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Souhrn

Vychodiska: Hereditarni nddorové syndromy tvoii vyznamnou podskupinu zhoubnych nddoro-
vych onemocnéni zpUsobenych patogennimi variantami v nékterém z mnoha zndmych nado-
rovych predispozi¢nich gend. Diagnostika nadorové predispozice je zalozena na genetickém
testovani pomoci sekvenovani nové generace. To umoznuje analyzu mnoha gend najednou,
nicméné zaroven se zvysuje pocet identifikovanych variant. Spravna klasifikace nalezenych
variant je zasadni pro klinickou interpretaci vysledkd genetického testovani. Cil: Cilem prace je
shrnuti pravidel pro klasifikaci identifikovanych variant v rdmci jednotlivych pracovist a pred-
staveni procesu tvorby spole¢né klasifikace. Sdileni nalezenych genetickych variant a tvorba
jejich konsenzualni klasifikace v rdmci narodnich laboratorné diagnostickych komunit probiha
v CR v ramci konzorcia Czech Cancer Panel for Clinical Application (CZECANCA) sdruzujiciho
vyzkumné a diagnostické onkogenetické laboratore. Tvorba konsenzu pro klasifikaci variant
probiha podle definovaného protokolu. Sdileni vysledk(l a konsenzudlni klasifikace zrychluje
a zpfesnuje vydavani vysledkl genetického testovani, harmonizuje vysledky mezi laboratofemi
a prispiva tak ke zkvalitnéni péce o jedince ve vysokém riziku vzniku nadorovych onemocnéni
a jejich pfibuzné.
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KLASIFIKACE ZARODECNYCH VARIANT IDENTIFIKOVANYCH PRI GENETICKEM VYSETRENI NADOROVE PREDISPOZICE

Summary

Background: Hereditary cancer syndromes are an important subset of malignant cancers caused by pathogenic variants in one of many known
cancer predisposition genes. Diagnosis of cancer predisposition is based on genetic testing using next-generation sequencing. This allows
many genes to be analysed at once, increasing the number of variants identified. The correct classification of the variants found is essential
for the clinical interpretation of genetic test results. Purpose: The aim of this study is to summarise the rules for classifying identified variants
within individual laboratories and to present the process for creating a common classification. In the Czech Republic, the sharing of identified
genetic variants and the development of their consensus classification among national laboratory diagnostic communities is carried out within
the Czech Cancer Panel for Clinical Application (CZECANCA) consortium of scientific and diagnostic oncogenetic laboratories. Consensus for
variant classification follows a defined protocol. Sharing the results and consensus classification accelerates and refines the release of genetic
test results, harmonises results between laboratories and thus contributes to improving the care of individuals at high risk of cancer and their

relatives.

Keywords

hereditary neoplastic syndromes — massively-parallel sequencing - genetic testing - clinical relevance - variant classification — national
consensus

Uvod Box 1. DNA). Technologie NGS je zaloZena na

Hereditarni nddorové syndromy jsou he-
terogenni skupina dédi¢nych onemoc-
néni charakterizovanych vznikem r(iz-
nych typl tumord u nosict vzacnych
germinalnich mutaci v nddorovych pre-
dispozi¢nich genech. Nejcastéji se jednd
o tumor supresorové geny, jejichz pro-
dukty se negativné podileji na regulaci
mitotickych signald a bunécného cyklu,
aktivuji apoptézu nebo jsou zapojeny do
oprav poskozeni DNA [1]. Nadorova one-
mocnéni vznikajici na podkladé dédi¢né
predispozice predstavuji 5-10 % pfi-
padu vsech onkologickych onemocnéni,
nicméné mezi diagndézami se zastou-
peni dédi¢nych forem lisi a napf. u kar-
cinomu ovaria predstavuji az 25 % [2].
Pro nastaveni spravné péce o pacienty
s hereditarnimi nadorovymi onemoc-
nénimi a jejich pfibuzné je nezbytna
spravnd identifikace pfi¢inné patogenni
varianty, kterd ma jasny prognosticky,
ale casto i prediktivni vyznam [3]. Za kli-
nicky vyznamné v soucasnosti povazu-
jeme varianty/geny, u nichz riziko vzniku
onemocnéni (odds ratio — OR) pfesa-
huje dvojnasobek rizika bézné populace
(OR > 2). Geny/varianty se stfedni pene-
tranci jsou spojeny s rizikem v intervalu
OR = 2-4. Pfesahuje-li riziko vzniku on-
kologického onemocnéni OR > 4, ho-
vofime o genech s vysokou penetranci.
Termin ,penetrance” prakticky charak-
terizuje podil jedincq, ktefi vyvinou ur-
¢ité nddorové onemocnéni z celkového
poctu viech nosi¢t hodnocené varianty
(box 1).

Pro sprdvnou interpretaci celkového
(celoZivotniho) rizika je nezbytné kon-
kretizovat OR s ohledem na vyskyt sle-
dovaného nddorového onemocnéni
v bézné populaci. Riziko vzniku kar-
cinomu prsu u nosicek patogennich
variant v genu BRCAT je OR = 6-8.
ProtoZe celozivotni riziko vzniku karci-
nomu prsu bézné populace Zen ve véku
50 let dosahuje v CR pfiblizné 10 %,
vyplyvd z toho, Ze celozZivotni riziko
stejné staré nosicky patogenni varianty
v genu BRCAT je 60-80 %. Muz, nosic
patogenni varianty v genu BRCAT md
ve srovndni s nenosicem riziko pro
vznik karcinomu prsu mnohem vyssi
OR = 20-30. ProtoZe vsak celoZivotni ri-
ziko vzniku karcinomu prsu v bézné po-
pulaci muzi je 0,1 %, celoZivotni riziko
vzniku karcinomu prsu u muzskych no-
sict BRCAT mutace bude stdle ,pouze”
2-3 %.

V soucasné dobé viechny klinicko-ge-
netické laboratofe u nas vyuzivaji ke ge-
netickému testovani pacientd s here-
ditdrnimi nadorovymi onemocnénimi
sekvenovani nové generace (next gene-
ration sequencing — NGS). NGS umoz-
nuje identifikaci variant v mnoha ci-
lovych Usecich DNA v definovaném
souboru vybranych gent (pfi panelo-
vém sekvenovani), nebo v celém exomu
(souboru vsech genud koédujicich pro-
teiny pfi celoexomovém sekvenovani), Ci
v genomu (pfi celogenomovém sekve-
novani analyzujicim veskerou jadernou

masivné paralelnim sekvenovani, tedy
analyze mnoha (milion() cilovych tsek
najednou [4]. Neustélé zvysovani kapa-
city a zlevhiovani NGS umoziuje jedno-
duse rozsifovat spektrum vysetfovanych
genl. To se ukazalo jako vyznamny krok
k zjisténi mnohem rozmanitéjsiho feno-
typového spektra nosic¢li patogennich
variant v nddorovych predispozi¢nich
genech, nez tomu bylo v dobach tes-
tovani jednotlivych gentd vychézejiciho
z analyz omezeného poctu typickych
rodin nosi¢l patogennich variant v hlav-
nich predispozi¢nich genech [5]. Rozsi-
feni panell tak déle pfispiva ke zvyso-
vani poctu genu s potvrzenou klinickou
relevanci [3].

Na druhou stranu s tim souvisi také
neustalé zvysovani poctu identifikova-
nych genetickych variant, které zahr-
nuji véechny odchylky od referencni sek-
vence. Nalezené varianty mohou byt
jasné klinicky hodnotitelné, ale ¢asto se
jedna o varianty s nejasnym klinickym
vyznamem (variant of uncertain signifi-
cance - VUS), u kterych nejsme schopni
kvalifikované potvrdit, Ze se tyto varianty
podileji na vzniku onemocnéni, ani vy-
loudit, ze se na vzniku onemocnéni ne-
podileji. Pfitomnost VUS znacné ztézuje
klinickou interpretaci vysledkd NGS a vy-
téznost genetického vysetreni [6].

Robustni, rychla a presnd analyza va-
riant, jejich spravna klasifikace a inter-
pretace asociovaného rizika onemoc-
néni ma zasadni vyznam pro efektivni
poskytovani vysledkd genetického tes-
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tovani. Konsenzualni klasifikace pak za-
jistuje konzistenci vystupt genetického
testovani mezi pracovisti v celé repub-
lice. Snaha o konzorcidlni spolupraci
na narodni Urovni probiha v mnoha ze-
mich [7-10]. Koncept sdileni variant je
zaclenén do tzv. best-practice guide-
lines [11]. Vytvoreni procesu jednotné
klasifikace variant na urovni spolu-
prace pracovist sdruzenych v konzorciu
Czech Cancer Panel for Clinical Applica-
tion (CZECANCA) v rdmci narodni labo-
ratorné diagnostické komunity v CR je
tedy dulezitym pfispévkem ke standar-
dizaci vysledkd genetického testovani
nadorové predispozice.

Konzorcium CZECANCA
Konzorcium CZECANCA je dobrovolné
uskupeni pracovist zabyvajicich se kli-
nickou onkogenetikou. K diagnostice
nadorové predispozice vyuzivaji spo-
lupracujici pracovisté prevazné panel
CZECANCA, ktery vznikl v roce 2015 jako
diagnosticky nastroj spolehlivého a ren-
tabilniho NGS vysetieni Sirokého spek-
tra genl u pacientl s nadorovou pre-
dispozici v CR [12,13]. Panel CZECANCA
prodel v prdbéhu doby vyvojem ovliv-
nénym rozsifujicim se portfoliem pre-
dispozi¢nich genl i zménami v techno-
logické pripravé. V soucasné podobé
obsahuje 226 nadorovych predispozic¢-
nich a kandidatnich gen( a Ize jej roz-
Sifit i o analyzu polygenniho rizika, jak-
mile vyvstane klinickd poptavka [14].
Pouziti Sirokého panelu umoziuje cha-
rakterizovat nové nadorové predispo-
zi¢ni geny ¢i moznou manifestaci jiz zna-
mych nadorovych predispozi¢nich gend
u pacientl s doposud neasociovanymi
typy onkologickych onemocnéni. Pou-
Ziti jednotného panelu neni podminkou
¢lenstvi v konzorciu CZECANCA, na roz-
dil od sdileni anonymizovanych NGS dat
analyzovanych osob doplnénych o z&-
kladni klinicko-patologické charakteris-
tiky slouzici pro tvorbu spole¢né konzor-
cidIni databaze.

Postup NGS analyzy je mezi pracovisti
vramci konzorcia dozna¢né miry sjedno-
cen, coz umoznuje i sjednocovat a stan-
dardizovat vysledky genetickych ana-
lyz. Bioinformatickd analyza NGS dat pro
identifikaci variant je pro diagnostické
Ucely realizovana jednotlivymi praco-

visti dle vlastnich postupt, avsak pro
tvorbu spolecné frekvenc¢ni databaze
CZECANCA je provadéna dle jednot-
ného publikovaného postupu [12,13].
Databdze neobsahuje z4dna indivi-
duédlini data jednotlivych pacientd, ale
pouze udaje o kumulativni frekvenci no-
sicd dané varianty v souborech pacientt
s rlznymi onkologickymi diagnézami
v zapojenych diagnostickych centrech,
v souborech kontrol z mezindrodnich
databdzi a v databdzich kontrolnich
osob z ¢eské populace.

Databaze variant je pravidelné ak-
tualizovéna v Laboratofi onkogenetiky
Ustavu lékafské biochemie a labora-
torni diagnostiky (ULBLD) 1. LF UK a VFN
v Praze, kde rovnéz probiha analyza po-
pulac¢né specifickych kontrol, ktera je di-
lezitym prvkem pro detekci nérodnich
(populacné specifickych) genetickych
variant. Databaze je k dispozici vsem
spolupracujicim centrim pro jejich in-
terni vyuziti pfi hodnoceni variant nale-
zenych u jimi vysetfovanych pacientd.

Kromé klinickych pracovist se na kom-
plexnim hodnoceni variant podili i la-
boratofe vyzkumné v ramci spolupraci
a grantovych projektd. Vyzkumna ¢ast
Laboratofe onkogenetiky ULBLD 1. LF
UK a VFN v Praze zajistuje hodnoceni va-
riant ovliviujicich sestfih pomoci NGS
analyzy mRNA. Pod vedenim Oddéleni
biologie nadorové bunky Ustavu mo-
lekularni genetiky AV CR probihaiji stu-
die zamérené na charakterizaci vybra-
nych VUS pomoci in vitro funkénich
analyz [15-17]. Aktivity narodniho kon-
zorcia jsou koordinovény s mezinarod-
nimi konzorcii (ENIGMA, CIMBA, BCAC,
OCAC), coz je dalezitym predpokladem
pro identifikaci rizik spojenych s nosi¢-
stvim velmi vzacnych variant i pro kon-
senzudlni hodnoceni variant ve svété.

Konzorcium CZECANCA organizuje
pravidelnd setkéni svych ¢lenli od roku
2016.0d roku 2021 probihaji setkani spo-
le¢né s Pracovni skupinou onkogenetiky
Spole¢nosti lékafské genetiky (SLG) CLS
JEP, sdruzujici ¢leny SLG se zéjmem o tuto
problematiku. Program setkani se v pru-
béhu casu proménuje. Zatimco v po-
¢atcich byly reSeny hlavné otazky spo-
jené s laboratornim zpracovanim vzorkd
a bioinformatickou analyzou, v soucasné
dobé dominuji témata klasifikace variant,

rozsahu reportovanych genu a souvise-
jicich klinickych doporuceni. Zapojena
pracovisté se tak spolecné podileji na vy-
tvofeni ndrodniho konsenzu tykajiciho se
jednotné klasifikace identifikovanych va-
riant a rozsahu gend reportovanych indi-
kujicim lékafm pfi vySetfeni nddorové
predispozice a na piipravé klinickych do-
poruceni pro nosice klinicky relevantnich
germindlnich variant.

Klasifikace nalezenych
germinalnich variant
Bioinformaticka analyza primarnich NGS
dat z panelu CZECANCA odhali pfitom-
nost nékolika set az tisice variant u kaz-
dého pacienta, v nichZ je nezbytné
vyhledat nebo vyloucit pfitomnost pfi-
padné patogenni varianty, zodpovédné
za vznik onemocnéni. Proces filtrace na
soubor kandidétnich variant se obvykle
oznacuje jako prioritizace a zohlednuje
fadu aspektd, predevsim vylouceni cas-
tych (tedy funkéné i klinicky bezvy-
znamnych) variant vyskytujicich se v do-
stupnych mezindrodnich databazich ¢i
v souborech ¢eskych popula¢nich kon-
trol. Po prioritizaci se pocet dale hodno-
cenych variant zUzi na jednotky az nizké
desitky kandidatnich variant.

Dalsim krokem je klasifikace kandidat-
nich variant v ramci laboratorni zpravy
urc¢ené klinickému genetikovi, zajistu-
jici, Ze ve vysledné zpravé pro osetiuji-
ciho |ékafe budou reportovany (byly-li
nalezeny) pouze klinicky relevantni va-
rianty modifikujici riziko vzniku one-
mocnéni, jeho 1é¢bu &i péci o pacienta,
pfipadné jeho piibuzné. Klasifikace na-
lezenych variant je stéZejnim, a i jednim
z nejobtiznéjsich krokl procesu genetic-
kého vysetteni. Klasifikovany jsou nejen
standardné anotované jednonukleoti-
dové zdmény a kratké delece/inzerce,
ale i stfedné dlouhé inzerce/delece
(> 50 bp) a tzv. copy number variations
(CNV) - intragenové a intergenové de-
lece/duplikace. Klasifikace nalezenych
variant probiha samostatné v ramci jed-
notlivych pracovist v CR na zakladé do-
poruceni American College of Medical
Genetics (ACMG) poskytujicich pro jed-
notnou klasifikaci variant obecny ramec
a srovnani s databazi ClinVar (viz dale).

Zakladem soucasné klasifikace va-
riant je tedy pétittidni klasifikace dle
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Tab. 1. Klasifikace identifikovanych variant dle biologického vyznamu.

Trida Biologicky vyznam Pravdépodobnost
patogenity varianty

trida 1 benigni <0,1%

tiida 2 pravdépodobné benigni 0,1-9,9 %

tfida 3 nejasny vyznam (VUS) 10-89,9 %

tfida 4 pravdépodobné patogenni 90-99,9 %

tfida 5 patogenni > 99,9 %

VUS - varianta s nejasnym klinickym vyznamem

reportovany u gent vyzadanych indikujicim |ékarfem

Zprava indikujicimu lékafi

nereportovany

nereportovany

reportovany

reportovany

ACMG (tab. 1), ktera rozdéluje varianty
na zakladé pravdépodobnosti pato-
genity — pFi¢inné souvislosti pfitom-
nosti varianty se vznikem konkrétniho
fenotypu (v nasem pfipadé s rozvo-
jem konkrétniho typu onkologického
onemocnéni) [18,19].

Varianty tfidy 4 a 5 zahrnuji varianty
s pravdépodobnosti patogenity > 90 %
resp. = 99,9 %. Varianty tfidy 4 a 5 v kli-
nicky relevantnich nddorovych predis-
pozi¢nich genech (geny s vysokou az
stfedni penetranci) jsou zodpovédné
za riziko vzniku konkrétniho onkologic-
kého onemocnéni a jsou vzdy reporto-
véany indikujicimu |ékafi. Z klinického
Uhlu pohledu neni Zadny rozdil mezi no-
sicem varianty tfidy 4 a tfidy 5. Na za-
kladé mezinarodnich a nérodnich dopo-
ruceni by mély byt reportovany varianty
tfidy 4/5 i v nékterych dalsich klinicky
vyznamnych testovanych genech, které
nesouvisi s primarnim ucelem testovani
(tzv. neocekdvany ndlez). Jedna se o va-
rianty, jejichZ pfitomnost ovliviiuje péci
o nosice téchto variant ¢i jejich rodiny,
ktefi z této znalosti mohou profitovat.
Reportovani neocekavanych nélezu je
pfedmétem zivych diskuzi a proto zatim
neprobiha zcela konsenzualnim zpuso-
bem (box 2).

Varianty tfidy 3 pfedstavuji VUS. Prav-
dépodobnost jejich patogenity se po-
hybuje v rozmezi 10-90 %. S ohledem
na velmi Siroky interval patogenity,
tedy i vysokou miru neurcitosti, nejsme
schopni u VUS ur¢it jejich klinicky vy-
znam pro péci u pacientd a jejich pfi-
buznych. Obvykle jsou VUS reportovany
pouze v genech s jasnym vztahem k fe-
notypu testovaného jedince.

(Pozn. odlisny pristup k vyznamu VUS
variant mohou mit analyzy somatickych
variant, protoze jejich pfitomnost ve vy-
Setfovanych vzorcich nddoru muze re-
prezentovat pfitomnost varianty pro ci-
lenou lécbu).

Varianty tfidy 1 a 2 (pravdépodobnost
patogenity < 10 % pro tfidu 2, < 0,1 %
pro tfidu 1) nemaji zadny klinicky vy-
zZnam a reportovany nejsou.

Varianty v genech, jejichZ proteinové
produkty se podileji na metabolizmu
Ié¢iv (napt. DPYD) [20], jsou klasifikovany
jako ,drug response” Varianty, které po-
Skozuji funkci takového kédovaného
proteinu a maji vliv na vznik zavazné to-
xicity po podani pfislusného léku, jsou
reportovany indikujicimu Iékafi.

Box 2.

U nosicu varianty tfidy 4/5 v klinicky
relevantnich nddorovych predispo-
zi¢nich genech je mozZné se vyjddrit
pouze k riziku (rizikim) vzniku onko-
logickych onemocnéni, kterd jsou pro-
kazatelné spojena s jejich s nosicstvim,
a kterd jsou ovlivnéna penetranci dané
varianty:

Pritomnost varianty tfidy 5 v genu
BRCAT znamend pro nosicku > 99,9%
pravdépodobnost, Ze jeji celoZivotni ri-
ziko vzniku karcinomu prsu dosdhne
80 %.

Pfitomnost varianty tfidy 5 v genu
CHEK2 znamend pro nosicku > 99,9%
pravdépodobnost, Ze jeji celoZivotni ri-
ziko vzniku karcinomu dosdhne 30 %.

Pritomnost varianty tridy 5 v genu
DPYD vypovidd s > 99,9% pravdépo-
dobnosti o riziku vzniku toxicity po po-
ddni fluoropyrimidind, ale nevypovida

nic o riziku onkologického onemocnéni,
tedy neni z hlediska karcinomu prsu kli-
nicky vyznamnd, ale miize ovlivnit péci
o pacienta (v pfipadé jeho lécby).

Pritomnost varianty tridy 5 v genu
BLM znamend, Ze nosi¢ dvou tako-
vychto variant (homozygot nebo slo-
Zeny heterozygot) vyvine s > 99,9%
pravdépodobnosti Bloomdiyv syndrom
(vzdcné autozomdlné recesivni one-
mocneéni), ale podil nosicstvi jedné této
varianty na vzniku karcinomu prsu je
zcela nejasny a s onemocnénim nemusi
souviset viibec.

ACMG doporuceni zohlednuji fadu
parametr( (napf. vliv varianty na struk-
turu a funkci kddovaného proteinu, fre-
kvence varianty v populaci, in silico
predikce, funkéni analyzy, databéze, pu-
blikace), pficemz vaha téchto parame-
trd pro kone¢nou klasifikaci varianty se
i1 [18]. Pro nékteré geny byla vytvorena
modifikovand ACMG doporuceni, jez
zohlednuji jejich specifika (napf. TP53,
ATM) [21,22]. Jakkoliv jsou ACMG krité-
ria pro klasifikaci variant jednotici plat-
formou se snahou o objektivizaci klasi-
fikace genetickych nalez(, subjektivni
hodnoceni klasifika¢nich parametr(
muze vést k diskrepantnimu hodnoceni
variant mezi jednotlivymi pracovisti.

Nejpouzivanéjsim podkladem pro kla-
sifikaci je vefejné dostupna databaze
ClinVar shromazdujici varianty identifi-
kované rdznymi klinickymi a vyzkum-
nymi laboratofemi z celého svéta do-
plnéné o komentar k jejich klasifikaci.
Pfi vyuziti hodnoceni variant z data-
baze ClinVar je viak potfeba mit na zfe-
teli spolehlivost hodnoceni vyjadifenou
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Tab. 2. Vyznam oznaceni relevance (pocet *) klasifikace variant v databazi ClinVar.

Pocet * Zpusob hodnoceni

zadna varianta bez uvedeni rozhodovacich kritérii klasifikace

* varianta hodnocend jedinym pracovistém, nebo vice pracovisti s konfliktni klasifikaci

** varianta hodnocend vice pracovisti, s konsenzni klasifikaci a poskytnutymi kritérii klasifikace

Hxx varianta hodnocend vice pracovisti, s konsenzni klasifikaci a pfezkoumdanim expertnim panelem
FHRX viz *** y¢. uvedeni praktickych pokyn pro klinickéd doporuceni

poctem hvézdicek (*). Pocet hvézdicek
vyjadfuje miru relevance, kterad vznika
v pomérné slozitém procesu hodnoceni
variant expertnimi panely nebo odbor-
nymi spole¢nostmi/konzorcii (tab. 2).

Existuji dal3i zdroje, napf. iniciativa
ClinGen, jako nadstavba databdaze Clin-
Var, poskytujici navic informaci o re-
levanci testovanych gent k fenotypu
pacienta. Rada daliich databéazi a plat-
forem (BRCA Exchange, LOVD, IARC)
shromazduje informace o nalezenych
variantach v¢. jejich klasifikace nejen
u pacientl s dédi¢nymi nadorovymi
onemocnénimi.

Klasifikace variant dle jejich vlivu na
funkci k6dovaného proteinu je pouze
prvni Urovni pfi interpretaci vysledkd ge-
netického vysetfeni. Pro vyslednou in-
terpretaci varianty je vzdy nutné in-
dividualné zohlednit nejen vliv dané
varianty na biologickou funkci proteinu,
ale také vztah varianty k fenotypu, za-
hrnujici penetranci, riziko (OR) a kon-
kordanci (souvislost vyskytu patogenni
varianty s pritomnosti typického onko-
logického onemocnéni). Penetrance va-
riant tfidy 4/5 se mezi geny vyrazné lisi
(viz vyse). Oviem muze se lisit i v ramci
jednoho genu. Pfikladem je ,missense”
varianta v genu BRCAT:c.5096G>A,
p.(Arg1699GlIn), ktera je v databdzi ClinVar
vedena jako patogenni, nicméné celozi-
votni riziko vzniku karcinomu prsu u je-
jich nosi¢ dosahuje ~20 % (spada do ka-
tegorie variant se stfedni penetranci) [23]
a je tak vyznamné nizi nez riziko spo-
jené s ostatnimi jasné patogennimi (a vy-
soce penetrantnimi) variantami v genu
BRCAT1 s celozivotnim rizikem vzniku kar-
cinomu prsu 60-80 % [24]. RovnéZ je po-
tfeba brat v potaz typ dédi¢nosti. Za-
timco bialelické patogenni varianty
v genu MUTYH jsou spojeny s vysokym

rizikem (70-90 %) vzniku kolorektalniho
karcinomu (colorectal cancer — CRC), he-
terozygotni mutace v tomto genu zvy3uji
riziko CRC pouze mirné (6-13 %) [25]. Ma-
nagement nosicl se nasledné odviji od
vyse rizik spojenych s nosi¢stvim identi-
fikované varianty v kontextu osobni a ro-
dinné anamnézy.

Tvorba narodniho konsenzu
klasifikace germinalnich variant
Klasifikace variant do tfid ma zasadni
dopad na péci o pacienty. Pro dosazeni
spolecného narodniho konsenzu v ramci
konzorcia CZECANCA byla stanovena
pevna pravidla. Varianty ve spole¢né da-
tabézi jsou nejprve individualné hod-
noceny jednotlivymi (osmi) pracovisti.
Pro dosazeni konsenzudlni klasifikace je
nutné, aby byly varianty hodnoceny ales-
pon tfemi centry v rdmci konzorcia. Kon-
senzus je stanoven pfimo pokud: 1) va-
rianta ziskd hodnoceni s Uplnou shodou,
alesponi od 3 center; 2) pokud u varianty
prevazuje shodné hodnoceni, alespor od
4 center, a pfitom s rozdilem klasifikace
maximalné o 1 tfidu ve smyslu 1/2 nebo
4/5.V pripadé diskrepantnich hodnoceni
jsou varianty postoupeny k diskuzi komisi
slozené ze tii vybranych zastupct hodno-
titel( variant z rliznych pracovist, kterd se
snazi dosdhnout spole¢ného konsenzu
v hodnoceni. Vysledny konsenzus u ta-
kovych variant je podroben zpétné opo-
nentufe viemi centry. V pfipadé neshody
v rdmci komise a v pfipadé diskrepant-
nich hodnoceni s rozdilem dvou a vice
tfid s hodnocenim prechazejici pres tfidu
3, tedy rozdil ovliviujici klinickou péci
(napt. tiidy 2-4, 3-5) jsou varianty disku-
tovany plénem v rdmci setkéni konzorcia
(schéma 1).

Vysledky ndrodni klasifikace jsou pra-
videlné (~ 1x ro¢né) porovnavany s da-

tabazi ClinVar a rozdilnd hodnoceni jsou
posouzena komisi. V pfipadé zmény kla-
sifikace na zdkladé nejnovéjsich po-
znatkl jsou informovana vsechna pra-
covisté a nové hodnoceni upraveno
v nejnovéjsi verzi frekvenéni databaze.
V pfipadé zmény klasifikace varianty ve-
douci ke zméné péce o nosice (rekla-
sifikace variant tfidy 3 na varianty tfidy
4/5 nebo obracené) je dodatecné vy-
déna zprava lékafi, ktery indikoval no-
sice takovéto varianty ke genetickému
testovani. V soucasné dobé jsou kon-
senzudlné klasifikované varianty v rdmci
konzorcia CZECANCA vkladany do da-
tabaze ClinVar pouze epizodicky, kom-
pletni sdileni variant je pfipravovano.

CZECANCA databdze verze 5.0 obsa-
huje vysledky vysetieni 10 480 pacientt
s nddorovymi onemocnénimia 791 osob
ze skupiny nenadorovych kontrol. Cel-
kem bylo nalezeno 77 812 rliznych sek-
vencnich variant zarode¢né DNA. Z nich
se 26 874 vyskytovalo v kédujicich exo-
novych a pfilehlych intronovych oblas-
tech. Pro tvorbu konsenzu bylo doposud
(k 31.5.2023) klasifikovano 20 gen( aso-
ciovanych se syndromem hereditarniho
karcinomu prsu a ovaria a genli Lynchova
syndromu: ATM, BARD1, BRCAT1, BRCA2,
BRIP1, CDHT, EPCAM, CHEK2, MLH1, MSH2,
MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, PTEN,
RAD51C, RAD51D, STK11 a TP53. Hodno-
ceni se Ucastnilo 8 pracovist.

Ve vyse uvedenych genech bylo cel-
kem pfitomno 9 797 variant. Z nich se
3 428 vyskytovalo v kédujicich exono-
vych a pfilehlych intronovych oblastech.
Alespon jednim pracovistém bylo hod-
noceno 3 190 (93,1 %) variant. Alespon
tfikrdt bylo hodnoceno 2 017 (58,8 %)
variant a 1 411 variant bylo hodnoceno
pouze nedostate¢nym poctem pracovist
(graf 1).
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Schéma 1. Schéma tvorby spole¢ného konsenzu klasifikace nalezenych germinalnich variant v rdmci vSech spolupracujicich labora-
tofi konzorcia Czech Cancer Panel for Clinical Application (CZECANCA).
* bez vlivu na péci o pacienta (a jeho pfibuzné); ** ovliviiuje péci o pacienta (a jeho ptibuzné)
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Graf 1. Celkovy pocet hodnocenych variant byl 3 428. A) Procentualni zastoupeni variant dle po¢tu hodnoticich pracovist; B) pocet
hodnocenych variant jednotlivymi pracovisti. (Databaze CZE v.5.0; kvéten 2023).

Konsenzu bylo dosazeno pfimo
u 1858z 2017 variant (92,1 %). Ke ko-
misiondlnimu hodnoceni konsenzu bylo
postoupeno 159 variant (7,9 %). Vétsinou
se jednalo o nesouhlasné hodnoceni ve
smyslu tfid 1-2, 2-3, 1-3, nebo 4-5, které
fesilo jednani hodnotici komise. V osmi
pfipadech se hodnoceni lisilo o vice nez
dvé tfidy a presahovalo tfidu 3. Celkem
jedendct variant (osm pres tfidu 3, tfi bez
shody v rdmci komise) bylo diskutovano
na spole¢ném setkani uzivatel(.

V kone¢ném konsenzu bylo klasifiko-
vano 2 005 z 2 017 variant hodnocenych
dostatecnym poctem ¢lenl (spolupra-

cujicich pracovist) narodniho konzorcia.
Dvanact,missense” variant nebylo zatim
klasifikovano, vzhledem k diskordant-
nim vysledkdm funkénich analyz [16,17]
a klasifikaci v databazi ClinVar.

V kone¢ném konsenzu se podafilo pfi-
fadit hodnoceni s jasnym klinickym vy-
znamem (bez VUS) u 1 170 (58,4 %) va-
riant. Z toho 771 (38,5 %) zarfadit do tfid
1/2 a 399 (19,9 %) do ttid 4/5. Po zvazeni
vsech dostupnych informaci oviem stale
zGstava 835 (41,6 %) variant klasifikova-
nych do t¥idy 3 (VUS) (graf 2).

Nejcastéji se hodnoceni s nejasnym
klinickym vyznamem vyskytuji u vzac-

nych ,missense” variant a dale u va-
riant v pfilehlych intronovych oblas-
tech mimo konsenzni sestfihova mista
+1/2, u nichZz vliv na sestfih mRNA
bez jeji analyzy Ize na zékladé nepfes-
nych predikénich algoritmi hodno-
tit pouze orientac¢né. Mezi geny s nej-
mensim zastoupenim VUS patfi geny
BRCAT (21,2 %) a BRCA2 (26,9 %), které
jsou nejdéle spojovany s hereditarni na-
dorovou predispozici a jimz hodnoceni
je dlouhodobé vénovano velké usili. Na-
opak nejvétsi zastoupeni VUS se vysky-
tuje v genech velkych (ATM - 58,1 %)
a v genech, kterym je v rdmci nadorové
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predispozice pozornost vénovana kratsi
dobu (RAD51D - 63,2 %, CHEK2 - 58,2 %,
NBN - 55,2 % a BARD1 - 54,2 %) (graf 3).
Takové varianty pfedstavuji problém
v klinické interpretaci nalezd. V ramci
spoluprace s mezinarodnimi konzor-
cii panuje obrovskd snaha VUS varianty
funkcéné charakterizovat a nasledné kla-
sifikovat do jasné klinicky interpreto-
vatelnych tfid 1/2 (bez klinického vy-
znamu) nebo 4/5 (s jasnym klinickym
dopadem) [16,26,27].

Z 2 005 variant klasifikovanych CZE-
CANCA konzorciem neni pfitomno v da-
tabazi ClinVar 284 variant (k 31. 5. 2023),
v¢. 80 klinicky vyznamnych variant kla-
sifikovanych do tfid 4/5. Dalsich 353 va-
riant ma konfliktni hodnoceni, v¢.
18 klinicky vyznamnych variant klasifiko-
vanych do tfid 4/5. Ze zbylych 1 370 va-
riant s jasnou klasifikaci v databazi Clin-
Var jsme ve velké vétsiné (99 %) dospéli
ke stejné klasifikaci, pouze u 17 variant
se klasifikace lisi, v 15 pfipadech na
urovni zmény mezi tfidami 2 a 3, tedy
bez vlivu na péci o pacienta (graf 4).

Ve dvou ptipadech se jednalo o kli-
nicky vyznamnou zménu mezi tfidami
3 a 4:varianta v genu MLH1:c.1897-2A>G
je hodnocena jako tfida 4 expertni skupi-
nou International Society for Gastrointes-
tinal Hereditary Tumours (InSiGHT) z roku
2019 pouze na zakladé postizeni kon-
senzniho sestfihového mista, ovsem bez
provedené analyzy RNA. Databaze ale
obsahuje dalsich 5 zaznam( hodnoticich
variantu jako tfida 3. To podporuje i nase
analyza RNA, kterd sice potvrdila alteraci
sestfihu MLH1 mRNA, avsak vedouci k re-
tenci tii nukleotidd zpUsobujicich viozeni
jedné aminokyseliny do oblasti proteinu
neobsahujici zddnou znamou funkéni
ani interak¢ni doménu. Naopak, varianta
MLH1:c.2252_2253dup je hodnocena
skupinou InSiGHT z roku 2019 jako tfida 3
bez dodate¢nych komentaid. Nicméné,
databaze dale obsahuje dalsi ¢tyfi hod-
noceni jako tfida 4 v¢. odkazl na funkéni
analyzy potvrzujici dopad na strukturu
a funkci proteinu. Tyto piiklady naznacuji
nezbytnost peclivé kontroly hodnoceni
v databdzi ClinVar.

-~
“d tiida 1
trida 5 13,6 %
16,9 %
tiida 4

3%\

tfida 2
24,9 %
tiida 3
41,6 %

J
Graf 2. Zastoupeni jednotlivych hodno-
ceni dle tfid v kone¢ném konsenzu v da-
tabazi CZE v.5.0 (kvéten 2023).

Pri klasifikaci variant je z hlediska fre-
kvence variant v populaci nejcastéji vy-
uzivanym zdrojem databdze GnomAD
(The Genome Aggregation Database) da-
tabaze zahrnujici exomovda a genomova
data z mezinarodnich rozsahlych sekve-
nacnich projektQ. V této frekvencni da-
tabazi neni pfitomno 688 dosud nami
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Graf 3. Zastoupeni jednotlivych hodnoceni dle gent (sloupcovy graf) a zastoupeni variant tfidy 3 (VUS, %) v jednotlivych genech

v databazi CZE v.5.0 (kvéten 2023).

VUS - varianty s nejasnym klinickym vyznamem
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Graf 4. Srovnani poc¢tti hodnoceni v databazi ClinVar a v ramci konsenzu v databazi

CZE v.5.0 (kvéten 2023).

CZECANCA - Czech Cancer Panel for Clinical Application

klasifikovanych variant, v¢. 254 klinicky
vyznamnych variant klasifikovanych jako
tfidy 4/5. Naopak frekvence nékterych
populacné-specifickych patogennich va-
riant m{ze byt v GnomAD pomérné vy-
sokd. Napf. jasné patogenni varianta
v genu CHEK2:c.1100del ma v této data-
bazi frekvenci > 0,2 % (databaze je obo-
hacena o populace, kde je tato varianta
nejcastéjsi). Frekvence fady variant se
tedy mezi populacemi méze vyznamné
lisit, prikladem muze byt patogenni
(founder) varianta v genu NBN:c.657_
661del (oznacovana také jako c.657del5),
jejiz maximalni frekvence v databézi Gno-
mAD je v evropské populaci (mimo fin-
ské) 0,04 %, zatimco frekvence této va-
rianty v ceské kontrolni populaci je 0,2 %.

Spolecny konsenzus je tak dalezitym
nastrojem i pro klasifikaci populacné
specifickych variant, které nelze najit
v mezinarodnich multipopulac¢nich da-
tabazich nebo jsou v jednotlivych popu-
lacich zastoupeny s rliznou frekvenci.

Klasifikace variant v rdmci konzorcia
CZECANCA neustale probiha, s kazdou
dalsi verzi frekvenéni databdze pfiby-
vaji hodnoceni novych genu a variant.
Zména klasifikaci a nasledné i klinického
vyznamu bude jisté prochazet dynamic-
kym vyvojem i nadale dle neustalého
posouvani nejnovéjsiho poznani. Proto
je nezbytna i pribézna zpétna kontrola
jiz hotovych hodnoceni.

Zavér

Narodni spoluprace v rdmci konzorcia
CZECANCA umozniuje komplexni pfi-
stup k vysetfeni nddorové predispozice
u nejcastéjsich solidnich nadorl dospé-
lého véku. Spole¢ny postup a sdileni
vysledk( pfi hodnoceni germindlnich
variant zvysuje uniformitu vysledk( ge-
netickych analyz a snizuje vyskyt chyb
napfi¢ diagnostickymi centry v CR a sou-
Casné setfi ¢as hodnoticich pracovnikd.
Konsenzualni pristup ke klasifikaci nale-
zenych variant zkvalitfiuje reportovani
laboratornich nalez(, které je nezbytné
pro efektivni a optimalni péci o pacienty
s nadorovymi onemocnénimi a jejich
pfibuzné.

Dalsim cilem konzorcidlni spoluprace
bude vytvofit narodni konsenzus tyka-
jici se rozsahu genl reportovanych pfi
vysetieni nddorové predispozice labo-
ratofemi indikujicim klinickym geneti-
kdm. V rdmci konzorcia shoda zatim ne-
panuje, nicméné je nezbytna pro dalsi
zlepseni a sjednoceni genetického tes-
tovani v ramci celé CR.V procesu je také
tvorba konsenzu tykajiciho se klinic-
kych doporuceni v péci o nosice pato-
gennich variant v nddorovych predis-
pozi¢nich genech, jehoz tvorba probiha
v ramci Siroké platformy klinickych 1é-
katt z rliznych obord, ktefi se podileji na
péci o tyto vysoce rizikové osoby. Jakko-
liv doslo v oblasti genetického testovani

nadorové predispozice v CR k obrov-
skému pokroku a v mezindarodnim mé-
fitku je naprosto srovnatelné, obrovskou
vyzvou bude naprosto nedostate¢nd ka-
pacita ambulanci poskytujicich péci no-
si¢clm patogennich variant v nadoro-
vych predispozi¢nich genech.
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