genů asociovaných s dědič-
nými nádorovými onemocněními. Panel obsahuje přes 50 klinicky významných genů vysokého 
a středního rizika, zbývající geny tvoří málo prozkoumané a kandidátní predispoziční geny, 
jejichž vrozené mutace mají nejasnou klinickou interpretaci. Společně s návrhem panelu byl 
optimalizován postup vlastního sekvenování a bio informatického zpracování sekvenačních dat 
pro tvorbu jednotné databáze genotypů analyzovaných vzorků. Cílem projektu je nabídnout 
použití sekvenačního panelu včetně optimalizovaného postupu sekvenování nové generace 
dia gnostickým laboratořím v České republice a zajistit sdílení genotypů a klinických údajů o vy-
šetřovaných pa cientech ve společné databázi za účelem zlepšení možnosti klinické interpre-
tace vzácných mutací u vysoce rizikových osob.
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analýza genetické predispozice – dědičné nádorové syndromy – masivní paralelní sekveno-
vání – databáze genetických informací – panelové sekvenování – cílené sekvenování – sekve-
nování nové generace (NGS)
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Úvod

Nemocní s dědičnými nádorovými one-
mocněními zaujímají malou (obvykle 
mezi 5  a  10  % všech případů), ale kli-
nicky významnou část onkologických 
pa cientů. S  ohledem na celkovou inci-
denci onkologických onemocnění v ČR 
se tak jedná o několik tisíc vysoce rizi-
kových pa cientů ročně. Plošné testování 
na přítomnost nádorových predispo-
zičních variant u všech onkologicky ne-
mocných je v  současnosti ekonomicky 
neúnosné, proto je vyšetření nádorové 
predispozice omezeno na vybrané sku-
piny pa cientů na základě charakteris-
tických znaků, které jsou rozvedeny 
u jednotlivých dia gnóz v tomto supple-
mentu. Hlavním rysem dědičných nádo-
rových onemocnění je zvýšené (a často 
velmi vysoké) riziko vzniku nádorového 
onemocnění u nosičů patogenních mu-
tací v  postižených rodinách. Z  tohoto 
důvodu je identifi kace příčinných mu-
tací v  nádorových predispozičních ge-
nech u  rizikových osob předpokladem 
účinné strategie léčebné péče, která 
může zahrnovat širokou škálu terapeu-
tických a preventivních modalit snižují-
cích výskyt či zlepšujících prognózu ná-
dorových onemocnění.

Dia gnostika dědičných nádorových 
onemocnění je jedním ze základních 
cílů současné onkogenetiky a jejích vý-
stupů do klinické praxe. Nejprostudo-
vanější jsou geny, jejichž mutace způ-
sobují hereditární nádorové syndromy 
s  vysokým rizikem vzniku onkologic-

kého onemocnění (např. TP53 u Li-Frau-
meni syndromu, BRCA1 a BRCA2 u syn-
dromu hereditárního karcinomu  prsu 
a ovarií či APC u familiární adenomatózní 
polypózy). Jejich genetickým podkla-
dem jsou převážně monoalelické pato-
genní mutace ve vysoce penetrantních 
genech. Mutace v  těchto genech však 
objasňují malou část geneticky pod-
míněných častých nádorových one-
mocnění  [1]. Zbytek případů připadá 
na mutace v desítkách až stovkách dal-
ších genů, z nichž jen ně kte ré jsou dnes 
dobře charakterizovány, a případy here-
ditárního onemocnění na předpokláda-
ném podkladě polygenní dědičnosti [2]. 
V porovnání s mutacemi v hlavních pre-
dispozičních genech se patogenní va-
rianty v  těchto dalších predispozičních 
genech vyznačují nižší penetrancí [3,4], 
nádorový tropizmus u  postižení kon-
krétního genu je méně vyhraněný  [5], 
vyskytují se s významně nižší populační 
frekvencí a tato frekvence je mnohdy vý-
znamně proměnlivá v  jednotlivých po-
pulacích a etnikách [6]. Identifi kace no-
sičů patogenních variant mimo oblast 
„klasických“, vysoce penetrantních genů 
je tak tradičními genetickými postupy 
analyzujícími jednotlivé geny velmi ná-
kladná a zdlouhavá.

Nástup moderních a výkonných mo-
lekulárně bio logických technologií po-
sledních let vede k významnému zrych-
lení identifi kace nových predispozičních 
genů a genetických variant. V současné 
době jsou známy stovky genů, jejichž 

dědičné mutace prokazatelně či prav-
děpodobně zvyšují riziko vzniku ná-
dorových onemocnění. Skutečnou re-
voluci do preklinického výzkumu, ale 
i klinické dia gnostiky, přinesl nástup sek-
venování nové generace (next-genera-
tion sequencing –  NGS). Flexibilita této 
metody spočívá v  masivním sekvenač-
ním paralelizmu, kde v  rámci jednoho 
sekvenačního běhu je možné analyzo-
vat statisíce až miliony templátových 
molekul DNA. V  rámci konkrétních ge-
netických aplikací je možné tento pa-
ralelizmus využít pro sekvenování uni-
kátních DNA templátů, v  rámci např. 
celého genomu, nebo sekvenování vy-
braných úseků DNA u  mnoha různých 
probandů, jako je tomu u  panelového 
NGS. Pomocí NGS je možné v poměrně 
krátké době najednou identifi kovat ge-
netické varianty ve stovkách genů u de-
sítek probandů s ekonomickými náklady 
nesrovnatelně nižšími, než by tomu bylo 
při analýze jednotlivých genů klasickými 
postupy molekulární bio logie zahrnují-
cími prescreening mutací (DGGE/ HA/ 
/DHPLC/ HRMA/ RFLP/ PTT) s  následnou 
charakterizací patogenní varianty San-
gerovým sekvenováním [7]. Ve srovnání 
s  klasickými analýzami však NGS vyža-
duje specifi cké přístrojové vybavení a la-
boratorní přístupy, významné zvýšení 
nároků na bio analytické zpracování a vy-
soké nároky na klinické hodnocení iden-
tifi kovaných genetických variant.

V rámci předchozí studie zahrnující 
NGS a  cílené na panel 581  genů jsme 

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 identifi cation 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 aff ected 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 
benefi ted 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-specifi c 
variants in cancer susceptibility genes.

Key words
genetic predisposition testing – hereditary cancer syndromes – high-throughput nucleotide sequencing – genetic information databases – 
panel sequencing – sequence capture – next-generation sequencing (NGS)
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Charakterizace panelu CZECANCA

Sekvenační panel CZECANCA je kon-
struován na bázi technologie SeqCap 
EZ choice (Nimblegen/ Roche). Výběr 
genů zohledňoval četnost různých on-
kologických dia gnóz v ČR, aktuální stav 
informací o genetické podstatě heredi-
tárních nádorových syndromů, předpo-
klady pro identifi kaci dalších kandidát-
ních genů, ale i technické možnosti pro 
účinný a  spolehlivý způsob cíleného 
obohacení pro účely panelového NGS. 
Z technických důvodů, které směřovaly 
k  omezení oblastí genomu s  výskytem 
neunikátních sekvencí (pseudogenů 
a repetitivních sekvencí), byly z návrhu 
stávající verze panelu CZECANCA vě-
domě vynechány ně kte ré známé pre-
dispoziční geny (např. DIS3L2, DMBT1, 
PMS2, SBDS, SDHA, SDHC, SDHD) nebo je-
jich neunikátní části (CHEK2, NF1). V sou-
časné podobě (verze 1.0) obsahuje panel 

dorové predispozice za účelem zvýšení 
efektivity klinické interpretace variant 
nejasného významu a variant genů s ne-
jasným rizikem (schéma 1). O výstupech 
z projektu CZECANCA bude pravidelně 
informována odborná veřejnost tak, aby 
složení sekvenačního panelu i postupy 
vyšetření odpovídaly aktuálnímu stavu 
vědeckých poznatků onkogenomiky, 
NGS a  klinických požadavků. Aktuální 
informace budou dostupné na stránce 
www.czecanca.cz.

Poznámka k  výpočtu sekvenačního 
výstupu: Při velikosti cílové sekvence pa-
nelu CZECANCA (~ 600 kb), cílovém sek-
venačním pokrytí 200krát, je pro ana-
lýzu jednoho vzorku DNA unikátního 
pa cienta zapotřebí kapacity 120  Mb. 
S  uvažovanou (dolní) mezí sekvenační 
kapacity chemie V3  (150-cycles), která 
činí ~ 4  Gb, lze teoreticky analyzovat 
vzorky 33 unikátních pa cientů.

v souboru 325 BRCA1/ BRCA2/ PALB2 ne-
gativních pa cientek s karcinomem prsu 
nalezli 127  variant způsobujících zkrá-
cení proteinového produktu v ně kte rém 
ze 73 genů u téměř třetiny vyšetřovaných 
pa cientek  [8]. Tato analýza, stejně jako 
další publikované výstupy NGS, proká-
zala vysoký výkon, spolehlivost a robust-
nost cíleného NGS [9]. Proto jsme se roz-
hodli připravit panel genů –  CZECANCA 
(CZEch CAncer paNel for Clinical Applica-
tion), který by umožnil komplexní, renta-
bilní a rychlou analýzu germinálních mu-
tací v hlavních predispozičních genech, 
ale i kandidátních genech asociovaných 
se zvýšeným rizikem vzniku nejčastějších 
solidních nádorů v populaci vysoce rizi-
kových pa cientů v ČR.

Koncepce projektu CZECANCA

Sekvenační projekt CZECANCA předpo-
kládá použití panelu CZECANCA pro cí-
lené obohacení (sequence capture) sek-
venovaných oblastí DNA zahrnujících 
především kódující exony a intron-exo-
nové přechody genů, jejichž hereditární 
varianty byly asociovány se zvýšeným ri-
zikem vzniku nádorových onemocnění 
u jejich nosičů. Protože se s výjimkou vy-
soce penetrantních genů jedná obvykle 
o velmi málo frekventní varianty s před-
pokládanou výraznou populačně-speci-
fi ckou variabilitou, je jejich správné kli-
nické zhodnocení a klinická interpretace 
často velmi obtížná [10]. Zapojení řady 
klinických pracovišť využívajících jed-
notný technologický přístup založený 
na využití panelu CZECANCA umožní 
získání reprezentativního počtu geno-
typů u  vysoce rizikových osob s  růz-
nými nádorovými syndromy. Z důvodů 
minimalizace variability (a tím vznikají-
cích technických chyb ve společné data-
bázi) budou hrubá sekvenační data ana-
lyzována na našem pracovišti jednotnou 
bio informatickou procedurou (pipe-
line). Tato data spolu se základními cha-
rakteristikami (fenotypem) sekvenova-
ných osob budou ukládána do jednotné 
databáze přístupné všem zúčastněným 
laboratořím. Sdílená databáze nebude 
obsahovat žádné údaje o vyšetřovaných 
osobách umožňující jejich identifi kaci.

Projekt CZECANCA tak není omezen 
pouze na sekvenační panel, ale repre-
zentuje komplexní řešení analýzy ná-

Schéma 1. Schematické znázornění postupů sekvenování a hodnocení sekvenačních 

výstupů v projektu CZECANCA (bližší vysvětlení v textu). 

Technická příprava vzorku

• izolace genomové DNA
•  příprava vzorků DNA

• fragmentace DNA, úprava konců, ligace adaptorů a indexace
• sequence capture CZECANCA (EzChoice, Roche)
• příprava sekvenační knihovny

Sekvenování

• MiSeq (Illumina) – (V3; 150-cycle; Illumina)

„CZECANCA data-
báze“ – databáze 
genetických variant 
a fenotypů získaných 
z projektu

Bioanalytické zpracování

Klinické hodnocení sekvenačních výstupů

Vyhotovéní klinické zprávy

geny skupiny A a B
geny skupiny C

(v závislosti na konkrétní laboratoři) „CZECANCA pipeline“ – zpracování 
dat pro účely jednotné databáze
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BRCC3, BRE, BUB1B, C11ORF30, C19ORF40, 
CASP8, CCND1, CDC73, CDKN1B, CDKN1C, 
CEBPA, CEP57, CLSPN, CSNK1D, CSNK1E, 
CWF19L2, CYLD, DCLRE1C, DDB2, DHFR, 
DICER1, DMC1, DNAJC21, DPYD, EGFR, 
EPHX1, ERCC1, ERCC4, ERCC5, ERCC6, 
ESR1, ESR2, EXO1, EXT1, EXT2, EYA2, EZH2, 
FAM175A, FAM175B, FAN1, FANCA, FANCB, 
FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, 
FANCL, FBXW7, GADD45A, GATA2, GPC3, 
GRB7, HELQ, HNF1A, HOXB13, HRAS, 
HUS1, CHEK1, KAT5, KCNJ5, LIG1, LIG3, 
LIG4, LMO1, LRIG1, MAX, MCPH1, MDC1, 
MDM2, MDM4, MGMT, MMP8, MPL, 
MRE11A, MSH3, MSH5, MSR1, MUS81, 
NAT1, NCAM1, NELFB, NFKBIZ, NHEJ1, 
NSD1, OGG1, PARP1, PCNA, PHB, PHOX2B, 
PIK3CG, PLA2G2A, PMS1, POLB, PPM1D, 
PREX2, PRF1, PRKDC, PTTG2, RAD1, 
RAD17, RAD18, RAD23B, RAD50, RAD51, 
RAD51AP1, RAD51B, RAD52, RAD54B, 
RAD54L, RAD9A, RBBP8, RECQL5, RFC1, 
RFC2, RFC4, RHBDF2, RNF146, RNF168, 
RNF8, RPA1, RUNX1, SDHAF2, SETBP1, 
SETX, SHPRH, SMARCA4, SMARCE1, TCL1A, 
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. Vyšetření genů 
ze skupiny C je nezbytné pro získání in-
formace, zda jejich patogenní mutace 
mohou vysvětlovat zvýšenou četnost 
vzniku nádorových onemocnění u  je-
jich nosičů v  ČR. Tento význam bude 
analyzován při dosažení dostatečného 
počtu vyšetřených osob v  databázi 
projektu. 

Sekvenování s panelem 

CZECANCA

Primární optimalizace sekvenování s pa-
nelem CZECANCA probíhala za vyu-
žití sekvenátoru MiSeq (Illumina), avšak 
principiálně lze obohacenou knihovnu 
pravděpodobně použít na libovolné 
sekvenační platformě současné gene-
race. Použití v současnosti nejrozšířeněj-
šího přístroje fi rmy Illumina zjednodu-
šuje následné bio informatické analýzy 
a snižuje variabilitu výskytu technických 
sekvenačních artefaktů.

Vstupním materiálem pro přípravu 
knihovny obohacené o cílové úseky ge-
nomové DNA z  panelu CZECANCA je 
fragmentovaná DNA. Fragmentaci lze 

je nutno vést v  patrnosti případné 
modifi kace těchto sledovacích pro-
gramů). Preventivní chirurgické zá-
kroky nejsou pouze na základě no-
sičství patogenní mutace v  těchto 
genech indikovány, ale jsou ke 
zvážení při indikativní rodinné 
anamnéze.

b)  Negativně prediktivně testované 
jedince dále sledovat, zatím jen 
dle empirického rizika plynoucího 
z osobní a rodinné anamnézy.

Geny skupiny C

•  Nejasná, avšak předpokládaná aso-

ciace s nádorovými hereditami. Infor-

mace o  nádorové predispozici při-

nášejí pouze ojedinělé studie nebo 

preklinická data.

•  Informace o  klinickém významu 

genu pro nádorovou predispozici 

není známa, avšak produkt genu je 

zapojen v  signální dráze, ve které 

poruchy v jiných genech (kódujících 

kooperující proteiny) prokazatelně 

souvisejí s nádorovou predispozicí.

•  Klinická doporučení pro sledování 

nosičů mutací neexistují.

• Alterace genů se nereferují a slouží pro 
vyhodnocení podílu variant sledova-
ných genů na vzniku nádorové predis-
pozice u nemocných v ČR. 

• Po vyhodnocení kolektovaných údajů 
mohou být nosiči kandidátních pato-
genních mutací požádáni o spolupráci 
při vyšetření příbuzných pro stanovení 
segregace v  případě, že u  probanda 
s indikativní rodinnou anamnézou ne-
byly nalezeny pravděpodobné pato-
genní mutace ve skupině A a B.

V tab.  1  jsou uvedeny základní cha-
rakteristiky genů ze skupiny A a B, které 
tvoří geny, jejichž patogenní mutace se 
prokazatelně podílejí na zvýšeném ri-
ziku vzniku nádorů u  nosičů. Skupiny 
A a B odlišuje především existence kli-
nických doporučení pro péči o  nosiče 
mutací (ve skupině A).

Kromě genů ze skupiny A  a  B obsa-
huje panel CZECANCA i skupinu C, která 
zahrnuje geny, jejichž asociace s  ná-
dorovými onemocněními je mnohem 
méně známá (geny jsou vedeny v abe-
cedním pořadí): AIP, ALK, APEX1, ATMIN, 
ATR, ATRIP, AURKA, AXIN1, BABAM1, BRAP, 

CZECANCA sondy cílící na kódující sek-
vence 219 genů (628 169 b).

Cílené geny jsou, z  hlediska klinické 
významnosti pro účely dia gnostiky ná-
dorových predispozičních genů, rozdě-
leny do tří skupin:

Geny skupiny A

•  Prokázaná jasná (nezpochybnitelná) 

asociace s nádorovou hereditou.

•  Hlavní predispoziční geny.

•  Známé a  významně zvýšené rela-

tivní riziko pro nosiče (RR > 5).

• Klinicky relevantní alterace genů se re-
ferují v plném rozsahu klinickému ge-
netikovi (tzn. patogenní mutace a VUS 
třídy 3– 5 dle IARC).

• Konsenzuální klinická doporučení pro 
sledování nosičů mutací jsou jasně 
defi nována.

• Vyšetření příbuzných nosičů mutací se 
provádí z důvodu predikce.

Geny skupiny B

•  Prokázána jasná asociace s nádoro-

vou hereditou (evidentní na základě 

několika publikovaných studií).

•  Geny/ alely s (předpokládanou) 

střední penetrancí.

•  Předpokládané významně zvýšené 

relativní riziko pro nosiče (RR 2– 5).

•  Asociace s nádorovou hereditou je 

evidentní, ale RR není přesně stano-

veno (asociace s nádorovými here-

ditami je zjevná, ale není dostatek 

studií/ nosičů mutací pro korektní 

stanovení RR).

• Klinicky relevantní alterace genů se re-
ferují v plném rozsahu klinickému ge-
netikovi (tzn. patogenní mutace a VUS 
třídy 4 nebo 5 dle IARC).

• Klinická doporučení pro sledování no-
sičů mutací nejsou jasně defi nována.

• Nosiči mutací jsou požádáni o spolu-
práci při vyšetření příbuzných pro sta-
novení segregace.

• V rodinách je provedena segregační 
analýza identifi kované varianty.

• Interpretace výsledků prediktivního 
testování (pokud je prováděno) je 
následující:
a)  Pozitivně prediktivně testované je-

dince lze zařadit do preventivních 
sledovacích programů definova-
ných pro daný hereditární syndrom 
(pokud takový program existuje; 
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Tab. 1. Přehled základních charakteristik 54 genů zařazených do skupiny A nebo B s charakterizací funkcí kódovaných proteinů 

a asociací nádorových onemocnění v příslušných lokalizacích spojených s nosičstvím dědičných patogenních variant.
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A APC 611731 adenomatous 
polyposis coli

IC signalizace: 
Wnt    ŽM   ŽM  ŽM  ŽM   

B ATM 607585 ataxia-telangiectasia 
mutated gene reparace DNA Ž   ŽM  ŽM       ŽM

A BAP1 603089 BRCA1 associated 
protein-1 reparace DNA Ž?       ŽM ŽM     

B BARD1 601593 BRCA1 associated RING 
domain 1 reparace DNA Ž             

B BLM 604610 Bloom syndrome; 
RECQL3 reparace DNA Ž   ŽM         ŽM

A BMPR1A 601299
bone morphogenetic 
protein receptor, 
type IA

IC signalizace: 
TGF-β    ŽM ŽM         

A BRCA1 113705 breast cancer 1 reparace DNA ŽM Ž Ž   ŽM    M    

A BRCA2 600185 breast cancer 2 reparace DNA ŽM Ž Ž   ŽM ŽM ŽM ŽM M   ŽM

B BRIP1 605882
BRCA1 interacting 
protein C-terminal 
helicase 1 

reparace DNA Ž Ž            

A CDH1 192090 cadherin 1, type 1, 
E-cadherin (epithelial) 

IC signalizace: 
Wnt Ž  Ž  ŽM     M    

A CDK4 123829 cyclin-dependent 
kinase 4 runěčný cyklus        ŽM      

A CDKN2A 600160
cyclin-dependent
kinase inhibitor 2A; 
p16(INK4A)

runěčný cyklus      ŽM  ŽM      

A EPCAM 185535 epithelial cellular 
adhesion molecule

mezibuněčná 
signalizace    ŽM          

B ERCC2 126340
excision repair cross-
-complementation 
group 1

reparace DNA        ŽM      

B ERCC3 133510
excision repair cross-
-complementation 
group 3

reparace DNA        ŽM      

B FANCC 613899 Fanconi anemia, com-
plementation group C reparace DNA Ž            ŽM

B FANCM 609644
Fanconi anemia, com-
plementation group M; 
(FAAP250)

reparace DNA Ž             

A FH 136850 fumarate hydratase metabolizmus 
živin         ŽM     

A FLCN 607273 folliculin IC signalizace: ?         ŽM     
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Tab. 1 – pokračování. Přehled základních charakteristik 54 genů zařazených do skupiny A nebo B s charakterizací funkcí kódo-

vaných proteinů a asociací nádorových onemocnění v příslušných lokalizacích spojených s nosičstvím dědičných patogenních 

variant.
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B CHEK2* 604373 checkpoint kinase 2 reparace DNA ŽM Ž Ž ŽM  ŽM    M ŽM   

A KIT 164920 v-KIT viral oncogene 
homolog

IC signalizace: 
RTK    ŽM ŽM        ŽM

A MEN1 613733 multiple endocrine 
neoplasia type I 

reparace DNA/
/regulace GE      ŽM     ŽM   

A MET 164860 MET protooncogene IC signalizace: 
RTK         ŽM     

A MLH1 120436 mutL homolog 1  reparace DNA Ž Ž Ž ŽM          

A MLH3 604395 mutL homolog 3 reparace DNA   Ž ŽM          

A MSH2 609309 mutS homolog 2 reparace DNA  Ž Ž ŽM          

A MSH6 600678 mutS homolog 6 reparace DNA   Ž ŽM          

A MUTYH 604933 mutY homolog rreparace DNA    ŽM          

B NBN 602667 nibrin reparace DNA Ž       ŽM     ŽM

A NF1* 613113 neurofi bromin 1 IC signalizace: 
Ras       ŽM    ŽM ŽM  

A NF2 607379 neurofi bromin 2 cytoskelet       ŽM       

B PALB2 610355 partner and localizer 
of BRCA2; FANCN reparace DNA Ž     ŽM       ŽM

B POLD1 174761 polymerase (DNA
directed), β reparace DNA    ŽM          

B POLE 174762 polymerase 
(DNA directed), ε reparace DNA    ŽM          

B PRKAR1A 188830
protein kinase, 
cAMP-dependent, 
regulatory, type Iα

IC signalizace: 
GPCR           ŽM   

A PTEN 602954 phosphatase and tensin 
homolog

IC signalizace: 
Akt Ž  Ž ŽM   ŽM ŽM ŽM  ŽM   

A PTCH1 601309 patched, drosophila, 
homolog of, 1

IC signalizace: 
Hedgehog        ŽM      

B RAD51C 602774 RAD51 paralog C; 
FANCO reparace DNA Ž Ž            

B RAD51D 602954 RAD51 paralog D; 
RAD51L3 reparace DNA Ž Ž            

A RB1 614041 retinoblastoma 1 buněčný cyklus       ŽM       

B RECQL 600537 RecQ helicase-like reparace DNA Ž             

B RECQL4 603780 RecQ helicase-like 4 reparace DNA Ž             

A RET 164761
rearranged 
during transfection 
protooncogene

IC signalizace: 
RTK           ŽM   
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na systému MiSeq (Illumina) bezpečně 
30  pa cientů v  jednom sekvenačním 
běhu. Fragmenty DNA všech analy-
zovaných vzorků jsou následně spo-
lečně hybridizovány se sondami pa-
nelu CZECANCA –  probíhá obohacování 
knihovny. Po ukončení hybridizace 
jsou bio tinylované sondy s navázanými 
fragmenty DNA vychytány magnetic-

každý vzorek individuální DNA. Takto 
označené vzorky pak můžeme propor-
cionálně spojit. Počet spojených vzorků 
(= společně analyzovaných pa cientů) zá-
visí na velikosti panelu, požadovaném 
pokrytí (= počet čtení každého nukleo-
tidu) a  kapacitě sekvenátoru. Za pou-
žití panelu CZECANCA lze při cíleném 
sekvenačním pokrytí 200krát vyšetřit 

provádět ultrazvukem (např. systém Co-
varis) nebo enzymaticky (např. KAPA Hy-
perPlus, Roche) s DNA o doporučeném 
vstupním množství 0,3– 1 μg. Po úpravě 
fragmentů DNA (end-repair, A-tailing, 
ligace adaptorů) provádíme selekci 
fragmentů o  vhodné délce, které pak 
značíme v  průběhu LM-PCR (ligation-
-mediated PCR) indexy specifi ckými pro 

Tab. 1 – pokračování. Přehled základních charakteristik 54 genů zařazených do skupiny A nebo B s charakterizací funkcí kódo-

vaných proteinů a asociací nádorových onemocnění v příslušných lokalizacích spojených s nosičstvím dědičných patogenních 

variant.
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A SDHB 185470
succinate dehydroge-
nase complex, 
subunit b

metabolizmus 
živin     ŽM    ŽM  ŽM ŽM  

B SLX4 613278 S. cerevisiae, homolog 
of SLX4 (FANCP) reparace DNA Ž             

A SMAD4 600993 SMA- and MAD-related 
protein 4

IC signalizace: 
TGF-β/TF    ŽM          

A SMARCB1 601607

SWI/SNF-related, mat-
rix-associated, actin-de-
pendent regulator of 
chromatin, subfamily b, 
member 1

regulace GE       ŽM       

A STK11 602216 serine/threonine 
kinase 11

IC signalizace: 
metabolizmus/
/růst buněk

Ž Ž Ž ŽM ŽM ŽM        

B SUFU 607035 suppressor of fused, 
drosophila, homolog of

IC signalizace: 
Hedgehog      ŽM ŽM   

A TP53 191170 tumor protein p53 reparace DNA Ž      ŽM  ŽM  ŽM ŽM  

A TSC1 191100 tuberous sclerosis-1 IC signalizace: 
Akt       ŽM  ŽM   ŽM  

A TSC2 191092 tuberous sclerosis-2 IC signalizace: 
Akt       ŽM  ŽM   ŽM  

A VHL 608537 von Hippel-Lindau IC signalizace: 
hypoxie      ŽM     ŽM   

B WRN 604611 Werner syndrome, 
RecQ helicase-like reparace DNA       ŽM     ŽM  

A WT1 607102 Wilms tumor, type 1 IC signalizace: 
regulace GE         ŽM     

Některé z exonů genů označených * byly z návrhu panelu vynechány z důvodu vysokého výskytu pseudogenů. 
Ž – ženy, M – muži, IC – intracelulární, RTK – receptorová tyrozinkináza, TF – transkripční faktor, GE – genová exprese
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novacího softwaru na lidský genom, 
zároveň vzniká SAM (Sequence Align-
ment Map) soubor. Pomocí aplikace Pi-
card tools je převeden na BAM soubor, 
což je binární verze předchozího SAM. 
K  tomuto kroku patří také odstranění 
duplikátů pomocí stejné aplikace. V této 
části se také provádí tzv. realignment, 
který nám umožňuje GATK (The Genome 
Analysis Toolkit, https:/ / www.broadin-
stitute.org/ gatk/ ). Soubory BAM slouží 
pro zobrazení čtení v příslušném prohlí-
žeči, např. Integrative Genomics Viewer 
(IGV). Dalším důležitým krokem v  pro-
cesu zpracování dat je převod na VCF 
(Variant Call File), k čemuž slouží GATK. 
V  tomto souboru se nacházejí varianty 
nalezené u příslušného pa cienta. Tento 
výstup je zpracován pomocí anotačního 
softwaru, např. ANNOVAR (http:/ / anno-
var.openbio informatics.org/ en/ latest/ ), 

Bioinformatické zpracování 

pro účely jednotné databáze 

(CZECANCA pipeline)

Bioinformatické zpracování sekvenač-
ních dat je založeno na protokolu vypra-
covaném pracovníky Ústavu dědičných 
a  metabolických poruch (Mgr. Viktor 
Stránecký, Ph.D. a  doc.  Ing. Stanislav 
Kmoch, CSc.) upraveném v Ústavu bio-
chemie a  experimentální onkologie 
(Mgr. Petra Zemánková) 1. LF UK v Praze.

Bioinformatické zpracování pro účely 
jednotné databáze předpokládá sdí-
lení sekvenačních dat cestou BaseSpace 
(https:/ / basespace.illumina.com). Sou-
bory jednotlivých vyšetřovaných osob 
jsou kódovány pracovištěm sdílícím sek-
venační data, které jako jediný subjekt 
má přístup k identifi kaci svého konkrét-
ního vzorku. Čtení v podobě fastq sou-
boru jsou namapována pomocí alig-

kými kuličkami na základě vazby bio-
tin- streptavidin. Vychytané fragmenty 
DNA jsou následně amplifi kovány a po 
přečištění je obohacená knihovna při-
pravena k sekvenování. Pro sekvenování 
na MiSeq používáme sekvenační chemii 
V3 (150-cycle, Illumina).

Zásadní důraz byl kladen na homo-
genní sekvenační pokrytí (počet čtení 
jednotlivých nukleotidů sekvenova-
ného úseku DNA) jednotlivých genů 
a  robustní reprodukovatelnost umož-
ňující minimalizovat sekvenační chyby 
mezi jednotlivými analýzami a mezi la-
boratořemi (obr.  1). Otázka sekvenač-
ního pokrytí je dlouhodobě významně 
diskutované téma. V  současné době 
je za hodnověrné považováno pokrytí 
35– 50krát pro jednonukleotidové zá-
měny a  malé delece/ inzerce napříč 
genomem [11].

Obr. 1. Homogenita pokrytí u třech vybraných genů z CZECANCA panelu (BRCA1, TP53 a ATM) při různé cílené hloubce sekvenačního 

pokrytí (coverage: 25×, 100×, 500×; oranžová linka). 

V grafech jsou pomocí skriptu Boudalyzer znázorněny pokrytí všech jednotlivých bází v oblasti všech kódujících exonů zobrazených 
genů.

25×

100×

500×

BRCA1 TP53 ATM
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a složení CZECANCA panelu děkujeme především 

doc. MU Dr. Lence Foretové, Ph.D. a RNDr. Evě Macháč-

kové, Ph.D. z Oddělení epidemiologie a genetiky nádorů, 

MOÚ v Brně a řadě dalších kolegů za přínosné poznámky 

a doporučení.
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lačně specifi ckých genetických variant 
bez souvislosti s  nádorovými onemoc-
něními bude nezbytné řešit formou spe-
cifi ckých grantových projektů. 

Pro správnou interpretaci získaných 
sekvenačních dat, zejména v  případě 
nově identifi kovaných či kandidátních 
predispozičních genů, a  tím následně 
pro správnou péči o  vyšetřované je-
dince, je nezbytná úzká spolupráce mezi 
vyšetřující laboratoří, ambulantním ge-
netikem a  ošetřujícím onkologem/ gy-
nekologem. Neexistence této funkční 
spolupráce vede ke ztrátě řady cenných 
informací a ve svém důsledku může vést 
k  poškození testovaného probanda, 
resp. dalších členů jeho rodiny. Na svém 
významu tak ještě více nabývá kvalitně 
odebraná rodinná anamnéza včetně in-
formací o  zdravých příbuzných a  ze-
jména pak její pravidelná aktualizace 
ošetřujícím lékařem. 

Domníváme se, že společné úsilí zain-
teresovaných pracovišť je racionální ces-
tou k  dosažení cíle, kterým je zlepšení 
klinické dia gnostiky dědičných nádoro-
vých onemocnění, které by mělo přinést 
zlepšení péče o nosiče mutací v nádoro-
vých predispozičních genech.

Poděkování

Zásadní podíl na provedených bio informatických ana-

lýzách a navržených postupech pro jednotné zpraco-

vání dat má Mgr. Viktor Stránecký, Ph.D. a jeho kole-

gové z Ústavu dědičných metabolických poruch 1. LF UK 

a VFN v Praze, kterým velmi děkujeme za jejich pomoc 

a podporu. Za přípravu a kritické poznámky k této práci 

kde se každé variantě přiřadí její bio-
logická funkce a  záznamy, jako je pří-
tomnost varianty v  databázích ClinVar 
(http:/ / www.ncbi.nlm.nih.gov/ clinvar/ ) 
a HGMD (http:/ / www.hgmd.cf.ac.uk/ ac/
 index.php), frekvence varianty v  me-
zinárodních sekvenačních projektech 
1 000 genomů (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 připraven po tech-
nické stránce a  v  posledním období 
bylo na základě optimalizovaného pro-
tokolu na našem pracovišti analyzo-
váno přes 200 indikovaných osob. V sou-
časné době je finalizována podoba 
společné databáze genotypů a  fenoty-
pových charakteristik sekvenovaných 
pa cientů. Údaje o  pa cientech by měly 
zahrnovat data, která se vztahují k onko-
logické dia gnóze (věk dia gnózy, histolo-
gii, imunohistochemická vyšetření, stu-
peň diferenciace a rozsah onemocnění), 
osobní anamnéze (věk, pohlaví) a onko-
logické rodinné anamnéze (reprezento-
vané ideálně rodokmenem).

Vytvoření společné databáze předpo-
kládá rovněž získání genotypů zdravé 
populace z vyšetření reprezentativního 
počtu vzorků kontrolního souboru osob 
bez onkologické dia gnózy. Tento důle-
žitý požadavek pro identifikaci popu-
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