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Anotace

Prace se zamétuje na dédicné nadorové syndromy a jejich vliv na vznik nadorovych
onemocnéni traviciho traktu. Cilem bylo nejen pfiblizit principy karcinogeneze a genetické
predispozice, ale také analyzovat konkrétni mutace predispozi¢nich genii prostiednictvim
modernich laboratornich metod. Teoreticka c¢ast poskytuje uceleny piehled dédicnych
nadorovych syndromi, jejich pfic¢in a dédicnych mechanismt, vcetné praktického vyznamu
genetického testovani a poradenstvi. Prakticka c¢ast zahrnuje zpracovani reéalnych
anonymizovanych dat ziskanych z molekularn€ genetickych analyz, jako jsou Sangerovo
sekvenovani a NGS, a jejich naslednou interpretaci podle mezinarodnich standardd. Prace
propojuje teoretické znalosti s praktickymi zkuSenostmi a pifindsi cenny vhled do vyznamu
genetického vyzkumu v klinické praxi, pfiCemz zaroven poukazuje na vyznam prevence
a povédomi o rizikovych faktorech v populaci.

Klicova slova
gen; tumor (nador); dédicnost (heredita); travici trakt; testovani
Annotation

The thesis focuses on hereditary cancer syndromes and their role in the development of
gastrointestinal tract malignancies. Its aim was to explore the principles of carcinogenesis and
genetic predisposition, as well as to analyse specific mutations in predisposition genes using
modern laboratory methods. The theoretical part provides a comprehensive overview of
hereditary cancer syndromes, their causes, inheritance mechanisms, and the importance of
genetic testing and counselling in clinical practice. The practical section includes the processing
of anonymized real-world data obtained from molecular genetic analyses, such as Sanger
sequencing and NGS, followed by their interpretation according to international standards. By
combining theoretical insights with practical applications, this work highlights the critical role
of genetic research in oncology and underscores the importance of prevention and awareness
of risk factors within the general population.
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1. Uvod

Nadorova onemocnéni jsou po onemocnéni obéhové soustavy nejcastéjsi pricinou umrti ve
vyspélych zemich, stejné tak i v Ceské republice a jejich incidence v populaci poiad stoupa.
Nadéji vsak piindsi zasadni pokroky v molekularnim vyzkumu, které byly v poslednich
desetiletich rychle implementovany do klinické praxe prostfednictvim novych diagnostickych
a léCebnych metod. Zhoubnd nadorova onemocnéni piedstavuji nejen zdvaznou zdravotni,
spoleCenskou a ekonomickou zatéz, ale jsou predevS§im osobni i rodinnou tragédii. Vznik
nadoru je velmi individudlni, komplikovany a dlouhodoby proces, ktery ovliviiuje fada
negenetickych i genetickych rizikovych faktort.

Hlavnim cilem mé prace bylo popsat problematiku a testovani dédi¢nych nadorovych syndromi
a vyhodnotit vysledky mutacni analyzy predispozi¢nich genii karcinomu traviciho traktu.

V teoretické Casti prace jsem se zaméfila na vysvétleni procesu vzniku nadoru — karcinogenezi
a jeho pfiCin, na rozdéleni onkologickych onemocnéni a na popis jednotlivych dédicnych
nadorovych syndromi se zaméfenim na dédicné dispozice vzniku karcinomil traviciho traktu.
Nejen u hereditarnich nadorGi tohoto typu detailné proberu autozomalné dominantni
a autozomalné recesivni dédi¢nost. V ramci této ¢asti prace se zminim také o Knudsonové teorii
dvou zéasah, jez vysvétluje, jak genetické mutace pfispivaji k rozvoji rakoviny. A v neposledni
fadé jsem vénovala pozornost i genetickému testovani a poradenstvi, které hraje klicovou roli

Mrwe .

v objasnéni dédi¢nych pticin vzniku nadoru.

V praktické c¢asti jsem popsala principy metod vyuzivanych kmutacni analyze gent
zodpové€dnych za vznik nddorového onemocnéni a vyhodnotila vyslednd data ziskana
testovanim rizikovych pacienti Centra Iékatské genetiky s.r.o. Zde bylo zésadni seznamit se
s principy a postupy hodnoceni ziskanych variant v testovanych genech, jejich klasifikaci
a zapisem dle The Human Genome Variation Society (HGVS) nomenklatury. VSechna data
jsem analyzovala v anonymizované formé, pod ¢iselnymi kody, tak, aby byla dodrzena zakonna
povinnost na ochranu osobnich dat a splnéna povinnost ochrany citlivych udaji zdravotnickym
zatizenim.

Hlavnim pramenem mé prace byla odborna publikace autorského kolektivu vedeného Lenkou
Foretovou, Evou Machackovou a Renatou Gaillyovou — Hereditarni nddorova onemocnéni
v klinické praxi, jejimz pfedmétem bylo pfinést piehledné informace o dédi¢nych nadorech
rizného typu, které mohou vyuzit vSichni 1ékafi riznych obori mediciny.

Véfim, Ze moje prace bude prinosem v pfedstaveni této problematiky mladé generaci
a impulsem k zamysleni se nad faktory, které mohou vést k rozvoji nddorového onemocnéni.



2. Teoreticka Cast

2.1. Nadorova onemocnéni

Néadorova onemocnéni, casto zmiflovand pod pojmem rakovina, pfedstavuji jednu
Z nejzavaznéjSich zdravotnich hrozeb soucasné spolecnosti. Jedna se o onemocnéni, které je
zpusobeno zna$i vlastni tkan€. Jeho vznik je velmi komplexni a komplikovany proces
provazeny genetickymi zménami bunék. Bez 1écby vede ve vétSing piipadi ke smrti, proto je
casna diagndza stézejni. Vyzkum v této oblasti je velmi diilezity a jeho vysledky jsou rychle
zavadéné do klinické praxe a pomahaji identifikovat osoby se zvySenym rizikem jesté pied
vznikem samotného nadoru [1].

Rakovina ¢i zhoubny nédor? Dva pojmy oznacujici stejnou diagndézu, avsak vnimaji to tak
v§ichni? Pan doktor Zaloudik ve své knize Vyhnéte se rakoviné aneb prevence zhoubnych
nadoru pro kazdého popisuje své setkani s pacientkou, kde narazil na podobny ptipad. ,,Pane
doktore, tak co jsem to tam méla?“, ptala se ho pacientka po operaci. ,,M¢€la jste tam maly
zhoubny nador,* odpovédél ji. A pacientka nakonec na to, ,,No tak to jsem si oddechla, zaplat’
panbtih, Ze to nebyla rakovina.“ [2] Z tohoto rozhovoru vyplyva, Ze ne pro vSechny lidi mohou
tyto dva nadzvy znamenat totéz a ze slovo rakovina piindsi vétsi obavy nez pojem zhoubny
nador. Nicmén¢ touto tématikou se zabyvat v mé praci nehodlam.

2.1.1. Piehled nadorovych onemocnéni

Tabulka 1. Prrehled nadorovych onemocnént.

Kategorie Vybrané typy rakoviny
souvisejici s AIDS lymfom, Kaposiho sarkom
CNS primarni CNS lymfom, neuroblastom
gynekologické rakovina délozniho hrdla, ovarialni rakovina
hematologické leukémie, lymfom, myelom
gastrointestinalni rakovina tlustého stfeva, zaludku, jicnu, ...
. e, rakovina mocového méchyte, prostaticka
genitouriarni rakovina
hlava a krk rakovina Gstni dutiny, nasofaryngealni rakovina
respiracni/torakalni rakovina plic, maligni mezoteliom
kozni melanom, Kaposiho sarkom
neurologické mozkovy nador, astrocytom
muskuloskeletalni osteosarkom, Ewingliv sarkom
oci intraokularni melanom, retinoblastom
neuroendokrinni neuroendokrinni tumor, pheochromocytom
jiné myelodysplastické syndromy

(Zdroj: National Cancer Institute, Cancer by Body Location, https://www.cancer.gov/types/by-body-location )
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2.1.2. Vznik zhoubnych nadort

Za zdravou bunku povazujeme tu buiiku, jez méa odpovidajici strukturu a tvar, plni svou funkci,
tedy se d€li na bunky dcetiné a reaguje na podnéty z okoli. Pokud vSak dojde pfi replikaci DNA
(deoxyribonukleové kyseliny) k ndhodné zméné€, vzniku mutace, miize se stat tato buika
bunkou citlivéjsi a ptilezitostn€ se nekontrolovatelné délit (proliferovat). Z dcefinych buné¢k se
tak stane burika rezistentni ke vnéj$im signaliim a vykazuje znaky malignity (zhoubnosti) [1].

2.1.2.1.  Zhoubné nadorové bujeni

Soucasné nazory oznacuji zhoubné nadorové bujeni jako onemocnéni, které predstavuje trvalou
poruchu genetického kodu bunek. Tento typ bujeni mize vzniknout v jakékoli tkani ¢i organu
a je vysledkem procesu zndmého jako zhoubna preména bunék. Tato pfeména znamena, ze
buitka se odchyluje od svého ptivodniho ucéelu v organismu a za¢ina se chovat nezavisle,
uptednostiujic vlastni prospéch, coz se projevuje jiz zminovanou nadmérnou proliferaci. Riist
téchto bunék narusuje funkce organismu, nebot’ se §ifi a vyuziva jeho zdroje, ¢imz poskozuje
jeho normalni ¢innosti. Nadorové buiiky sice disponuji schopnosti neomezeného déleni, ale
jsou na svém hostiteli zavislé. V disledku toho mize zhoubny nador vést k postupnému
vyCerpani organismu a jeho smrti [2].

2.1.2.2.  Nadorové bunky

Vznik zhoubnych nddorti nezplsobuje pouze jeden typ nadorovych bunck. Jen ¢ast projevuje
svou vysokou mitotickou aktivitu, dal§i pfeziva v nedostatku zivin ¢i Spatném zdsobeni
kyslikem a jiné zase v klidovém reZimu a ¢ekaji na n¢jaky stimul, aby se ,,probudily*. Nékteré
nadorové bunky se prosazuji méné&, nékteré vice, ale u vSech miZzeme mluvit o tzv. klonalni
selekci, kdy se projevi bohuzel zpravidla ty zivotaschopnéjsi a agresivnéjsi bunky [2].

2.1.2.3. Klicové geny v procesu vzniku nadoru

Existuji vSak dvé skupiny gent hrajici hlavni roli ve vzniku nadoru. Jsou jimi protoonkogeny
a tumor-supresorové geny. Tyto geny fidi zivotni cyklus buiky, tj. sled d&ja, pfi kterych se
bunka zvétsuje a déli. Je-li vSak narusena jejich struktura nebo funkce podporuji vznik a vyvoj
nadoru [1].

2.1.2.3.1. Protoonkogeny

Protoonkogeny jsou geny podporuji rust. Pokud dojde k mutaci nebo aktivaci téchto gend,
mohou se zménit na karcinogenni onkogeny, které zptisobuji nadmérné mnozeni bunék. Mutace
casto vede k tomu, Ze protoonkogeny produkuji nadmérné mnozstvi rtistového stimula¢niho
proteinu nebo jeho trvale aktivni formu [1, 37].
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2.1.2.3.2. Tumor-supresorové geny

Na druhé strané tumor-supresorové geny, které délaji pravy opak nez protoonkogeny.
Supresorovy gen je typ genu, jehoz hlavni funkci je potlacovat riist bunék a regulovat bunécny
cyklus. Tyto geny obvykle koduji proteiny, které brani nekontrolovanému de€leni bunck
a pomahaji opravovat poSkozenou DNA. KdyZz dojde k mutaci v supresorovém genu, jeho
funkce se ztrati, coz mize vést k neomezenému rustu bunék a rozvoji rakoviny [1, 23].

2.1.2.4, Chromozomalni translokace

V neposledni fad¢ je také nutno mluvit o chromozomaélnich translokacich. Chromozomalni
translokace jsou genetické zmény, pii kterych se Cast jednoho chromozomu piemisti na
chromozom nehomologni (tj. chromozom, ktery neni v paru), pfipadn€ na jinou pozici t€hoz
chromozomu [38]. Tyto zmény maji vazné dusledky pro bunéénou funkci a mohou pfispivat ke
vzniku nadorovych onemocnéni. V ptipadé, Ze translokace zplsobi vznik nového fizniho genu
nebo zméni umisténi regulatorti genti, miize dojit k nefizené aktivaci urcitych gend, coz vede
k rakovinnému riistu bunék.

Znamym ptikladem je translokace mezi chromozomy 9 a 22, jez vytvaii Philadelphia
chromozom (obrazek 1) a spojuje geny BCR a ABL, coz vede k produkci proteinu

podporujiciho nekontrolovatelny rist bunck, casto spojovaného s chronickou myeloidni
leukémii (CML) [4].

Changed chromosome 9

Normal

chromosome 9 Chromosomes break
Changed
chromosome 22
Normal (Philadelphia
chromosome 22 chromosome)
Eéii S
BCR =3 —> F BCR::ABL

fusion
gene

gene
J l_l

F F

| ABL gene

Obrazek 1: Filadelfsky chromozom (Ph chromozom) je abnormadlni chromozom vznikajici, kdyz se casti
chromozomut 9 a 22 odlomi a vyméni si mista. Gen ABL z chromozomu 9 se spoji s genem BCR na chromozomu

22, ¢imz vznikne fuzni gen BCR::ABL. Zmeéneny chromozom 22, ktery nese tento fiizni gen, je pak oznacovan jako
Filadelfsky chromozom.

(Zdroj: National Cancer Institute, Philadelphia chromosome,
https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/philadelphia-chromosome )
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2.1.2.5. Imunitni systém a nadory

Imunitni systém hraje kli¢ovou roli v rozpoznani cizorodych a pozménénych bunék a v jejich
eliminaci. Buiikky imunitniho systému pfitomné v nadoru maji schopnost rozpoznat urcité
antigenni odli$nosti mezi nadorovou a zdravou tkani. Tyto burky, jako jsou T-lymfocyty, NK
bunky a makrofagy, se snazi napadnout nadorové bunky, ale i pfes tuto identifikaci nejsou
schopny U¢inn¢ zastavit jejich rist. Divodem je, Ze nddorové bunky se Casto vyvijeji tak, aby
se vyhnuly imunitni odpovédi, naptiklad produkci latek, které oslabuji ¢innost imunitnich
bun¢k. Navic prostfedi kolem nadoru muze negativné ovlivnit schopnost bilych krvinek
fungovat, coz ztézuje jejich Gsili o eliminaci nadoru. Proto i kdyz imunitni systém rozpozna
pritomnost nadoru, nedokaze ho ucinn¢ zastavit [2, 17, 18].

2.1.2.6. Zakladni klasifikace naddoru

Nadory mizeme délit podle miry nebezpeci na maligni a benigni, kde u malignich nadort se
buiiky vraceji do embryonalniho stadia, vykazuji rizné stupné zralosti, infiltruji se do okolnich
tkani a krevni nebo lymfatickou cestou se dostavaji do vzdalenych mist, kde tvoii sekundarni
nadory — metastaze. Zatimco benigni nadory pfipominaji zralou tkan, ale buiiky se neimérné
namnozi. Jsou ostfe ohrani¢eny od okolni tkan¢ [1].

Déle mizeme nddory rozliSovat podle tkané, kde vznikaji, tedy na karcinomy, sarkomy,
germinalni nadory a zhoubné nddory z nervové tkdné (obrazek 2).

2.1.2.6.1. Karcinomy

wevr

Karcinom je nejcastéjsi typ rakoviny vznikajici z bunék slizni¢nich vystelek dutych organi.
Tyto vystelky najdeme v soustavé dychaci, travici, dale ve zlu¢niku a v mocovych a pohlavnich
cestach. MiiZe se vSak zformovat také ze zlazovych buné¢k svym nahromadénim, jeZ tvoii tzv.
parenchymatdzni orgény a Zlazy. K nim patii mimo jiné slinivka bfiSni, plice, ledviny, jatra,
slinné zlazy a §titnd Zlaza. Nesmime ovSem zapomenout na Zlazovou slozku prsu, tedy na
mlécné zlazy nebo na zlazky prostaty [2].

2.1.2.6.2. Sarkomy

Za sarkomy povazujeme ty zhoubné nadory, které¢ vychazeji z pojivovych tkéni, tedy z bunck
svaloviny, vaziva, chrupavky, kloubni vystelky ¢i kosti. Kostni sarkomy nejsou nej€astéjsim
nadorovym loziskem v kostech (ty jsou spiSe vzacné), ale jsou jimi metastazy karcinomi
pochazejici predevsim z rakoviny prostaty, prsu, plic nebo ledvin [39].

Jejich nazev pochézi slova sarx neboli maso, protoze na fezu pod mikroskopem vypada pravé
jako rybi maso. Neplati to ale ve 100 %. Existuje mnoho druhti sarkomu. Nékteré piipominaji
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pravé rybi maso, dal$i mohou byt kiehké az rosolovité, jiné zase tuhé ¢i houbovité, tvoiené
velmi nestejnorodou tkdni nebo naplnéné krvi. Ve skutecnosti predstavuji asi jedno procento
vSech zhoubnych nédort, coz je oproti karcinomiim stondsobn¢ méng.

Lze je najit kdekoli v téle, ¢asto jsou v duting btisni a mivaji az vahu nekolika kilogramt [2].

2.1.2.6.3. Germinalni nadory

Tento typ nadoru pochazi ze zarode¢nych tkani, jez se nachazi u Zen ve vajecnicich a u muza
ve varlatech. Nemusi se objevovat pouze v téchto pohlavnich orgédnech. Poté mluvime o tzv.
extragonadalnich germinalnich naddorech. Je tomu tak, protoze v pribéhu vyvoje ¢lovéka se tato
zarodecnd tkan posouva a vyzrava v ony pohlavni zlazy (gonady) ze zadni ¢asti btisni dutiny
podél patete.

Germinalni nadory se vyskytuji spiSe v mladS$im v€ku a jsou velmi agresivni a rychle se Sifi.
Nadé¢ji v8ak ptinasi fakt, ze jsou velmi citlivé na chemoterapii, a tak je mozno je vylécit i ve
velmi pokroc¢ilém stadiu. Jako u sarkomu je jich stokrat méné nez karcinomi [2].

2.1.2.6.4. Zhoubné nadory z nervové tkané

Poslednim typem zhoubnych nadort podle tkang, ve které vznikaji, jsou nadory z nervové
tkané. Tyto nadory se objevuji jak v mozku, tak v nervovych gangliich, ptedev§im v okoli
patefe. Mozkové nadory ptredstavuji asi 1-2 procenta vSech zhoubnych nadori a registrujeme
jich asi 700 za rok. Bohuzel se jednd o onemocnéni velmi ziidka vylécitelné. Je to hlavné diky
Spatnému umisténi, protoze jeho vyskyt je v tésné kosténé schrance, kde kazdy nartst nadoru
znamena dalsi tlak na lebku.

Jak jiz bylo fe€eno u karcinomt, nddory nevznikaji pouze z jednoho typu tkéné. Ve vétSing
ptipadl totiz nejde o jiz zminovanou nervovou tkan, ale o podptrné buiiky mozkové tkane,
které¢ nevedou piimo nervové vzruchy. Tyto bunky vSak hraji zdsadni roli v normalnim
fungovani mozku a bez nich by mozek nemohl efektivné pracovat [2].
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Wchozi tkan Zralé benigni buiky (nezhoubng) Nezralé maligni buiky (zhoubné)

pnvrchnvy papilom karcinom
epltel
Iazavy adenom adenokarcinom
fibrom fibrosarkem
tukove lipom liposarkom
chrupavka chondrom chondrosarkom
Pojivo
osteom osteosarkom
Sval myom myosarkom
Cevm angiom angiosarkom
Krvetvuma Iymfallcka mononukledza? leukemie lymfom, myelom
gliom glioblastom
Nervova
perlfeml ganglioneurom pargangliom neurcblastom maligni paragangliom
gonadoblastom seminom dysgerminom
Zarodetna
teratom zraly teratom nezraly

Obrazek 2: Zakladni klasifikace nadori

(Zdroj: Piirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity, Nddorové onemocnéni, uvod a zdakladni pojmy,
https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps13/genotox/web/pages/01 nador.html )

2.1.3. Siteni zhoubnych nadort

Rakovinné buniky se v téle $ifi v n€kolika krocich. Nejprve rostou do okolni zdravé tkané
a mohou ji invadovat. Nasledné& se pfesouvaji skrze stény sousednich lymfatickych uzlin nebo
krevnich cév. Poté putuji lymfatickym systémem a krevnim obéhem do riiznych ¢asti téla. Kdyz
dorazi na vzdalené misto, zastavi se v malych krevnich cévéch, proniknou do jejich stén
a dostanou se do okolni tkan€. Tam pokracuji v rlstu, az se vytvoii maly nddor. Tento proces
také podnécuje vznik novych krevnich cév, které zajist'uji potiebnou zasobu krve pro dalsi rtst
metastatického nadoru (obrazek 3) [40].

I kdyz vétsina Sificich se rakovinnych bunék béhem této cesty zanika, za ptiznivych podminek
maji nékteré schopnost tvofit nové nadory v jinych castech téla. Navic mohou metastatické
rakovinné bunky zlstat v inaktivnim stavu na vzdalenych mistech po mnoho let, nez se ptipadné
znovu zaénou mnozit [5].

2.1.3.1. Metastaticka preference

Zhoubny nador se oznacuje jako takovy predevsim pro svou schopnost $itit se do okolnich tkani
a organu, z nichz vzesel. Tento typ rakoviny je klasifikovan jako metastazujici (metastaze).
U mnoha typu rakoviny je rovnéz pojmenovan — rakovina ve stadiu IV (4). Naopak za
nezhoubné nadory povazujeme ty, jeZ rostou pouze v té oblasti, kde vznikly, i kdyZ se n€kdy
nachéazeji na mistech, kde mohou zptisobit tlak na jiné tkané& ¢i organy. Za typicky ptiklad
muzeme povazovat dutinu lebe¢ni [2].
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Pfi riznych vySetifenich mohou 1ékafi poznat a zjistit, zda maji metastatické nadorové bunky
stejné vlastnosti jako buiiky tzv. primarniho nadoru, a ne jako bunky v misté, kde se
metastaticky nador nachazi. To znamend, ze pokud ma pacient rakovinu zaludku, kterd se
rozsifi do stfev, bude tato rakovina povazovana za metastatickou rakovinu zaludku, protoze
primarné¢ vznikla pravé v této oblasti. Bohuzel se v nékterych ptipadech pacienti nedozvi
primarni puvod své rakoviny. Tento stav je pojmenovan CUP, tedy Cancer of Unknown
Primary [5].

Nejcastéji se nadory tvofi v jatrech, plicich, kostni dieni, mozku, pfipadné na pohrudnici ¢i
pobfisnici, ale vyjimecné v ledvinach. Je tomu tak, protoze i kdyz ledvinami protéka pétina
krevniho objemu a tyto buiky tak maji prostor se v hojném mnozstvi zachytit, prostiedi
V ledvinach jim moc nevyhovuje. Naopak v podstatné¢ mensich nadledvinach se nddory mohou
vyskytovat Castéji. Tomuto vybéru prostiedi se fika metastaticka preference [2].

Metastasis
Metastatic— .,
‘? tumor (_)//}()
J/ (\ \\
. /
Cancer spreads to other ¢ Cancer cells in
parts of the body o R lymph system
» V Lung
y metastasis Cancer cells

in the blood

Primary
cancer

|

(Zdroj: National Cancer Institute, Metastatic Cancer: When Cancer Spreads,
https://www.cancer.gov/types/metastatic-cancer )

2.1.4. Etiologie a rizikové faktory vzniku nadoru

Nejvyznamnéjsi skupinou rizik v etiologii naddord jsou az v 80-90 % vnéjsi vlivy. Jedna se
pfevazné o faktory Zivotniho stylu, které mize jednotlivec ovlivnit. Tyto vnéjsi faktory jsou
velmi komplexni a jejich skute€ny vyznam je moZné urcit tzv. populaénim atributivnim
rizikem, které demonstruje pomér nddort, jejichz vznik 1ze pficist vlivu konkrétni expozice
nebo charakteristiky. Zahrnuje jak informaci o vyskytu dané expozice v populaci, tak i tzv.
relativni riziko (RR), tedy ukazatel vystihujici vztah mezi expozici rizikovému faktoru
a zdravotnim nasledkem (obrazek 4). Muze odhadovat pomér naddort v populaci, kterym by se
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dalo zabranit, pokud by byla expozice redukovana ¢i dokonce eliminovana [6]. Mezi hlavni
ovlivnitelné rizikové faktory pro vznik nadorti patii koufeni, obezita, nadmérna konzumace
alkoholu a nevhodna strava [6, 41].

Faktor Podil na nadorové mortalité (%)

tabak 30
strava a vyZiva véetné obezity
alkohol
nizka pohybova aktivita
infekce

(¥
(W]

profesiondlni expozice

reprodukcni faktory
ionizujici a UV zafeni

znedisténi Zivotniho prostiedi

i ||| n |

lékarske procedury

Obrazek 4: Podil nadorové mortality (v rozvinutych zemich) prisuzovany vlivu specifickych faktorii nebo skupiné
faktorii.

(Zdroj: Foretova, Machackova a kolektiv, Hereditarni nadorova onemocnéni v klinické praxi, 2022)
2.14.1.  Faktory vnéjsi — chemické, biologické a fyzikalni

Tabdkovy kouf je siln¢ karcinogenni a zvySuje riziko nadord v riznych tkénich (obrazek 4).
Incidence nadort plic a priidusek se sice od roku 1997 snizuje, ale je stale tfetim nejcastéjSim
nadorovym onemocnénim mezi muZzi a Zenami. Dokonce i1 rakovina slinivky bfisni a kolorekta,
pro m¢ dulezita v této praci, miize vzniknout diky tomuto zlozvyku [42]. Vyziva hraje rovnéz
dilezitou roli. Napftiklad strava bohatd na ¢ervené maso zvysuje riziko kolorektalnich nadort,
zatimco konzumace ovoce a zeleniny ho snizuje. A V neposledni fad¢ také alkohol, ktery
predstavuje zasadni faktor pro nadory celého traviciho traktu.

Biologickym faktorem jsou infekéni agens (choroboplodny zarodek), jako jsou viry HPV
(Human papilloma virus), Helicobacter pylori nebo viry hepatitidy B a C, které jsou spojeny
s rozvojem specifickych druhi nddort, naptiklad karcinomu délozniho hrdla nebo jater.
Chemické latky vcetné nékterych chemoterapeutik mohou vyvolat sekundarni nadory.
A fyzikélni expozice — UV zéfeni a ionizujici radiace zvySuji riziko nadort ktize a dalSich
malignit [6].

2.1.4.2.  Faktory vnitini (genetické)
V navaznosti na piedchozi biologické, chemické, fyzikalni a ovlivnitelné faktory je dulezité se
nyni zaméfit prave na ty genetické, jez jsou klicové v mé praci. Genetické zmény jsou zakladem

vzniku nddorti, protoze ovlivituji dilezité bunéné funkce. Rast a déleni bunék, stejné jako
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reparatni mechanismy DNA. Mutace mohou byt dédicné, pokud jsou pieneseny ze
zarode¢nych bunék rodici, nebo mohou vzniknout beéhem zivota jako disledek somatickych
mutaci. Tyto zmény mohou vést ke ztraté kontroly nad bunénymi procesy a podpofit rust
nadoru. Krom¢ mutaci mohou genetické faktory zahrnovat epigenetické zmény (metylace
DNA), které ovliviiuji expresi gent a hraji roli v diferenciaci bun¢k. Kombinace genetickych
predispozic s environmentalnimi vlivy a Zivotnim stylem mtze vyrazné ovlivnit riziko vzniku
rakoviny [6].

2.1.5. Rozd¢leni nddorovych onemocnéni podle ptivodu

2.1.5.1.  Sporadické nadory

U pacientt trpicich rakovinou Ize také zjistit, jaky ma rakovina pivod. Pfiblizné v 70 % piipadu
V populaci se jednd o nddorové onemocnéni, jez vzniklo bez dalSich pfipadli onemocnéni
v rodiné€ neboli sporadicky. Diivodi pro tento sporadicky vyskyt nadorii je mnoho, ale vétSinou
se jedna o kombinaci nevhodné stravy, vnéjSiho prostiedi, stdrnuti organismu, ale pfedevsim
diky ndhodnym jeviim v metabolickych procesech buiikky a kumulaci somatickych mutaci
Vv bunce [6,7].

2.1.5.2. Familiarni nddory

Zhruba 15-25 % ptipadt rakoviny spada do kategorie familiarni formy. Nékteré bézné typy,
jako je rakovina prsu, vajecniki, tlustého stfeva a prostaty, se mohou vyskytovat u vice ¢lenil
rodiny, ale to jeSté neznamend, Ze maji vyhradné dédi¢né pti¢iny. MlzZe se stat, Ze 1 kdyZ se
u rodinnych ptisluSnikl objevi stejny typ rakoviny, u nékterych propukne az v pozdéjsim véku.
[ kdyZ se familiarni rakovina shromazd’uje v rodin€, zda se, Ze ji nezplisobuje zména jednoho
specifického genu. SpiSe se predpokladd, ze je vysledkem rGznych faktort. Kombinace
n¢kolika gent a dalSich vlivi, jako je strava a fyzicka aktivita, vyrazné zvysuje riziko vzniku
rakoviny [6,7].

2.1.5.3.  Hereditarni nadory

A zbyvajicich 5-10 % pacientli méa genetické neboli hereditarni predispozice k nddorovym
onemocnénim. Hereditdrni nédorové syndromy jsou charakterizovany hromadénim
specifickych malignich nadorii v né€kolika generacich, jejich vyskytem v mladém véku a ¢astou
pfitomnosti vicecetnych primarnich nadord. Hlavni pfi¢inou téchto syndromi je zarodecna
mutace v jednom z predispozi¢nich genu, ktera vyznamné zvysuje riziko rozvoje uré¢itého typu
nadoru. Mutace je pfitomna ve vSech bunikach jedince a zvySuje pravdépodobnost vyskytu
nadorii az 50nasobné. Tyto syndromy jsou fenotypové velmi rliznorodé. Jedna mutace miize
vést k riznym syndromiim, zatimco mutace v riznych genech mohou zpiisobit podobné
projevy [6,7].
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2.2. Hereditarni nadorova onemocnéni

2.2.1. Principy genetické predispozice k nddorovym onemocnénim

Jak jiz bylo zminéno vyse, nadorové onemocnéni je velmi komplexni a slozitou skute¢nosti, jeZ
vzniké v somatické buiice organismu, ktera prochéazi sérii muta¢nich zmén. Mezi né mimo jiné
patii jiz zminované protoonkogeny (geny podporujici riist) a supresorové geny (geny potlacujici
proliferaci bun¢k). Dal§imi mutacnimi zménami mohou projit i geny reparacnich drah, které
napomahaji buiice ,,opravovat mutace po poskozeni DNA. A v neposledni fadé také geny
signalnich drah, jimiZ se bude zabyvat nasledujici podkapitola [6].

2.2.1.1.  Geny signalnich drah

Genetické zmény v nadorovych buiikach jsou vzdy spojené s porusenim signalnich drah, kdy
regulacni mechanismy pfestavaji mit nad nimi kontrolu. Bunétna signalizace umoziiuje
komunikaci bun¢k s prostfedim a fidi procesy jako je rast, diferenciace nebo buné¢nou smrt
[43]. Klicovy princip této signalizace spociva v tom, ze buiiky ptijimaji signaly z okoli pomoci
receptori. Aktivace téchto receptorti umoziuje prenos signalu z povrchu bunky k efektorovym
slozkdm uvniti. Receptory maji vazebna mista specifickd pro urcité signalni molekuly neboli
ligandy, kam patii naptiklad ristové faktory nebo adhezivni molekuly.

Buniky v rGznych tkdnich mohou mit podobné receptory pro identické ligandy, ale odpovéd’ na
signal se muze vriznych tkanich liSit. Z funk&niho hlediska existuji tfi hlavni typy
membranovych receptorl: iontové kanaly, receptory sptazené s G-proteiny a enzymatické
receptory.

Signalni drahy jsou zasadni pro fyziologické funkce bunék, ale mutace v téchto drahach casto
vedou K nekontrolovanému buné¢nému ristu, coz je typické pro nadorové bunky. Ve vétsing
ptipadi jde o somatické mutace vedouci nadoriim somatického typu. Mezi Casto mutované geny
patii EGFR (receptor epidermdlniho riistového faktoru), Ras a PIK3CA, které ovliviiuji signaly
spojené s riistem bun€k a bunéénym cyklem.

K nadorové transformaci mohou pfispivat 1 mutace, které inaktivuji negativni reguldtory

signalnich drah, jako je APC nebo TP53. Tyto geny obvykle reguluji zastaveni rdstu pfi
poskozeni DNA, takze jejich inaktivace umoznuje bunikam rist i s genetickymi chybami [6].
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2.2.1.1.1. Charakteristické znaky bun€k pti procesu malignizace

Béhem let 2000-2011 Hanahan a Weinberg definovali deset charakteristickych znaku, které
bunky ziskavaji, kdyz se z nich stavaji buitky maligni.

Sobéstacnost — rist bez podpory rustovych signali

Buriky v naSem téle pracuji ve vzajemné koordinaci, neustale spolu komunikuji a ovliviiuji se.
Bunéény cyklus je peclivé kontrolovan prostiednictvim mitogennich signald, které Casto
zahrnuji rustové faktory z okolniho prostiedi. Tyto signaly pfijimaji receptory na povrchu
bunky, odkud jsou dale pfenaseny signalnimi drahami do jadra, kde aktivuji transkripci gent
potiebnych k zahdjeni proliferace. Na rozdil od béznych bunék vSak nadorové buiky
nepotiebuji vnéjsi riistové faktory. Dokazi obejit regulacni mechanismy bud’ tim, ze produkuji
vlastni ristové signaly, nebo naruSenim receptori a signdlnich drah, coZ jim umoziiuje
neustalou stimulaci k dé€leni.

Necitlivost k signalim zastavujicim déleni

Buné¢ény cyklus obsahuje nekolik klicovych kontrolnich mechanismd, které zajist'uji spravny
prubéh déleni a stabilitu genetického materialu dcefinych bunék. Kontrolni bod na rozhrani fazi
G1 a S zastavuje cyklus v ptipadé, ze je DNA poskozena, aby se zabranilo jeji replikaci béhem
syntetické faze. Kontrolni bod mezi fazemi G2 a M provétuje replikovanou DNA a brani
zahajeni mitozy, dokud neni replikace dokoncena a opravy chyb provedeny. Nadorové bunky
se stavaji necitlivymi vaci signalim, které obvykle zastavuji bunécény cyklus, coz zpusobuje,
ze se deli rychleji. Tento proces vede ke kumulaci genetickych chyb a zvysuje jejich schopnost
proliferace.

Invazivita

Invazivita, tedy schopnost metastazovat, ¢asto vznika v dusledku naruseni funkci adheznich
molekul a poSkozeni vazeb na extracelularni matrix a cytoskelet. Adhezni interakce jsou
zasadni nejen pro propojeni bun€k mezi sebou, ale také pro pienos signalu, které ovlivituji rizné
bunécné odpovedi, veetné regulace bunééného cyklu, imunitni odpovédi, procesu ,,rozhodnuti‘
bunék, ¢im budou (diferenciace) a indukce programované bunécné smrti. Mezi hlavni adhezni
molekuly patii selektiny, integriny, kadheriny a imunoglobuliny. Mutace v genech, které tyto
adhezivni molekuly produkuji, mohou narusit soudrznost nadorovych bunék a usnadnit jejich
uvolnéni z primarniho nadoru, coz vede k $ifeni do okolnich oblasti.

Nesmrtelnost — nekoneéna déleni

Somatické buiky, které¢ dosdhly diferenciace, prochézeji béhem svého Zivota jen omezenym
poctem bunéénych cykl, coz je ddno takzvanymi molekuldrnimi hodinami. Tyto buiiky maji
své zivotnosti fizené telomerami, €0z jsou nekodujici sekvence umisténé na konci
chromozomt, které se pii kazdém déleni zkracuji. Jakmile buiiky dosahnou maximalniho poctu
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cykli, vstupuji do stavu nazyvaného senescence, kdy se ocitaji v nevratné G1 fazi a nemohou
se vratit do aktivniho cyklu. V této fazi ziistdvaji buiiky s minimalni metabolickou aktivitou a
nizkou spotiebou zivin. Nadorové bunky mechanismy zptsobujici senescenci, jako je napiiklad
proces starnuti, pii kterém se vycerpaji moznosti déleni, obchazeji a mohou se délit neomezene,
prestoze v nich dochazi k akumulaci mutaci zpiisobenych nekontrolovanym délenim.

Z.ajisténi prisunu Zivin (angiogeneze)

Angiogeneze je proces, ktery umoziiuje rast novych krevnich cév a zajistuje nadoram piistup
k zivindm. Rychle rostouci naddor by bez dostatecného piisunu zivin trpél a mohl by odumfit.
Tento proces je stimulovan nedostatkem kysliku (hypoxii) a probihd nekoordinované, coz vede
k vytvofeni abnormdlni cévni sité. Tato sit’ mlze zplsobovat Casté krvaceni nebo vznik
krevnich srazenin.

Apoptoza

Apoptdza neboli programovana bunécna smrt je proces, ktery je fizen specifickymi geny
a signdlnimi drahami a ktery vede k sebedestrukci poskozenych bunék. B€hem tohoto procesu
se buniky zmensuji, chromatin kondenzuje a fragmentuji se na apopticka téliska, jez jsou
pohlcovana imunitnim systémem. Apoptoza hraje klicovou roli ve spravném vyvoji organismu
a v odstranovani bunék ohrozujicich jeho celistvost.

NarusSeni energetického metabolismu v nadorovych buiikach

Nadorové buiky casto ziskavaji energii jinym zplsobem neZz ,,normalni bunky“. Bylo
zaznamenano, zZe u nadorovych bunék dochdzi k aerobni glykolyze, coz se oznacuje jako
Warburgtv efekt. Tento jev vede k naruseni Krebsova cyklu a umoziuje nadorovym buitkam
vyrovnat se s vy$§imi metabolickymi naroky, které vznikaji v disledku jejich rychlé proliferace.

Vychytralost nad imunitnim systémem

Imunitni systém hraje kliCovou roli v rozpozndvani a eliminaci cizorodych abnormalnich
bungk. Jiz v 50. letech 20. stoleti bylo prokazano, Ze imunitni systém dokaze identifikovat
nadorové bunky diky ptfitomnosti specifickych nddorovych antigenti. Tyto antigeny slouZi jako
signaly pro imunitni dohled nad bunéénymi zménami v organismu. Nadorové bunky vsak
mohou uniknout detekci imunitnim systémem bud’ ztratou téchto antigend na svém povrchu,
nebo vyvolanim imunosuprese, coz oslabuje imunitni odpoveéd'.

Nestabilita genomu

Stabilita genomu bun€k je zajiStovana rliznymi mechanismy, které umoznuji identifikaci
a opravu posSkozené DNA. V piipadech zavazného poskozeni mohou tyto mechanismy vyvolat
senescenci nebo apoptoézu. Naproti tomu nadorové buiiky ¢asto nemaji funkéni reparaéni drahy
a vyhybaji se tak kontrolnim mechanismim b&hem bunétného cyklu. Mutace v genech
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zodpovédnych za opravy DNA vedou k hromadéni mutaci a destabilizaci genomu. Mnoho
dédi¢nych nadorovych syndromt vznika pravé vlivem germinalnich mutaci v téchto genech.

Zanét

Zanétlivé procesy v okoli nadorovych bun€k mohou pfispét k rozvoji rakoviny. Chronicky
zanét je spojen s rizikem vzniku nddorovych onemocnéni a U nékterych typl nadorti mize
dokonce predchézet jejich vzniku. Zanét se €asto vyviji v reakei na nadorové zmény a milze
stimulovat proliferaci, angiogenezi a migraci bunék, zatimco zaroven oslabuje imunitni
odpovéd’ [6,8].

tinik pred imunitnim

. systémem

neomezenf I'eplikaini ( pmd ukce

potencial imunosupresivnich

(telomerazova aktivita) cytokini)
poskozeni apoptozy nestabilita genomu
(zvySeni exprese (poruchy v reparacnich

antiapoptotickych signalii) procesech DNA)

tvorba metastaz
(inhibice E-kadherinu)

posileni angiogeneze
(zvy3eni exprese proangiogennich
faktort VEGF-A a FGF)

Obrazek 5: Schéma znazornujici procesy vedouci ke vzniku maligniho nadoru.

(zdroj: Biichler, T. a kolektiv, Obecna onkologie,
https://eshop.maxdorf.cz/user/documents/upload/data/dl/Obecna%20onkologie.pdf )

2.2.2. Dédicnost nadorovych syndromi

2.2.2.1. Autozomalné dominantni dédi¢nost

Autozomalné dominantni dédi¢nost se vyznacuje tim, Ze pouze jedna kopie mutovaného genu
je potiebna k vyvolani fenotypového projevu onemocnéni (obrazek 6). To znamena, ze jedinci
s jednou mutovanou alelou a jednou normalni alelou budou vykazovat pfiznaky onemocnéni,
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zatimco jedinci s obéma normalnimi alelami budou zdravi. VétSina metabolickych poruch,
které jsou povazovany za autozomalné¢ dominantni, vSak byva slozitéj$i nez jednoduché
monogenni rysy. Projevy téchto poruch mohou mit Siroké spektrum, od mirnych az po tézké
formy, véetné té€ch, které mohou byt prenatalné fatalni. Kromé genetickych faktor mohou byt
projevy onemocnéni ovlivnény také vnéjsimi faktory.

Skutecnd autozomalné¢ dominantni dédicnost je vzacnd. Vyskytuje se vétSinou v dobie
regulovanych biosyntetickych drahéach, kde i malé zmény v koncentraci metabolitii mohou mit
vyznamny vliv na funkci organismu. Ne&které poruchy, jako naptiklad erythropoeticka
protoporfyrie, mohou vykazovat pseudodominantni dédi¢nost, coz znamend, ze se projevuji
podobné jako dominantni, ale ve skutecnosti se jednd o recesivni rysy, které jsou disledkem
béznych polymorfismi v populaci. Pro autozomalné dominantni poruchy je tedy dulezité
zvéazit, ze 1 kdyz mutace mohou byt klasifikovany jako dominantni, projevy mohou byt
variabilni v zavislosti na dalSich genetickych a environmentélnich faktorech [9].

Affected
father
u}
Y

XY X XY X
Probabilities:
0% sons affected

n om n om 100% daughters affected

Unaffected Affected  Unaffected Affected
son daughter son daughter

Unaffected
mother

XX

(a) X-linked dominant, affected father

Unaffected
father

Affected
mother

XY X Y XX
Probabilities:
50% sons affected
| | u] | u] ] ] 50% daughters affected

Unaffected Affected Affected Unaffected
son daughter son daughter

(b) X-linked dominant, affected mother

Obrdzek 6: Autozomdlné dominantni dédicnost: Dédicné vzory vdazané na chromozom X: Graf vzori dédicnosti X-
vazané dominantni poruchy se lisi v zavislosti na tom, zda (a) je postizen otec, nebo (b) matka.

(Zdroj:  Rice  University, Anatomy and  Physiology 2e,  https://assets.openstax.org/oscms-
prodcms/media/documents/Anatomy_and_Physiology 2e - WEB_c9nD9QL..pdf)
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2.2.2.2. Autozomalné€ recesivni dédi¢nost

Autozomalné recesivni dédi¢nost nastava, kdyz je pro projev onemocnéni nutné mit dvé kopie
mutovaného genu, jednu od kazdého rodic¢e (obrazek 7). Jedinci s jednou mutovanou alelou
obvykle nevykazuji pfiznaky onemocnéni, coz znamena, ze jsou nosici, ale ziistavaji zdravi.
Tento typ dédicnosti je u mnoha metabolickych poruch Castéjsi a je typicky pro stavy, které
vyzaduji absenci urcitého enzymu nebo proteinu pro vznik klinického obrazu.

V néekterych ptipadech se projevy autozomalné recesivnich poruch mohou lisit v zavislosti na
rﬁznych mutacich v daném genu. Napfiklad stejny fenotyp muze b}'lt V}'lsledkem rﬁznych

vvvvv

uvédomit, ze i kdyz se n¢které poruchy zdaji byt variabilni, jejich autozomalne recesivni
dédicnost je obvykle dobte definovana.

Pochopeni dédi¢nosti autozomalné recesivnich poruch je zasadni pro genetické poradenstvi,
protoze vétSina z téchto onemocnéni se dédi podle jednoduchych principi Mendelismu, coz
usnadiiuje predikei rizika pro dalsi generace [9].

Autosomal recessive

Carrier Carrier
father mother
§ On
Mother
C c

C cC Ce
Fath Probabilities:
L 75% cystic fibrosis
c not expressed
]| ¢ = o 25% cystic fibrosis

Unaffected Carrier Carrier Affected
son daughter son daughter

Obrazek 7: Autozomalné recesivni dédicnost. Dédicny vzor autozomalné recesivni poruchy u dvou rodicii nositelii
odrazi pravdépodobnost 3:1 pro projev u potomkii.

(Zdroj: Rice  University,  Anatomy and  Physiology 2e, https://assets.openstax.org/oscms-
prodcms/media/documents/Anatomy and_Physiology 2e - WEB c¢9nD9QL.pdf)
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2.2.3. Knudsonova teorie dvou zasahu

Knudsonova teorie dvou zasahti, formulovana v roce 1971, piedstavuje kliCovy piispévek
k porozuméni tumorovych supresorovych gent a syndromi predisponujicim k nadoram. Alfred
G. Knudson touto teorii poprvé vysvétlil mechanismus dédi¢ného vzniku nédorti na ptikladu
retinoblastomu (typ rakoviny obvykle se vyvijejici V sitnici oka). I kdyz byly dédi¢né rysy
rakoviny uznavany jiz pted vznikem modernich molekularné biologickych technik, informace
o specifickych mutacich, které by mohly hrat roli v karcinogenezi, byly v té dob¢ stale
nedostupné.

Knudson, vyuzivajici statistické metody, vyvinul hypotézu dvou zdsaht, kterd vychdzela
z analyzy pravdépodobnosti vyskytu bilaterdlniho retinoblastomu v zavislosti na potiebé
jednoho nebo dvou zasahti. Tato hypotéza naznacila, Ze mutace iniciujici nddory maji recesivni
charakter, coz objasnilo zpiisob dédi¢nosti u familidrnich ptipadl rakoviny. Pokud jsou obé¢
alely genu RB1 mutovany, protein pRb, jenz pisobi jako tumorovy supresor a reguluje
proliferaci bun¢k, neni pfitomen, coz vede k rozvoji retinoblastomu.

Teorie dale vysvétluje vysokou pravdépodobnost vzniku nadorti v pfitomnosti germinalni
mutace, coz muze vést k vyskytu vice nadorovych lozisek jiz v détstvi. V ptipad¢ dédi¢nych
forem rakoviny sta¢i pouze jedna mutace na obou aleldch, aby doslo k malignimu zvratu.
Mutaéni zasahy mohou zahrnovat bodové mutace, delece celého lokusu genu (pozice, kterou
na chromozomu zaujima jeden nebo vice gent), nebo metyla¢ni mechanismy, které potlacuji
expresi genu. Na rozdil od toho sporadické formy vyzaduji miniméalné dva mutacni zasahy,
pfi¢emZ rozvoj onemocnéni nastava az po inaktivaci obou alel v somatickych butikach.

Identifikace tumorovych supresorovych gent a koncept ztraty heterozygotnosti (LOH) byly
dasledkem Knudsonova pftistupu, a to otevielo cestu pro dal$i zkoumani v oblasti onkologie.
V roce 1986 byla poprvé molekularné klonovdna tumor supresorovy gen RBI1, coz dale
potvrzuje vyznam Knudsonovy teorie v oblasti onkologického vyzkumu. Tato teorie zlstava
zasadni pro pochopeni mechanismi nddorového vzniku a pokracuje v inspiraci védcl po celém
svéteé [6, 10, 19].

2.3. Molekularné-genetickd diagnostika hereditarnich nadorovych
onemocnéni

Molekularné-genetické (Casto nazyvané molgen) metody zaznamenaly béhem posledni dekady
zasadni pokrok. Vroce 1953 James Watson a Francis Crick objevili strukturu
deoxyribonukleové kyseliny ve formé& dvousroubovice, coz vedlo k vyraznému posunu
v genetickém vyzkumu. Nasledné byla vroce 1977 piedstavena Sangerova metoda
sekvenovani DNA, kterd umoznila detailni analyzu lidského genomu. Technologie PCR,
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vyvinuta v roce 1983, pak umoznila rychlé a efektivni zpracovani genetickych vzorki. To se
jesté urychlilo spojenim s kapilarni elektroforézou a fluorescenénimi znaCkami. Pokrocilé
pfistroje dnes dokdzou analyzovat az 96 vzorkl najednou. Zavedeni sekvenovéani nové generace
(NGS) znamenalo dal$i zrychleni a zlevnéni analyz, coz se vyuziva v diagnostice i vyzkumu
slozitych genetickych poruch, véetné rakoviny. Piesto vSak NGS generuje velké objemy dat,
jejichz interpretace mtize byt naro¢na a zavedeni do praxe obtizné.

Molekularné-geneticka vysetieni zacinaji vybérem biologického materialu, ktery se pouzije pro
analyzu. Volba materialu a typ detekovanych mutaci zavisi na konkrétnim vysetieni potfebném
pro daného pacienta. Je zdsadni rozlisit, zda jde o prvni vySetfeni s cilem najit dosud neznamou
mutaci u osoby s podezienim na nadorovy syndrom, nebo o potvrzeni konkrétni jiz zndmé
mutace. Pokud se potvrdi germindlni mutace, doporucuje se jeji ovéieni na dalSim vzorku
pacienta, ideadln¢ pomoci alternativni metody. Pro interpretaci vysledka je kliCova znalost
funkénich disledkt mutaci v analyzovaném genu. Laboratorni zprava pak obsahuje pifesny
popis mutace, jeji klinicky vyznam, odhad rizik a pfipadna doporuceni pro dalsi testovani
[6,13].

2.3.1. PCR

Polymerazova ftetézovad reakce (Polymerase Chain Reaction) je zasadni technikou
v molekularni biologii, kterd umoznuje rychlou a efektivni amplifikaci specifickych fragmenti
DNA. Tato metoda se vyuzivda k mnohonisobnému namnozeni vybraného useku DNA
a zakldda se na kombinaci n€kolika klicovych komponentl: templdtové DNA, primerd,
nukleotidli a enzymu DNA polymerdzy. DNA polymeréaza hraje zasadni roli tim, Ze spojuje
jednotlivé nukleotidy, coZ umoziuje vytvareni nového DNA fetézce.

Primery, coz jsou kratké DNA fragmenty, se vazou na cilovou DNA a urcuji, ktery tisek bude
amplifikovan. V prubéhu PCR se smés téchto slozek umisti do zkumavek nebo 96-well desek
a vloZi se do pfistroje nazyvaného termocykler. Tento ptistroj provadi cykly amplifikace DNA,
které se skladaji ze tfi zakladnich krokii: denaturace, annealing a prodluzovani (obrazek 8).

V prvnim kroku se teplota zvySuje, coz zplsobi oddéleni dvousroubovice DNA na jednotliva
vldkna. Nasledn¢ se teplota sniZuje, aby se primery mohly navazat na specifické sekvence
DNA. Poté se teplota opét zvySuje, coz umoziuje DNA polymeraze piidavat nukleotidy slozené
z nukleovych bazi, jako jsou adenin (A), guanin (G), cytosin (C) a thymin (T), ¢imzZ se vytvareji
nové DNA fetézce. Tento proces se opakuje, coz vede k exponencidlnimu nartstu kopii DNA;
z jedné molekuly je mozné ziskat az 2" kopii po n cyklech.
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Obrazek 8: Schématické znazornéni principu polymerdazové retézové reakce.

(Zdroj:  Journal  of  Investigate = Dermatology, Polymerase =~ Chain  Reaction, https://sci-
hub.se/https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23399825/ )

PCR se déale modifikuje riznymi zptisoby, napiiklad pomoci real-time PCR, ktera umoziuje
kvantitativni sledovani DNA bé¢hem amplifikace. Dalsi variantou je alelové specifickd PCR, jez
se zameétuje na detekci konkrétnich mutaci. Pokud je analyza potiebna z RNA, je nejprve nutné
prepsat mRNA (messenger) na cDNA (complementary) pomoci reverzni transkriptazy, coz pak
umoznuje provést amplifikaci (RT-PCR) [6, 13].

2.3.2. Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani je povazovano za referencni metodu pro identifikaci mutaci a od svého
vzniku hraje klicovou roli v DNA sekvenovani. Tato technika urcuje pfesnou sekvenci
nukleotidii v DNA, pficemz zakladnim materidlem je produkt PCR. Sangerova metoda vyuZiva
asymetrickou PCR, kde se syntéza DNA iniciuje pomoci jediného primeru, ktery se vaZe na
cilové fragmenty.

V reakéni smeési se kromé& béznych deoxynukleosidtrifosfati (dNTPs) nachazeji také
fluorescenéné znacené dideoxynukleosidtrifosfaty (ddNTPs), jez funguji jako terminatory
syntézy. Tim vznikd smés jednofetézcovych fragmentl DNA, které se 1isi délkou o jeden
nukleotid a jsou oznaceny podle pouzitého dANTP. Tyto fragmenty jsou poté analyzovany
chromatograficky.
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I kdyz je Sangerovo sekvenovani stale uznavano jako zlaty standard, narazi na urcitd omezeni.
Mezi hlavni nevyhody patii potfeba geli pro separaci fragmentl, coZ omezuje moznosti
analyzy vétSich sekvenci, a nizky pocet vzorkd, které Ize zpracovat soucasné. Dale je metoda
nakladnd, nachylné k chybam a jeji schopnost detekovat nizké hladiny mutaci neni dostate¢na.
Presto ziistavd Sangerovo sekvenovani cennym ndstrojem pro sekvenaci mensSich genil
a identifikaci specifickych mutaci [6,14].

2.3.3. MLPA

Metoda MLPA (multiplex ligation dependent probe amplification) je moderni technika, ktera
se velmi osvédcila v klinické diagnostice. Byla poprvé zavedena v roce 2002 a rychle se stala
popularni pro detekci zmén v poctu kopii specifickych sekvenci DNA (copy number variation
- CNV). Tento pfistup je obzvlast uzite¢ny pro geny, kde dochazi k intragenovym piestavbam,
jez mohou vyvoldvat onemocnéni, a také k potvrzeni vysledki ziskanych pomoci analyzy CNV
technikou NGS v ramci rodinnych vySetieni.

Principem MLPA je hybridizace specidlné navrzenych sond k cilovym sekvencim, obvykle
exontim analyzovanych genti. V rdmci jedné reakce lze sledovat az 60 raznych tsekit DNA.
Kazda cilova sekvence je cilem dvou sousedicich sond, jejichz spojeni (ligace) je klicové pro
amplifikaci. Na rozdil od tradicni multiplexni PCR, kterd vyzaduje vice primerti, MLPA
vyuziva pouze jeden par diky univerzalnim sekvencim na koncich sond. Vzniklé PCR produkty
se lisi délkou v zavislosti na cilovych sekvencich a nasledné se analyzuji pomoci kapildrni
elektroforézy.

Tato technika je schopna identifikovat delece a duplikace, které by mohly byt obtizné
rozpoznatelné standardnimi PCR metodami, protoZe mohou pfesahovat amplifikované
fragmenty a vést k namnoZeni pouze normalnich alel. Porovnanim elektroforeogrammt
a méfenim vysky jednotlivych vrcholl Ize urcit, které sekvence maji odliSny pocet kopii
v genomoveé DNA.

Jednou z vyhod MLPA je, Ze vyZaduje pouze malé mnozstvi DNA a je technicky nendro¢na.
Nicméné MLPA neumoZiuje identifikaci konkrétnich mist zlomu, coZz vedlo k pouZiti
oligonukleotidovych mikro¢ipli pro komparativni genomovou hybridizaci (aCGH), které
poskytuji presnéjsi urceni hranic deletovanych nebo duplikovanych oblasti.

Dalsi moZnosti je digitadlni MLPA, ktera kombinuje MLPA a NGS analyzu pomoci sekven¢nich

platforem, ¢imz umoziuje kvantifikaci az 1000 ruznych cilovych sekvenci v jedné reakci [6,
15].
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2.3.4. NGS

Technologie sekvenovani nové generace (NGS) pfedstavuje revoluci v molekularni genetice
a klinické diagnostice, diky své schopnosti rychle a efektivné analyzovat rozsahlé useky DNA.
Zatimco tradi¢ni genetické metody, jako Sangerovo sekvenovani nebo PCR, se zamétovaly na
konkrétni a relativné malé oblasti genomu a vyzadovaly ¢asové néaro¢né postupy, NGS
umoziuje analyzovat velké mnozstvi genetickych informaci od riznych pacientii soucasné.
Naptiklad u pacientli s rakovinou mohou mit nadory vice mutaci a tradicni metody vyzaduji
provedeni nékolika testli pro rizné mutace, coz zvysuje potiebu tkané. S vyuzitim NGS lze tyto
cile zkoumat v jednom testu, coz Setii vzorky tkan¢ a poskytuje vysledky desitek nebo stovek
DNA cilti z jednoho vysSetteni. Tento piistup vyrazné zkracuje ¢as potfebny pro genetickou
analyzu a umoziuje identifikaci mutaci v predispozicnich genech spojenych
s nddorovymi onemocnénimi béhem dnti az tydnti, misto mésict ¢i let.

V oblasti dédi¢nych nddorovych onemocnéni se vyuzivaji specializované panely gend, které
jsou navrzeny tak, aby cilen¢ detekovaly mutace v genech predispozice k témto nemocem. Tyto
panely zahrnuji zndmé predispozi¢ni geny, jako BRCA1 a BRCA2, které jsou spojeny
s vysokym rizikem karcinomu prsu a vajecnikil, nebo geny spojené s Lynchovym syndromem,
zvysujicim riziko kolorektalniho karcinomu. V Ceské republice je naptiklad k dispozici panel
CZECANCA (CZEch CAncer paNel for Clinical Application), ktery zahrnuje 226 gend
spojenych s riznymi dominantnimi i recesivnimi syndromy u dospélych, coz umoziuje
komplexni diagnostiku u pacientti s rodinnou anamnézou nadorovych onemocnéni. Tento panel
je soucasti konzorcijniho projektu a ptispiva do anonymizované databaze, kterd pomaha zlepsit
pochopeni genetickych variant specifickych pro ¢eskou populaci.

Vedle genovych paneltl se u pokrocilych pifipadi vyuzivaji metody jako celogenomové
sekvenovani (WGS) a sekvenovani exonit (WES). WES se zamétuje na sekvenovani exontl,
tedy téch ¢asti genomu, které koduji proteiny. Exony tvoii pouze asi 2 % celého genomu, ale
obsahuji ptiblizné€ 85 % znadmych mutaci zplisobujicich choroby, coz ¢ini tuto metodu efektivni
a ekonomickou pfi hledani mutaci spojenych s konkrétnimi fenotypy. Naopak WGS sekvenuje
cely genom, vcetné nekodujicich oblasti, které mohou obsahovat dllezité regulacni prvky
ovliviiujici expresi genti a vznik onemocnéni. Diky WGS je mozné zachytit genetické varianty,
které nejsou zahrnuty v béznych panelech nebo exonech, coz je uzitecné zejména u pacientli
s nejasnou diagnozou, kdy standardni testy nenabidly odpovéd’ [6].

2.34.1.  Postup sekvenovani NGS

Izolace DNA
Piiprava vzorku pro next generation sequencing (NGS) je mnohastupfiovym procesem

zahrnujici v prvé fad¢ piipravou templatu. Nejdiive se tedy musi izolovat DNA z biologického
vzorku, kterym mulize zahrnovat krev, tkané nebo jiné buniky. V nékterych ptipadech miiZe byt
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misto DNA izolovana RNA, jez je nésledné reverzné prepsana na cDNA (komplementarni
DNA), aby mohla byt sekvenovana.

Fragmentace DNA

Izolovana DNA je poté fragmentovana na mensi ¢asti. Tato fragmentace spoc¢iva v rozkladani
nukleovych kyselin provadéna fyzikalnimi (ultrasonikatorem) ¢i chemickymi metodami
(enzymaticky) za u¢elem vzniku usekid o ur€ité velikosti, vhodné pro sekvenaci. Tento d¢&j
umoziuje, aby sekvencni technologie ¢etly DNA po ¢astech a nasledné je sestavily dohromady.

Priprava sekvenacni knihovny

Kazdy fragment DNA je poté ptipraven do tzv. sekvenacni knihovny. Tento krok zahrnuje
pfidani adaptért a indext ke kazdému fragmentu DNA. Adaptéry slouzi jako startovni body
pro sekvenci, zatimco indexy umoznuji rozezndni vzorkii od rtiznych pacientd, a tak Ize
provadét analyzu vice vzorkll v jednom testovani.

Amplifikace knihovny

V nékterych ptipadech se knihovna DNA amplifikuje, tedy mnohondsobné zkopiruje. To
zajistuje, ze pii sekvenci bude dostatené mnozstvi materialu pro ptesné cteni kazdého
fragmentu. Amplifikace mize probihat pomoci PCR, ktera zdvojuje fragmenty DNA.

Sekvenovani

Fragmenty DNA jsou nyni pfipraveny pro samotnou sekvenaci, kterd probiha na specialnich
sekvenacnich pfistrojich. Napiiklad platformy Illumina pouzivaji metodu SBS = sequencing-
by-synthesis, kde jsou jednotlivé baze sekvenovany pomoci fluorescence (obrazek 9). Kazdy
pfidany nukleotid emituje signal, jez je detekovan a zaznamenan, coz vede k pfecteni sekvence
bazi ve fragmentech DNA.

Detekce a éteni

Jakmile sekvenator dokonc¢i Cteni Usekll, je vysledkem obrovské mnozstvi dat ve formé
kratkych sekvenci (tzv. reads). Tyto sekvence jsou zaznamenany a ukladany, obvykle ve formeé
soubort, obsahujici genetickou informaci ziskanou ze vzorku.

Bioinformaticka analyza

Vysledné sekvence je nutné analyzovat. Provadi se to pomoci bioinformatickych néstroji
a softwaru. Béhem této faze se jednotlivé fragmenty sekvenci zarovnaji na referen¢ni genom
(obrazek 9), aby bylo mozné sestavit celkovy obraz DNA. Bioinformatickd analyza také
identifikuje ptipadné mutace, varianty a jiné genetické zmény, které mohou mit vyznam pro
klinickou diagnostiku nebo vyzkum.
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Interpretace vysledkii

Zavérem je nutné ziskana data interpretovat. To zahrnuje hodnoceni nalezenych genetickych
variant, identifikaci potencialn¢ patogennich mutaci a zhodnoceni jejich vyznamu ve vztahu
k danému onemocnéni nebo predispozici. Tento krok obvykle provadéji specialisté na genetiku
a molekularni biologii, kteti vysledky prezentuji v kontextu klinického obrazu pacienta [6].

Obrazek 9: Postup sekvenovani nové generace (NGS).

(Zdroj: Foretova, Machackova a kolektiv, Hereditdrni nadorova onemocnéni v klinické praxi, 2022)
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2.4. Hereditarni onkologické syndromy traviciho traktu

Karcinomy traviciho traktu jsou v Ceské republice jedny z nejéastéjsich zhoubnych nadord. Po
rakoving prostaty a prsu se jedna o nejbézngjsi typ karcinomu pravé na naSem tizemi. VéEtSinou
jde o karcinomy sporadické, tedy vzniklé v dusledku nahlych zmén v somatické bunice. Geny
podminujici nddory traviciho traktu jsou velmi ¢asto tumor-supresorové. Pokud se v jedné kopii
tumor-supresorového genu v kazdé té€lni buiice vyskytne zarode¢na mutace, vyrazné se zvysuje
riziko, Ze nahodna mutace v druhé kopii genu povede ke ztraté jeho funkce, coz miize umoznit
nebo urychlit vznik rakoviny. Tento mechanismus vysvétluje, pro¢ se u 0sob s genetickou
predispozici ¢asto vyvijeji nadory v mladsim véku a po vétsinu piipadu jsou i viceCetné [6].

2.4.1. Nepolypdzni syndromy

24.11. Lynchiv syndrom

Lynchtv syndrom, téz nazyvany jako hereditary non-polyposis colorectal cancer (HNPCC), je
autozomdlné¢ dominantni dédicné onemocnéni, které je klinicky spojeno se zvySenou
predispozici k rozvoji karcinomt kolorekta, endometria a dalSich organii. Toto onemocnéni
zvysuje riziko vzniku téchto nadort ve srovnani s béznou populaci. Z molekularné-genetického
hlediska je charakterizovano pfitomnosti patogennich variant v genech odpovédnych za opravu
chyb v DNA (MMR geny) — konkrétn¢ MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, nebo deleci v genu
EPCAM.

Typicky se projevuje vznikem malignich nadori v mladSim véku, pfi¢emZ nadory mohou byt
synchronni (soucasné) nebo metachronni (vznikajici postupné¢). Nadory typické pro Lynchiv
syndrom se bohuzel ¢asto vyskytuji i u ptimych piibuznych.

Mezi nejcastéjsi nddory spojené s Lynchovym syndromem patii karcinomy kolorekta,
endometria, vajeCnikli, zaludku, tenkého stfeva, ledvin, mocovych cest (vcetné mocového

méchyte a panvicek), slinivky bfisni, zlu¢ovych cest, mozku, prostaty a ktize. Riziko rozvoje
téchto nadort je u nositelti syndromu vyrazné vyssi [6, 24, 25, 26].

24.1.1.1. Predispozi¢ni geny Lynchova syndromu

MLH1
Gen MLH1 (MutL homolog 1) je tumor-supresorovy gen lokalizovany na chromozomu

3 v oblasti 3p22.2. Velikost genu MLH1 je 57497bp, z toho kodujici oblast zaujima délku
2271bp. Gen zahrnuje 19 exoni a koduje protein o 756 aminokyselinach. Vznikajici protein
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MLH]1 se podili na rozpoznani a oprave replikacnich chyb v kratkych repetitivnich sekvencich
DNA v jadre [28].

MSH2

Gen MSH2 (MutS homolog 2) je lokalizovan na druhém chromozomu v oblasti 2p21-p16.3.
Velikost genu MSH2 je 80162bp, z toho kodujici oblast zaujima délku 2805bp. Gen obsahuje
16 exonu a koduje protein o 934 aminokyselinach [28], ktery je kliCovy pro opravu DNA
a vyhledava tak chyby vzniklé béhem replikace DNA pii pfipravé na déleni buriky. Tento
protein tvoii dimer s proteiny MSH6 nebo MSH3, identifikuje mista s chybami a spolu s dalSim
komplexem MLH1-PMS2 zajistuje opravu odstranénim nespravného useku DNA a jeho
nahrazenim spravnou sekvenci [27].

MSHG6

Gen MSH6 (MutS homolog 6) je lokalizovan na druhém chromozomu v oblasti 2p16.3.Velikost
genu MSH6 je 23872bp, z toho kodujici oblast zaujima délku 4083bp. Gen obsahuje 10 exonil
a koduje protein o 1360 aminokyselindch [28], ktery je zdsadni pro opravu DNA tim, Ze ve
spolupraci s proteinem MSH2 vytvari dimer identifikujici chyby vzniklé pii replikaci DNA.
Tento dimer spolupracuje s dalSimi proteiny, jako je MLH1-PMS2, aby odstranil nespravné
useky DNA a nahradil je spravnou sekvenci, coz fadi MSH6 mezi geny pro opravu nespravného
parovani (MMR) [27].

PMS2

Gen PMS2 (PMS1 homolog 2, mismatch repair system component) je tumor-supresorovy gen
lokalizovany na chromozomu 7 v oblasti 7p22.1. Velikost genu PMS2 je 35868bp, z toho
koédujici oblast zaujima délku 2589bp. Gen zahrnuje 15 exonl a kdéduje protein o 862
aminokyselinach [28]. Vznikajici protein je zapojen do proteinového komplexu, ktery se
uplatiiuje pifi opravach vzniklych béhem replikace DNA chybnym parovanim nukleotidi
(mismatch repair proces reparace DNA) [27].

EPCAM

Gen EPCAM (epithelial cell adhesion molecule) je lokalizovan na druhém chromozomu
v oblasti 2p21. Velikost genu EPCAM je 17881bp, z toho kdédujici oblast zaujima délku 945bp.
Gen obsahuje 9 exoni a koduje protein o 314 aminokyselinach [28]. Gen EPCAM poskytuje
instrukce pro vyrobu proteinu, ktery pomaha epitelidlnim buiikdm drZet se navzajem a podili se
na prenosu signala z okoli do bunécného jadra. Tento protein, zndmy jako EpCAM, reguluje
rizné bunécéné procesy, véetné riistu, zralosti a pohybu, coz je dulezité pro spravny vyvoj bunék
a tkani [27].
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2.4.2. Polypozni syndromy

24.2.1. MUTYH — asociovana polyp6za (MAP)

MUTYH — asociovana polypdza (MAP) je autozomalné recesivné dédicna porucha zptisobena
bialelickymi mutacemi v genu MUTYH. Tento syndrom je charakterizovan vznikem
adenomatoznich a serratovych polypti (abnormélnich vyristki na sliznicich, zejména
v gastrointestinalnim traktu). Polypti mize byt par, nékolik desitek az dokonce i n¢kolik stovek.
Osoby s MAP maji zvySené riziko vzniku gastrointestinalnich polypt a rakoviny tlustého stfeva
(CRC), pticemz ptiblizné 60 % pacientd ma CRC pfi prvnim vySetfeni. Primérny vék diagnozy
je 45 let.

Prevalence MAP je relativné nizka, piiblizn€ 1 z 30 000 osob. Nositel¢ monoalelickych mutaci
genu MUTYH maji dvojnasobné riziko vzniku rakoviny tlustého stieva (CRC) [6, 29].

24.2.1.1. Predispozi¢ni gen MUTYH — asociované polypdzy

MUTYH

Gen MUTYH (mutY DNA glycosylase) je lokalizovan na prvnim chromozomu Vv oblasti
1p34.1. Velikost genu MUTYH je 11229bp, z toho kddujici oblast zaujima délku 1650bp. Gen
zahrnuje 16 exonu a koduje protein o 549 aminokyselinach [28]. Diky tomu vznika enzym
MYH glycosylazu, jez se podili na opravé DNA tim, Ze opravuje chyby vznikl¢é pii replikaci
DNA. Tento enzym koriguje specifické chyby, kdy guanin, ktery je normaln€ parovan
s cytosinem, misto toho péruje s adenin, ¢imz brani hromadéni mutaci, které by mohly vést
k tvorbé nadort, a provadi opravy znamé jako oprava excize bazi [27].

2.4.2.2. Familiarni adenomatozni polypdza

FAP (familial adenomatous polyposis) je autozomalné¢ dominantné dédicné onemocnéni
zpusobené mutacemi v genu APC, které vede k tvorbé stovek polypt v tlustém streve. Bez 1€cby
se u pacientd obvykle vyvine rakovina tlustého stieva. Existuje 1 mirng;si forma FAP, ktera je
charakterizovana mensim poctem polypil a pozdé€jSim nastupem onemocnéni. Polypy mohou
vznikat i1 v jinych ¢astech traviciho traktu, napiiklad ve dvanactniku.

Toto onemocnéni je zplisobeno u méné nez 1 % kolorektalnich karcinoml v celosvétoveé

populaci, avSak riziko malignity je pro neléceného €loveka, trpiciho timto onemocnénim, témet
fatalni (Casto do 50 let véku jedince) [6, 30].
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24.2.2.1. Predispozi¢ni gen familiarni adenomatozni polypozy

APC

Gen APC (APC regulator of WNT signaling pathway) je lokalizovan na chromozomu 5
v oblasti 5g22.2. Velikost genu APC je 138735bp, z toho kodujici oblast zaujima délku 8532bp.
Gen zahrnuje 16 exont a koduje protein o 2843 aminokyselinach [28]. Tento protein APC
pusobi jako nadorovy supresor regulujici bunééné dé€leni, pfilnavost a pohyb, a zajistuje
spravny pocet chromozomii po déleni. Spolupracuje také s beta-kateninem, jez ovliviiuje
genovou expresi, bunéény rast a diferenciaci, pricemz APC reguluje rozklad beta-kateninu,
kdyz jiz neni potfeba [27].

2.4.2.3. Hamartogenni polypdzni syndromy

Hamartogenni polyp6zni syndromy jsou genetickd onemocnéni charakterizovana vznikem
polypt v travicim traktu. Mezi né patii Peutz-Jegherstiv syndrom, ktery je spojen s mutacemi
v genu STK11 a charakterizuje se hamartomovymi polypy a pigmentovymi skvrnami na
sliznicich. Syndrom juvenilni polyp6zy je zptisoben mutacemi v genech SMAD4 a vede k tvorbé
juvenilnich polypt v travicim traktu. PTEN hamartomézni tumorovy syndrom vznika
mutacemi v genu PTEN a je spojen se vznikem rtiznych nador a polypt, pii¢emz pacienti maji
zvysené riziko rakoviny prsu, délohy a dalSich organu [6].

24.2.3.1. Predispozi¢ni geny hamartogennich polypdznich syndromt

STK11

Gen STK11 (serine/threonine kinase 11) je lokalizovan na devatenactém chromozomu v oblasti
19p13.3. Velikost genu je 22637bp, z toho kodujici oblast zaujima délku 1302bp. Gen zahrnuje
10 exont a kdduje protein o 433 aminokyselinach [28] a také enzym serin/threonin kinazu 11,
kterd pusobi jako nadorovy supresor branici nekontrolovanému rdstu bunék. Tento enzym
reguluje polarizaci bunék, jejich energetické vyuziti, programovanou bunéénou smrt (apoptozu)
a je nezbytny pro normalni vyvoj pfed narozenim [27].

SMADA4

Gen SMAD4 (SMAD family member 4) je lokalizovan na chromozomu 18 v oblasti 18921.2.
Velikost genu je 54830bp, z toho kodujici oblast zaujima délku 1659bp. Gen zahrnuje 12 exont
a koéduje protein o 552 aminokyselinach [28]. Tento protein je zapojeny do pfenosu signald
z povrchu buniky do jadra prostfednictvim drahy TGF-B, kterd ovliviiuje genovou aktivitu
a produkeci proteinti. Protein SMAD4 ptisobi jako transkripcni faktor a nadorovy supresor, ¢imz
reguluje bunéény rist, déleni a vyvoj mnoha té€lesnych systému [27].
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PTEN

Gen PTEN (phosphatase and tensin homolog) je lokalizovan na desatém chromozomu v oblasti
10923.31. Velikost genu je 108492bp, z toho kodujici oblast zaujima délku 1212bp. Gen
zahrnuje 9 exont a koduje protein o 403 aminokyselinach [28], diky némuz vznika enzym
pusobici jako nadorovy supresor, jez reguluje bunécné dé€leni, piilnavost, migraci bunck
a spousti apoptozu. Tento enzym, fungujici jako fosfataza, také podporuje stabilitu genetické
informace a brani vzniku nadorua [27].

Je sice predispozi¢nim genem harmatogenniho polypdzniho syndromu, avSak zadny zachyt
nebyl nalezen u vybranych pacientt.

2.4.3. Diftizni karcinom zaludku

Hereditarni difzni karcinom Zaludku (HDGC) je genetickd predispozice k rozvoji malo
diferencovaného adenokarcinomu zaludku. Tento typ nadoru vznika ztratou E-kadherinu, coz
vede krastu jednotlivych nadorovych bunék, které infiltruji Zaludec¢ni sténu bez tvorby
solidnich nadorovych mas. Onemocnéni se Casto projevuje pred 40. rokem Zzivota jedince,
pfiCemz jeho piiznaky jsou na zaCatku nespecifické a mohou byt piehlizeny. Jak nemoc
postupuje, objevuji se bolesti btficha, problémy s polykanim, ztrata chuti k jidlu a hubnuti.
V pokrocilych stadiich mtize nddor metastazovat a zptisobit dalsi komplikace, jako je Zloutenka
¢i nadmérny narist jater (hepatomegalie). VCEasnd diagnostika zlepSuje progndzu, zatimco
Vv pozdéjsich fazich je pieziti omezené. U nosi¢l mutace genu CDH1 je kromé rakoviny Zaludku
zvysené riziko jinych typt karcinomii, mezi néZ patii i lobularni karcinom prsu [6, 31].

2.4.3.1.  Predispozi¢ni gen k difiznimu karcinomu zaludku

CDH1

Gen CDHL1 (cadherin 1) je lokalizovan na chromozomu 16 v oblasti 16922.1. Velikost genu je
98250bp, z toho kodujici oblast zaujima 2649bp. Gen obsahuje 16 exond a koduje protein
o 882 aminokyselinach [28]. Tento protein E-kadherin je klicovy pro pfilnavost epitelovych
bungk a tvorbu organizovanych tkani. Spolu s p120-kateninem, reguluje bunéénou signalizaci,
rust, pohyb, vyvoj a také plsobi jako naddorovy supresor branici nekontrolovanému déleni

bungk [27].
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2.4.4. Hereditarni pankreatitida

Hereditarni pankreatitida (HP) je genetickd forma chronické pankreatitidy, ktera je Castou
pri¢inou tohoto onemocnéni u déti. Projevy mohou zacit v raném véku, obvykle v détstvi,
av 80 % ptipadil se nemoc nejprve projevuje opakovanymi zadchvaty akutni pankreatitidy, které
se postupné zkracuji. Tyto zachvaty mohou mit rizné formy, od mirnych bolesti az po vazné
komplikace, jako je nekrdza nebo pseudocysty. Jak nemoc postupuje, dochdzi k chronickym
problémuim, jako jsou bolesti bficha, ztrata chuti k jidlu a poruchy traveni. Vzhledem k tomu,
ze symptomy HP jsou podobné jinym typim pankreatitidy, je dilezita presna diagnostika, ktera
zahrnuje genetické testy, aby bylo mozné zajistit odpovidajici sledovani a prevenci vzniku
dalsich komplikaci. Diagndza dédi¢né pankreatitidy (HP) byva ¢asto opozdéna, protoZze mnoho
pacientll je pivodné povazovano za idiopatické, dokud neni detekovana genetickd mutace.
Pokud mutace neni nalezena, mtize byt HP diagnostikovana na zaklad¢ rodinné¢ anamnézy,
pokud je pankreatitida opakovan¢ diagnostikovana u nékolika piibuznych napfi¢ generacemi
[6, 32].

24.4.1. Predispozi¢ni geny k hereditarni pankreatitidé

PRSS1

Gen PRSS1 (serine protease 1) je lokalizovan na sedmém chromozomu v oblasti 7q34. Velikost
genu je 3601bp, z toho kodujici oblast zaujima délku 744bp. Gen obsahuje 5 exonti a koduje
protein o 247 aminokyselinach [28] a enzym kationtovy trypsinogen, jez se tvoii ve slinivce
a podili se na traveni bilkovin aktivaci v aktivni formu trypsinu. Trypsin nejen $tépi bilkoviny
na aminokyseliny, ale také aktivuje dalsi travici enzymy, pficemzZ jeho stabilita zavisi na vazbé
s molekulou vapniku [27].

SPINK1

Gen SPINK1 (serine peptidase inhibitor Kazal type 1) je lokalizovan na chromozomu 5 v oblasti
5032. Velikost genu je 7090bp, z toho kodujici oblast zaujima 240bp. Gen obsahuje 5 exoni
a koduje protein o 79 aminokyselinach [28]. Tento protein funguje jako inhibitor trypsinu,
enzymu, jenZ je vylucovan pankreatickymi buitkami do pankreatické Stavy. Predpoklada se, ze
jeho hlavni funkci je prevence pifedcasné aktivace zymogenii v  pankreatu
a pankreatickych vyvodech katalyzované trypsinem [27].

2.4.5. Ostatni geny podilejici se na vzniku karcinomi traviciho traktu

Karcinogeneze traviciho traktu neni pouze vysledkem vlivu jiz zminénych gent, ale na tomto
procesu se podileji i jiné geny, jako naptiklad ATM, BLM, CHEK2, POLE a SDHB.

36



Mutace genu POLE zvysuji riziko kolorektdlniho karcinomu a jsou spojeny s dédi¢nou
polypozou, kdy pacienti maji Casto desitky az stovky adenomt v tlustém stfevé. Kromé toho
mohou tyto mutace vést k nadortim i v dalSich orgénech, jako jsou pankreas, vajecniky,
endometrium a mozek. Bialelické mutace v genu BLM zptsobuji vzacny Bloomiv syndrom,
ktery je spojen s vysSim rizikem lymfoidnich malignit v détstvi a gastrointestinalnich nebo
ledvinovych nador v dospélosti. Mutace genu SDHB jsou castéji spojeny s paragangliomy
v oblasti bfi$ni panve a hlavy a krku a maji nizs$i riziko vzniku pheochromocytomu ve srovnani
s mutacemi v genu SDHD. Gen ATM, jako stfedné¢ penetrantni nadorovy predispozi¢ni gen,
zvysuje riziko nékolika typli nadort, vcetné karcinomu slinivky bfisni a kolorektalniho
karcinomu. Stejné tak gen CHEK2, u jehoZ nosicii se zvysuje riziko karcinomu traviciho traktu,
véetné karcinomu slinivky bfi$ni a kolorektalniho karcinomu [33, 34, 35, 36].

ATM

Gen ATM (ATM serine/threonine kinase) je lokalizovan na jedenactém chromozomu v oblasti
11922.3. Velikost genu je 146268bp, z toho kodujici oblast zaujima délku 9171bp. Gen
obsahuje 63 exonu a kdduje protein o 3056 aminokyselinach [28], jez reguluje bunéény rist,
déleni a hraje kli¢ovou roli v rozpoznavani a opravé poskozené DNA. Tento protein zajist'uje
stabilitu genetické informace aktivaci enzymii opravujicich DNA, coz je zasadni pro prevenci
rakoviny [27].

BLM

Gen BLM (BLM RecQ like helicase) je lokalizovan na chromozomu 15 v oblasti 15926.1.
Velikost genu je 98135bp, z toho kodujici oblast zaujima délku 4254bp. Gen obsahuje 22 exontl
a koéduje protein z rodiny RecQ helikdz o 1417 aminokyselinach [28]. Tento protein rozpléta
dvojitou Sroubovici DNA, coz je klicové pro replikaci a opravu DNA. Dale poméha udrzovat
stabilitu DNA tim, Ze omezuje nadmérné vymény mezi sesterskymi chromatidami a chrani
genetickou integritu béhem déleni bunék [27].

CHEK?2

Gen CHEK2 (checkpoint kinase 2) je lokalizovan na chromozomu 22 v oblasti 22g12.1.
Velikost genu je 54078bp, z toho kodujici oblast zaujima délku 1632bp. Gen obsahuje 15 exonti
a koéduje protein o 543 aminokyselindch [28], ktery je regulatorem bunécéného cyklu
a potencialnim tumor-supresorem. Protein CHEK2 je aktivovan v reakci na poskozeni DNA
a blokady replikace, kde zastavuje bunécny cyklus a stabilizuje tumor-supresor p53, coz vede
k zastaveni cyklu v G1 fazi [27].

POLE

Gen POLE (DNA polymerase epsilon, catalytic subunit) je lokalizovan na dvandctém
chromozomu v oblasti 12924.33. Velikost genu je 63763bp, z toho kodujici oblast zaujima
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délku 6861bp. Gen obsahuje 49 exonti a koduje protein o 2286 aminokyselindch [28]. Zaroven
koduje katalytickou podjednotku DNA polymerazy epsilon, enzymu, ktery hraje kli¢ovou roli
v replikaci chromozomalni DNA a opravach DNA [27].

SDHB

Gen SDHB (succinate dehydrogenase complex iron sulfur subunit B, catalytic subunit) je
lokalizovan na prvnim chromozomu v oblasti 1p36.13. Velikost genu je 35449bp, z toho
kodujici oblast zaujima délku 843bp. Gen obsahuje 8 exonii a koduje protein o 280
aminokyselinach [28]. Zaroven zelezo-sirnou podjednotku enzymového komplexu
sukcinatdehydrogendzy (SDH), ktery hraje kli¢ovou roli v mitochondriich a metabolickém
cyklu kyseliny citronové [27].

2.5. Genetické poradenstvi a jak dostat prevenci do vétSiho
povédomi lidi

2.5.1. Historicky vyvoj genetického poradenstvi

Genetické poradenstvi (dale GP) se vyvijelo od konce 19. stoleti, kdy se objevil prvni model
nazyvany eugenicky. Eugenika, odvozena z feckého ,,dobie narozeny*, méla za cil zkvalitnéni
lidskych vlastnosti v populaci a eliminaci téch nezadoucich. Tento pfistup, navrzeny anglickym
védcem Francisem Galtonem v roce 1885, vedl v praxi kK velmi problematickym zasahtim,
napiiklad k nucenym sterilizacim, regulaci siatkli a natlaktim na ,,vylepSeni* lidské rasy. Ve
20. stoleti ziskala eugenika zpocatku velkou podporu; v USA a Velké Britanii totiz vznikly
instituce, které propagovaly zjednodusené genetické principy, pti¢emz tvrdily, Ze kriminalita ¢i
mentalni postizeni lze omezit odstranénim ,,nezadoucich® gend z populace. Tyto praktiky
vyustily ve vytvoreni zadkonll v nacistickém Némecku (1933), které podporovaly ndasilné
omezovani reprodukce, sterilizace a ,,chovné programy* pro produkci ,,Cistych® potomkd.

wrwe

Penrosem vedlo k tomu, Ze byla eugenika z oblasti genetického poradenstvi zakazana.

Postupné se objevovaly nové metody GP. Jednou z nich byl i preventivni neboli 1ékaisky
model, jez se soustiedil na védecké rozpoznavani a prevenci genetickych onemocnéni.
Lékarska genetika se rozvinula jako klinicky obor az v 50. letech a zacala byt soucasti
1¢kafskych fakult a nemocnic. Pfedchazela ji prace zoologt a botanik, kteti poprvé rozpoznali,
7e genetika ma pro ¢lovéka zasadni vyznam. A tak postupné vznikaly prvni odd¢leni 1ékaiské
genetiky, ktera se zamérovala na presnou diagnostiku a poskytovani poradenstvi pacientiim
s genetickymi riziky.

38



Nakonec se prosadil psychologicky model, jez kladl diiraz na psychologickou podporu rodin
zasazenych genetickymi problémy a respektovani jejich autonomie pfi rozhodovéni. Tento
model pfedstavuje humanitni pfistup k GP zaméteny na psychologické zvladani emocnich
dopadii genetickych diagnoz a na proces truchleni a adaptace v rodiné [16].

2.5.2. Pravni a etické zasady genetického poradenstvi

Etické zasady GP, jak je doporucuje Svétova zdravotnickd organizace (WHO), vyzaduji, aby
bylo poradenstvi nedirektivni, tedy aby poskytovalo klientim objektivni a pfesné informace,
které jim umozni svobodné se rozhodnout. Mezi zasady patii respekt k autonomii jednotlivce
a rodiny, ochrana davérnosti informaci a zavazek poskytnout klientim pravdivé a uplné
informace. Soucasné GP klade diiraz na ochranu rodin pfed neopravnénymi zasahy ze strany
zameéstnavatelll, pojisStoven a jinych tfetich stran. Genetické poradenstvi ma také moralni
odpovédnost vici rodinnym piislusnikiim klienti, ktefi mohou mit rovnéZz geneticka rizika. To
muze pomoci snizovat riziko pienosu genetickych problému na dalsi generace.

Diiraz na etiku prameni i z obav o mozny navrat eugenickych praktik. Naptiklad ¢insky zdkon
o zdravi matek a déti z roku 1994 uklada povinnost doporucovat potrat v ptipadé zavaznych
dédi¢nych vad nebo omezovat snatky u osob s genetickymi poruchami. Tento typ eugeniky
vzbudil mezindrodni kritiku a podnitil vétsi diraz na etické zasady v GP, které chrani
individualni svobodu a prava [16].

2.5.3. Proces genetického poradenstvi

Proces genetického poradenstvi je sloZity a dynamicky, zahrnujici vice fazi, které¢ by mély byt
provadény kontinudlné, aby se zajistila komplexni péce o rodiny. Tento proces se zamétuje
nejen na technické aspekty diagnostiky, ale 1 na lidskou stranku, kterd je pro rodice casto
zdrojem emoci a nejistoty, zejména pokud jde o déti narozené s genetickymi problémy.

Prvni faze genetického poradenstvi se soustiedi na definici a potvrzeni diagndzy. Kdyz jsou
jednotlivei nebo rodiny doporuceni na genetickou konzultaci, mohou zazivat pocity strachu,
nejistoty nebo zmateni. Geneticky poradce by mél nejprve zhodnotit, jak dobfe jsou tito
jednotlivci obeznameni s divody doporuceni a jaké jsou jejich emocionalni reakce na situaci.
V této fazi je kladen diiraz na empatii a citlivy pfistup, aby poradce mohl efektivné komunikovat
s rodinou, ktera celi nejistoté ohledné genetického zdravi. Diagndza genetického onemocnéni
muze vyvolat Sirokou Skalu emoci, v€etné Soku, popieni, smutku nebo tzkosti. Poradce by mél
pomoci rodindm orientovat se v téchto emocich a poskytnout jim jasné informace o tom, co lze
ocekavat v dalSim postupu, ¢imz se zmirnuje jejich nejistota.

Druhé faze poradenstvi se zaméfuje na vypocet genetického rizika. Na zaklad¢ diagnozy je
urena pii¢ina genetické poruchy, ktera mize mit geneticky, environmentilni nebo

multifaktoridlni pivod. Pokud je pficina genetickd, odbornici specifikuji typ poruchy
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(chromozomova nebo genovd) a stanovuji riziko, ze dané onemocnéni se miize opakovat
u dal$ich ¢lenti rodiny. Tato faze je klicova pro pochopeni pravdépodobnosti vzniku dané¢ho
onemocnéni u dalSich generaci, coz rodindm pomiize 1épe se rozhodnout o dal$im postupu.

Ve treti fazi pfichazi na fadu komunikace. Jakmile je diagndza potvrzena a riziko stanoveno,
geneticky poradce by mél jasné¢ a citlivé vysvétlit, co bylo zjiSténo, jaké jsou piiciny genetické
poruchy a jaké jsou Sance na opakovani tohoto stavu v rodin€. Zpiisob a mira komunikace by
méla byt prizpisobena individudlnim potfebam rodiny.

Ctvrta faze se zaméfuje na rozhodnuti a akce. Po potvrzeni diagndzy a stanoveni rizik budou
jednotlivei nebo rodiny muset ucinit fadu dilezitych rozhodnuti tykajicich se péce o vlastni
zdravi, reprodukénich moznosti nebo dalSich genetickych testi. Béhem této faze by mél
poradce podporovat rodiny v procesu rozhodovani, pomahat jim zvazovat rizné moznosti
a nasledky téchto rozhodnuti. Rodic¢e nebo jedinci mohou prochazet nejednoznacnymi pocity
a poradce by mé¢l byt napomocny pii vyjasnovani téchto pocitii a poskytnout jim prostor k tomu,
aby se na zdklad¢ informaci a emoci rozhodli co nejlépe.

Paté faze se zamétuje na dlouhodobou podporu a sledovéani. Genetické poradenstvi by nemélo
koncit jednordazovou konzultaci. Jednotlivei a rodiny, které celi genetickym problémtm,
potiebuji trvalou podporu, aby zvladli jak zdravotni, tak mentalni nasledky genetickych poruch.
Genetické sluzby by mély poskytovat dlouhodoby dohled nad rodinnymi situacemi, coz
zahrnuje nejen aktudlni poradenstvi, ale i pravidelnou podporu a monitorovani vyvoje. Tato
faze je nezbytna pro prevenci opakovani problémil a zajiSténi adekvatni péce v pribehu Casu.

2.5.4. Evaluace vysledkt genetického poradenstvi

Vyzkum vysledki genetického poradenstvi je dlouhodobym tématem, které se zacalo
intenzivnéji zkoumat jiz v 70. a 80. letech 20. stoleti. V té dobé se vyzkumnici soustfedili na
analyzu dopadt GP v rGznych zdravotnickych zatfizenich po celém svété, pricemz se Casto
potykali s metodologickymi vyzvami a kritickymi nazory na vysledky. V poslednich letech
vsak doslo k obnoveni zajmu o tento vyzkum, zejména v kontextu genti podminujici rakovinu.

Jednim z vyznamnych vyzkumil zaméfujici se na hodnoceni genetického poradenstvi, byla
studie provedena Pina-Netem a Peteanem ve vefejné nemocnici v Brazilii. Tato studie pfinesla
vysledky, jez byly velmi podobné vysledkim v jinych zemich a identifikovala n¢kolik
klicovych faktort tykajicich se genetického poradenstvi.

» Nedostatecné povédomi o sluzbach: VétSina rodin (74 %) nebyla informovana o typu
sluzby, kterou jim GP poskytne, nez byly odeslany do danych zatizeni.

> Porozuméni poskytnutym informacim: Zhruba poloviné ucastnikii se dostalo
porozuméni z poskytnutych informaci, pfiCemz vice nez tfetina rodin nevédéla
konkrétni ¢iselné riziko recidivy, ackoli vétsina ti€astnikl byla schopna fici, zda je toto
riziko vysoké ¢i nizké.
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> Rozhodovani o détech: Vyznamna ¢ast part (64,4 %) se rozhodla nemit déti, a to bez
ohledu na riziko ptipadnych genetickych problému.

» Ukonceni téhotenstvi: Pary s vyS$im rizikem genetickych poruch ¢astéji zvazovaly
ukonceni t¢hotenstvi nez pary s niz$im rizikem, pficemz muzi byli k tomuto rozhodnuti
otevienéjsi nez zeny.

» Mira porodnosti: Z predchozich faktd plyne také to, Ze mira porodnosti u téchto rodin
je velmi nizka, pfesnéji z 36 rodin se narodi asi tak pét déti (mira 0,13).

> Recidiva genetickych poruch: U rodin s vysokym rizikem se genetické poruchy
opakovaly u 44 % jejich déti, zatimco u rodin s nizkym rizikem se recidiva nevyskytla.

[16]

3. Material a metody
3.1. Zdroj dat

Ve své stiedoskolské praci jsem zpracovala vysledna anonymizovana data ziskana v laboratofi
Centra l¢katské genetiky s.r.o. (ddle CLG) z vySetfeni mutacni analyzy geni asociujicich
k hereditarnim nadorovym onemocnénim s ptevazujici predispozici k nddorim prsu, ovarii
a délohy a nadorim gastrointestindlniho traktu. Pacienti indikovani pro toto vySetieni
absolvovali genetickou konzultaci s klinickym genetikem, ktery na zdklad¢ zhodnoceni osobni
a rodinné¢ anamnézy pacientovi doporucil genetické testovani. Pacient po ziskani vSech
informaci o vySetteni a jeho dulezitosti podepsal Informovany souhlas s vySetfenim. Na zakladé
tohoto souhlasu byla pacientim odebrana periferni krev, jeZ byla zpracovana v molekularné
genetické laboratofi CLG.

Data pro praktickou ¢ast prace byla ziskdna muta¢ni analyzou 65 gent v ramci panelu ONKO
solution metodou masivné paralelniho sekvenovani (tabulka 2). ONKO solution panel je
zaloZzeny na principu metody cileného obohaceni (Target Enrichment s vyuZitim exon
proximalnich sond) a vytvofenym ve spolupraci s firmou Agilent Technologies/Altium
International s.r.o. Sekvenaéni panel umoziuje analyzu zarode¢nych (germinalnich) mutaci
Vv hlavnich predispozi¢nich genech, u kterych byla jasné prokdzana asociace s nadorovou
hereditou, a i v genech asociovanych ke zvySenému riziku, u nichz asociace s nadorovymi
onemocnénimi je méné znama.

Do vysledki jsou zahrnuta data 1116 indikovanych pacientl z JihoCeského, Plzenského kraje
a kraje Vysocina ziskana v letech 2022 az 2024.
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Tabulka 2: Seznam analyzovanych genii, jejich lokalizace, referencni sekvence a OMIM kéd.

suppressor

Gen Oficialni nazev Lokalizace Referencni s.ekvence OMIM kéd
transkriptu
APC APC regulator of WNT signaling 5q22.2 NM_000038 611731
pathway
ATM ATM serine/threonine kinase 11g22.3 NM_000051 607585
BAP1 BRCAL associated deubiquitinase 1 3p21.1 NM_004656 603089
BARD1 BRCAL associated RING domain 1 2q35 NM_000465 601593
BLM BLM RecQ like helicase 15426.1 NM_000057 604610
BMPRLA l::cr;]tor t;";;plrzge”e“c Protein | 4 q03.2 NM_004329 601299
BRCAL BRCAL DNA repair associated 17921.31 NM_007294 113705
BRCA2 BRCA2 DNA repair associated 13g13.1 NM_000059 600185
BRIP1 BRCAL interacting DNA helicase 1 17q23.2 NM_032043 605882
CDH1 cadherin 1 16g22.1 NM_004360 192090
CDK4 cyclin dependent kinase 4 12914.1 NM_000075 123829
CDKN2A ;):Iin dependent kinase inhibitor 9p21.3 NM_000077 600160
CDKN2B ;)I;clin dependent kinase inhibitor 9p21.3 NM_004936 600431
EPCAM epithelial cell adhesion molecule 2p21 NM_002354 185535
RCE | opennalose it | 20143 NM_000122 o
ABRAXAS1 z:tr)iﬁ: 1, BRCA1 A complex 4q21.23 NM_ 139076 611143
FANCC FA complementation group C 9922.32 NM_000136 613899
FANCM FA complementation group M 14921.2 NM_020937 609644
FH fumarate hydratase 1943 NM_000143 136850
FLCN folliculin 17p11.2 NM_144997 607273
HOXB13 homeobox B13 17921.32 NM_006361 604607
CHEK2 checkpoint kinase 2 22q12.1 NM_007194 604373
KIT glr'cl)'s?r:gtl(()i-r?:sceogene, receptor 4q12 NM_000222 164920
MEN1 menin 1 11913.1 NM_130799 613733
MET 1\;2‘; s;o;?r;;):ecogene, receptor 7431.2 NM_001127500 164860
MLH1 mutL homolog 1 3p22.2 NM_000249 120436
MLH3 mutL homolog 3 14924.3 NM_001040108 604395
MSH2 mutS homolog 2 2p21-p16.3 NM_000251 609309
MSH6 mutS homolog 6 2p16.3 NM_000179 600678
MUTYH mutY DNA glycosylase 1p34.1 NM_001128425 604933
NBN nibrin 8g21.3 NM_002485 602667
NF1 neurofibromin 1 17q11.2 NM_000267 613113
neurofibromin 2, moesin-ezrin- 607379
NF2 radixin like (MERLIN) tumor 22q12.2 NM_000268
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PALB2 partner and localizer of BRCA?2 16p12.2 NM_024675 610355
phosphatidylinositol-4,5- 171834

PIK3CA bisphosphate  3-kinase catalytic 3026.32 NM_006218
subunit alpha

PMS2 PMS1 homolog 2, mismatch repair 7p22.1 NM_000535 600259
system component

POLDL DNA .polymerase delta 1, catalytic 19q13.33 NM 002691 174761
subunit -

POLE DNA _polymerase epsilon, catalytic 1202433 NM 006231 174762
subunit -

PRKARIA protein  kinase cAM_P-dependent 17q24.2 NM_002734/ NM_212471 188830
type | regulatory subunit alpha

PRSS1 serine protease 1 7034 NM_002769 276000

PTEN phosphatase and tensin homolog 10023.31 NM_000314 158350

PTCH1 patched 1 9g22.32 NM_000264 601309

RAD50 RAD_SO double strand break repair 5q31.1 NM_005732 604040
protein

RAD51C RADS51 paralog C 17q22 NM_058216 602774

RAD51D RAD51 paralog D 17912 NM_002878/NM_001142571 602954

RB1 RB transcriptional corepressor 1 13q14.2 NM_000321 614041

RECQL RecQ like helicase 12p12.1 NM_002907 600537

RECQL4 RecQ like helicase 4 8024.3 NM_004260 603780

RET ret proto-oncogene 10g11.21 NM_020975 164761

SDHB §uccmate dehydrogenase complex 1p36.13 NM_003000 185470
iron sulfur subunit B

SLX4 SLX4 structure-spec_lflc 16p13.3 NM_032444 613278
endonuclease subunit

SMAD4 SMAD family member 4 18¢21.2 NM_005359 600993

SMARCB1 SWI/SN_F related BAF chromatm 22q11.23 NM 003073 601607
remodeling complex subunit B1 -

SPINK1 ierlne peptidase inhibitor Kazal type 5032 NM_003122 167790

STK11 serine/threonine kinase 11 19p13.3 NM_000455 602216

SUFU SUFU nega_tlve _ regulator of 10024.32 NM_016169 607035
hedgehog signaling

TP53 tumor protein p53 17p13.1 NM_000546 191170

TSC1 TSC complex subunit 1 9g34.13 NM_000368 605284

TSC2 TSC complex subunit 2 16p13.3 NM_000548 191092

VHL von Hippel-Lindau tumor 3p25.3 NM_000551 608537
suppressor

WRN WRN RecQ like helicase 8p12 NM_000553 277700

WT1 WT1 transcription factor 11p13 NM_024426 607102

XRCC2 X-ray repair cross complementing 2 7936.1 NM_005431 600375

OMIM koéd — identifikacni ¢islo v databazi Online Mendelian Inheritance in Man, ktera katalogizuje genetické
poruchy a jejich pficiny.
(Zdroj: NCBI The National Center for Biotechnology Information https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

OMIM: An Online Catalog of Human Genes and Genetic Disorders https://omim.org/ )
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3.2. Odbér a 1zolace genetick€¢ho materidlu

Indikovanym pacientim bylo v ambulantni ¢asti CLG odebrano 2 ml periferni zilni krve do
zkumavek s protisrazlivym ¢inidlem urcenych k izolaci DNA. Odebrana krev byla uchovavana
pti teploté 4-9 °C do jejiho zpracovani. DNA byla izolovana magnetickym izolatorem
MagCoreSUPER dle instrukci vyrobce (RBC Bioscience, Tchaj-wan). Koncentrace vzork
DNA byla méfena na fluorometru Invitrogen™ Qubit 4 pomoci kitu Invitrogen™ Qubit™
dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Vyizolovana gDNA (genomova
DNA) byla az do dalsiho zpracovani uchovavana pii teploté -20 °C.

3.3. Mutacni analyza testovanych genti

3.3.1. Priprava NGS knihoven

Sekvenacni knihovny genomové DNA (gDNA) byly ptipraveny pomoci SureSelect XT Low
Input Reagent Kitu (Agilent, USA) s vyuzitim exon proximalnich sond SureSelect Custom
Tier2 0.5 -2.9 Mb (Agilent, USA) dle protokolu vyrobce. Vzorky gDNA o vstupnim mnoZzstvi
100ng byly enzymaticky fragmentovany na fragmenty o velikosti 150-200bp. Konce ziskanych
fragmentti DNA byly enzymaticky opraveny (End-repair) a opatfeny adeninovym zbytkem (A-
tailing). V nasledujicim kroku byly k fragmentim pfipojeny univerzalni adaptory (ligace)
a unikatni indexy (PCR), diky nimz lze analyzovat vice knihoven najednou. Knihovny byly
precistény pomoci magnetickych kulicek AMPure XP Beads (Beckman Coulter Life Sciences,
USA) a kvantifikovany Invitrogen™ Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific
Inc., USA). Velikostni slozeni knihoven bylo zjisténo kapilarni elektroforézou na pfistroji
Fragment Analyzer (Agilent, USA). V kazdém experimentu bylo zpracovavano 48
vzorkli/knihoven, které byly na zaklad¢ vysledné koncentrace a délky smichany/poolovany do
4 pooli po 12 knihovnach. Pooly byly hybridizovany se SureSelect probami, piedistény
Dynabeads MyOne Streptavidin T1 magnetickymi kulickami (Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA), promyvany, amplifikovany a precistény AMPure XP Beads magnetickymi kulickami
(Beckman Coulter Life Sciences, USA). Koncentrace a délka knihoven byla stanovena pomoci
Invitrogen™ Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) a pfistrojem
Fragment Analyzer (Agilent, USA).

3.3.2. [llumina sekvenovani

Sekvenovani ziskanych knihoven bylo provedeno vysokokapacitnim stolnim sekvenatorem
NextSeq 550 (Illumina, USA) technologii sekvenace syntézou (SBS — sequencing by synthesis)
dle instrukci vyrobce. K sekvenaci ekvimolarni smési poolt knihoven byl pouzit sekvenaéni
reagen¢ni kit NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2.5, ktery umoznoval pair-end sekvenovani
s produkeci ¢teni 2x150bp. K ovéteni spravného pribéhu sekvenovani byla pouzita standardni
referencni DNA PhiX Control v3 (Illumina, USA).
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Po dokonceni sekvenace byla provedena kontrola zakladnich parametra kvality sekvenace:
Cluster Density (< 230 k/mm?), Cluster PF (>75 %), Phasing/Prephasing (<0,5 %).

3.3.3. Bioinformatické zpracovani ziskanych dat

Po dokonceni sekvenace byly vygenerovany soubory ve formatu fastq (8 fastq soubord pro
kazdy vzorek/knihovnu). Rozttidéni sekvenacnich dat k jednotlivym 48 vzorkim/knihovndm
probéhlo na zaklad€ unikétnich sekvenci (indexti) pouzitych béhem jejich ptipravy.

Fastq soubory byly poté nahrany do cloudového nastroje Varsome Clinical (Saphetor, SA,
Svycarsko), ktery slouzi k mapovani ziskanych dat na referenéni genom, a dale k detekei,
vizualizaci, filtrovani a anotaci nalezenych variant [20].

Ziskana data byla mapovana na referencni genom Human GRCh37/hgl9. Software Varsome
Clinical detekoval a filtroval varianty dle nastavenych pravidel CLG laboratote. V ramci panelu
ONKO solution byly hodnoceny varianty, jejichZz pokryti (coverage) byla >20x a Variant
Fraction >15 % (VF). Reportovany byly zmény, které se nachazeji v kodujicich sekvencich
(exonech) testovanych gent a v jejich prilehlych intronovych oblastech ve vzdalenosti £10bp.
Pouzita metoda detekovala jednonukleotidové zamény (SNV — single nucleotide variant),
kratké inzerce a/nebo delece (InDels), velké intragenové delece/duplikace (CNV —copy number
variation).

Nalezené varianty byly klasifikovany na zakladé doporuceni American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG,; tabulka 3) a interpretovany s vyuzitim informaci z klinickych
databazi (napt. ClinVar, OMIM, HGMD aj.), z literatury a predikénich programu.
Interpretovany byly varianty nejasného klinického vyznamu (tfida 3), pravdépodobné
patogenni varianty (tfida 4) a varianty patogenni (tfida 5). Interpretace vysledkt a naleza byla
provadéna s ohledem na soucasné znalosti a védomosti v oblasti 1ékatské genetiky. Laboratof
si vzdy vyhrazuje pravo provést revize klasifikaci nalezu ¢i interpretaci vysledki v zavislosti

na pokroku ve vyzkumu a s ohledem na nov¢ ziskané a uptesnujici znalosti v dané problematice
[21].

Na tomto mist¢ musim zdaraznit, ze zkoumani vzorku tak, jak je popisuji, je vysoce

kvalifikovanou €innosti, k niZ je tfeba vysokoSkolského vzdélani v oboru lékaiské genetiky,
procez jsem informace o postupu zkoumani vzorki ptevzala od CLG.
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Tabulka 3: Klasifikace variant dle American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG).

Trida Pravdépodobnost patogenity Biologicky vyznam

Ttida 1 <0,1% Benigni

Ttida 2 0,1-99% Pravdépodobné benigni
Tiida 3 10-89,9% Varianta nezndmého dopadu (VUS)
Ttida 4 90-999% Pravdépodobn¢ patogenni
Ttida 5 >99,9% Patogenni

(Zdroj: ACMG - https://www.acgs.uk.com/media/12533/uk-practice-guidelines-for-variant-classification-v12-
2024.pdf a Klinicka onkologie, Klasifikace zdrodecnych variant identifikovanych pri genetickém vysetieni
nddorové  predispozice — konsenzus konsorcia CZECANCA -  https://www.linkos.cz/files/klinicka-
onkologie/527/6268.pdf )

3.3.4. Vybér genti spojovanych s dédi¢nou predispozici k nadorim traviciho
traktu

Pro zpracovani této prace byly vybrany geny z ONKO solution panelu, u nichZ byla prokazana
nezpochybnitelna ¢i jasna spojitost s hereditarnimi nddorovymi onemocnénimi traviciho traktu.
Vybér analyzovanych gent shrnuje tabulka 4 [22].

Tabulka 4: Vybér analyzovanych genii, jejich asociace k ndadorovému onemocnéni a klasifikace reportovanych
variant.

Geny Nédorové onemocnéni Reportované
K/R V4 S varianty
APC .
ATM . o
CDH1 o
CHEK2 . o
EPCAM .
MLH1 .
MSH2 .
MSH6 o 3,4,5
MUTYH .
PMS2 .
SMADA4 .
PTEN .
PRSS1 o
SPINK1 o
STK11 o o o
Geny Nédorové onemocnéni Reportované
K/R Z S varianty
BLM o 4,5
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POLE .
SDHB o

Pozn. K/R — kolon a rektum; Z — Zaludek; S — slinivka; 3 - varianta nejasného klinického vyznamu (tiida
3), 4 - pravdepodobné patogenni varianta (trida 4); 5 - patogenni varianta (trida 5).

(Zdroj: Klinicka onkologie, CZECANCA: CZEch CAncer paNel for Clinical Application — ndvrh a pfiprava
cileného sekvenacniho panelu pro identifikaci nadorové predispozice u rizikovych osob v Ceské republice.)

3.4. Ovérovani nalezenych variant

3.4.1. Ovétovani Sangerovo sekvenovanim

Jednonukleotidové zamény a kratké inzerce a/nebo delece nalezené v genech, u kterych jsou
reportovany varianty klasifikace 3, 4 a 5, jsou ovéfovany pomoci metody Sangerova
sekvenovani. Ovéfovani nalezenych variant probiha z gDNA izolované z periferni zilni krve
z druhého nezévislého odbéru.

Sekvence primert byly pifevzaty od vyrobce Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
a syntetizovany u Generi Biotech s.r.o. (CR). Vzorek gDNA byl amplifikovan pouzitim Plain
PP Master Mix (Top-Bio s.r.o., CR) za nasledujicich podminek: pocateéni denaturace 94
°C/1min; program 30-ti cyklti zahrnujici denaturaci 94 °C/30s - annealing teplotu dle pouzitych
primerti/30s — extenzi 72 °C/lmin; konec¢nd extenze 72 °C/7min; zchlazeni na 4 °C. PCR
produkty byly prec¢istény pomoci ExoSAP-IT PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA) dle postupu vyrobce. Sekvenacni reakce byla ptipravena kitem BigDye®
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) a pieciSténa
Agencourt CleanSEQ kitem (Beckman Coulter Life Sciences, USA). Produkty byly
sekvenovany na piistroji ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems/ Thermo Fisher Scientific
Inc., USA). Vysledné sekvence byly porovnavany s referenénimi sekvencemi genti (tabulka 2).
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Obrdazek 10: [lustracni obrazek Sangerova sekvenovani

(Zdroj: MG laboratot CLG)
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3.4.2. Ovérovani metodou MLPA
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Obrdzek 11: Ilustracni obrazek MLPA, konkrétné pro gen BRCAI (kit SALSA MLPA BRCAI P002)

(Zdroj: MG laboratoi CLG)
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4. Vysledky a diskuze

V ramci mé sttedoskolské prace byla zpracovana anonymizovana data ziskand masivné
paralelnim sekvenovanim 18 genii asociujicich s hereditarnimi nadorovymi onemocnénimi
traviciho traktu (tabulka 4). Data byla ziskana vySetfenim souboru pacientil, ktefi byli na
zaklad¢ zhodnoceni jejich osobni a rodinné anamnézy poslani ke genetickému vySetieni
nadorové predispozice. VySetfovany soubor pacientd tvofily vzorky od 1116 pacienti
zahrnujici 229 muzi a 887 zen. U 269 pacientli vysledky vySetfeni odhalily nosicstvi
zérodeCnych variant, které mohou byt spojovany s vysSSim rizikem vzniku nédorového
onemocnéni. Z tohoto souboru pacientt bylo z diivodu pozitivni osobni anamnézy indikovéano
73 pacientt. Ostatnich 196 pacientl bylo testovano na zaklad¢ pozitivni rodinné zatéze.

Mutacéni analyza zachytila v rdmci testovani 18 genti 304 variant u 269 pacienti (24,1 %),
Z toho u 236 pacientli byla zachycena pouze jedna varianta, u 31 pacientti dvé varianty a u dvou
pacientt tfi varianty. Z téchto nalezenych variant bylo 303 v heterozygotnim stavu a jedna ve
stavu homozygotnim. Grafické znazornéni poctu nalezenych variant v testovanych genech je
zdokumentovano v grafu 1.

Graf 1: Pocet detekovanych variant v analyzovanych genech
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Nejvice nalezenych variant bylo zachyceno v genu CHEK2, coz koresponduje s udaji Caswell-
Jin (2018), ktery uvadi, ze nejvyssi zastoupeni variant je v bélosské populaci evropského
puvodu [44]. Naopak v genu PTEN nebyla nalezena Zadna varianta. Procentualni zastoupeni
jednotlivych kategorii nalezenych variant klasifikovanych dle jejich klinického dopadu na
pacienta je uvedeno v grafu 2.
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Graf 2: Procentudlni zastoupeni variant tidy 3, 4 a 5 v testovanych genech

E3 m4 m5

U 50 muzi bylo zachyceno 28 (56 %) variant s klinickym dopadem na pacienta (tfida 4 a 5)
a 109 (49,8 %) u 219 Zen. Zastoupeni klinicky vyznamnych variant, které zvySuji riziko rozvoje
nadorového onemocnéni bylo u Zzen a u muzl srovnatelné i pies to, Ze o vySetieni zazadalo
a bylo indikovano méné muzi.

Ve skupiné gent, kde byly interpretovany varianty t¥id 3, 4, a 5 (tabulka 4), bylo zachyceno
173 variant nejasného klinického vyznamu (tfida 3), 40 pravdépodobné patogennich variant
(tfida 4) a 81 patogennich variant tiidy 5.

V ramci tfidy 3 neni v soucasnosti zndm prokazatelny klinicky dopad na pacienta, a proto jsou
interpretovany dle danych aktualnich skute¢nosti a informaci. Varianty je mozné s odstupem
¢asu piehodnotit a na zakladé novych skute¢nosti mize dojit ke zméné jejich klasifikace, resp.
interpretaci. V genech APC, CDH1, EPCAM, MSH2, SMAD4 a STK11 byly nalezeny pouze
varianty tfidy 3, pti¢emz nejvice v genech ATM (27/15,6 %) a MSH6 (26/15,0 %).

Ve skupin¢ genti interpretovanych jako tfida 4 bylo nejvice variant zastoupeno v genu CHEK2
(37 z celkovych 40 variant/92,5 %), a to z divodu vyskytu varianty ¢.470T>C (p.lle157Thr)
V heterozygotnim stavu (obrazek 12). Toto zjisténi koresponduje s nalezy Pohlreich (2012)
a Kleibl (2008) [45, 46]. Tato varianta zptisobuje zaménu aminokyseliny isoleucinu za threonin
na pozici 157. Dle dostupné literatury, varianta ¢.470T>C postihujici vysoce dulezitou oblast
(FHA doménu) CHEK2 genu vede ke vzniku proteinu se snizenou schopnosti reagovat na
poskozeni DNA vlivem redukované vazby na dal$i proteiny reparacnich drah [46, 47].
Vysledky funkénich studii jsou u této varianty vSak rozporuplné. Nékteré charakterizuji tuto
variantu jako funk¢ni [48, 49], jiné prokazaly snizenou interakci s vazebnymi partnery p53
a BRCAL [50, 51, 52], zhorSenou oligomerizaci CHEK2 se sniZzenou autofosforylaci [53]
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a snizenou aktivitou enzymu [54]. Piipadové kontrolni studie uvadéji, ze se jedna o zménu
S nizkou penetranci zvySujici riziko vzniku nddorového onemocnéni prsu, ovarii, endokrinnich

zlaz a kolorektalniho karcinomu oproti béZzné populaci 1,5-4,5x [55, 56, 57, 58].

Obrazek 12: CHEK2 c. 470T>C/p IIe157Thr (HGVS nomenklatura) HET forward sekvence

(Zdroj: MG laboratoi CLG)

Nejvice variant tfidy 5 bylo zachyceno u pacienti v genech CHEK2, MUTYH a SPINK1
(tabulka 5). V genu CHEK?2 byla zachycena varianta ¢.1100del (p.Thr367MetfsTerl5), ktera je
v evropské populaci povazovana za nejCastéji se vyskytujici (obrazek 13) [58]. V nasem
souboru se vyskytovala u 4 pacientl. Delece zpusobuje pfedcasné zastaveni translace CHEK?2
proteinu a tento zkraceny protein ztraci svou kinazovou aktivitu [59, 60]. Tato varianta je
spojovana nejen s karcinomy prsu, ovarii, prostaty, ale i s karcinomy kolorekta [61, 62]
a zvysuje riziko nadorové predispozice oproti bézné populaci 2x [63].

Obrdazek 13: CHEK?2 ¢.1100del/p.Thr367MetfsTer15 (HGVS nomenklatura) HET, revers sekvence

(Zdroj: MG laboratoi CLG)
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Tabulka 5: Pocty nalezenych variant tiidy 4 a 5 v testovanych genech.

L dbSNP .
Klasnjkace Gen Varianta Proteinovy zapis databaze chet 3
variant rs ID pacienta

CHEK?2 c.1160C>A p.Thr387Asn rs587780168 1

] CHEK?2 c.433C>T p.Argl45Trp rs137853007 1

§ CHEK2 c.470T>C p.11e157Thr rs17879961 33

27 CHEK?2 | c.846+4 846+7delAGTA rs764884641 2

1"-; “?o MLH1 c.170 _181del p.Lys57 _GIn60del rs1575395286 1

g g MUTYH €.348+10C>T rs369242529 1

<+ & POLE €.1503_1504del p.Cys501Ter rs762636894 1

3 POLE c.4654 4655del p.Thrl552L eufsTer8 rs1555222708 1

£ PRSS1 €.256C>T p.GIn86Ter rs146398318 1

TP53 c.760A>G p.lle254Val rs746601313 6

ATM ¢.3802del p.Val1268Ter rs587779834 1

ATM ¢.3850del p.Thr1284GInfsTer9 rs876660865 1

ATM c.4451del p-Met148ArgfsTerl5 rs1555099760 1

ATM €.7010_7065dup p.lle2356ValfsTer2 rs1555120985 1

ATM c.7327C>T p.Arg2443Ter rs121434220 1

ATM €.7630 2A>C rs587779866 2

ATM €.9021dup p.Arg3008ThrfsTer55 rs876660235 1

BLM c.1642C>T p.GIn548Ter rs200389141 3

CHEK?2 c.1100del p.Thr367MetfsTerl5 rs555607708 4

CHEK2 €.1283C>T p.Ser428Phe rs137853011 1

CHEK2 C.277del p.Trp93GlyfsTerl7 rs786203458 2

g CHEK?2 C.444+1G>A rs121908698 1

) CHEK?2 delece exonti 1 az 15 1

% CHEK?2 delece exontt 9 a 10 7

f{ MSH6 €.1190 1191del p.Tyr397CysfsTer3 rs63750439 1

S MSH6 €.3261dup p.Phel088LeufsTer5 rs267608078 4

&= MSH6 €.752 753insC p.Ser252llefsTer4 1

MUTYH c.1147delC p.Ala385ProfsTer23 rs587778536 3

MUTYH c.1187G>A p.Gly396Asp rs36053993 13

MUTYH €.1437_1439del p.Glu480del rs587778541 1

MUTYH €.536A>G p.Tyrl79Cys rs34612342 3

MUTYH €.933+3A>C rs587780751 2

PMS2 €.2186 _2187del p.Leu729GInfsTer6 rs587779335 6

POLE c.51dup p.Glul8ArgfsTer6 rs2136051965 2

SDHB C.725G>A p.Arg242His rs74315368 3

SPINK1 c.101A>G p.Asn34Ser rs17107315 21

SPINK1 €.194+2T>C rs148954387 1

TP53 C.742C>T p.Arg248Trp rs121912651 1

V genu MUTYH byla nejvice zastoupena varianta ¢.1187G>A (p.Gly396Asp), u 12 pacienti
V heterozygotnim stavu (obrazek 14) a u jednoho v homozygotnim. Tato varianta zptsobuje
zaménu aminokyseliny glycin za kyselinu asparagovou. Tato Substituce zpusobuje naruSeni
funkce proteinu [64, 65]. Varianta zpisobuje naruseni enzymatické aktivity vznikajiciho
proteinu [66] a je nejCastéji se vyskytujici u nemocnych s karcinomem kolorekta ¢i
adenomatodznich polypdz. Pacienti, ktefi nesou pouze jednu MUTYH mutaci (heterozygoti)
maji mirn€ zvysené riziko pro rozvoj kolorektalniho karcinomu oproti bézné populaci (2-3x),
narozdil od nosi¢i dvou MUTYH mutaci (homozygoti; az 100x). Mutace v MUTYH genu
vV homozygotni neboli v bialelické formé jsou pficinou autozomalné recesivni MUTYH-
asociované polyp6zy charakterizované vznikem kolorektalnich adenomii (s variabilnim poctem
3-100 adenomovych polypit) s moznou naslednou progresi do kolorektalniho karcinomu [67].
Pacientovi, ktery je nosi¢em této varianty v homozygotnim stavu byla na zakladé tohoto zjisténi
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potvrzena MUTYH-asociovana polyp6za (MAP). Klinicky genetik tomuto pacientovi doporucil
sledovéani u onkologa a gastroenterologa a sestavil plan preventivnich vySetieni.
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Obrdzek 14: MUTYH ¢.1187G>A/p.Gly396Asp (HGVS nomenklatura), HET, revers sekvence

(Zdroj: MG laboratot CLG)

Varianta v genu SPINK1 c.101A>G (p.Asn34Ser), ktera byla nalezena u 21 pacientd
v heterozygotnim stavu (obrazek 15) zplsobuje zdménu asparaginu za serin na pozici 34. Tato
varianta je lokalizovana v Kazal like doméné kodujiciho proteinu [68]. I kdyz ftada
experimentalnich studii neprokazala jeji negativni vliv na znamou funkci proteinu SPINK1, je
tato zaména spojovana s vysSim rizikem recidivujici akutni pankreatitidy a s rizikem rozvoje
chronické pankreatitidy [69, 70]. V fad¢ studii byl publikovan jeji patogenni dopad u pacientit
v homozygotnim stavu nebo ve slozeném heterozygotnim s dal$i patogenni variantou v SPINK1
genu [70, 71].
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Obrazek 15: SPINK1 ¢.101A>G/p.Asn34Ser (HGVS nomenklatura), HET, revers sekvence

(Zdroj: MG laboratot CLG)

Sekvenacni analyzou byla u jednoho pacienta detekovana patogenni varianta ¢.752 753insC
(p.Ser2521lefsTer4, heterozygotni stav) v MSH6 genu (obrazek 16), ktera doposud nebyla
reportovana v literatuie a neni uvedena ani v dostupnych databazich. Tato zména zptlisobuje
posun c¢tectho ramce a vznik stop kodonu. Varianta je vzhledem ke svému disledku

53



predc¢asného zastaveni translace v MSH6 proteinu povazovana za variantu s patogennim
dopadem.
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Obrazek 16: MSH6 ¢.752_753insC/p.Ser252llefsTer4 (HGVS nomenklatura), HET, forward sekvence
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(Zdroj: MG laboratoi CLG)

Velké intragenové piestavby byly nalezeny u osmi pacientd, z ¢ehoz u sedmi byla detekovana
rozsahla delece exont1 9 a 10 v genu CHEK2. Delece exonit 9 a 10 v genu CHEK2 byla u jedinct
nalezena v heterozygotnim stavu (obrazek 17 a 18). Tato delece zpisobuje pied¢asné zastaveni
translace a tim vyrazné zkraceni vysledného CHEK2 proteinu. Delece exont 9 a 10 v CHEK?2
genu je dle literatury povazovana za patogenni variantu vyskytujici se prevazné v Ceské,
slovenské a polské populaci [54, 72].
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(Zdroj: MG laboratot CLG)
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chr22:29092632-29097813

The grey area marks the 95% confidence interval.
The dotted lines indicate the location of the CNW.
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Obrazek 18: Delece exonii 9, 10 v genu CHEK2, HET (NGS CNV analyza)

(Zdroj: MG laboratoi CLG)

Rovnéz byla u jednoho pacienta detekovana intragenova delece exonu 1 az 15 v CHEK2 genu
V heterozygotnim stavu (obrazek 19 a 20). Delece zahrnuje celou kodujici sekvenci CHEK2
genu. Tato konkrétni delece nebyla doposud publikovana, ovSem obdobné rozsahlé delece jsou
popsany v literatufe jako zmény s patogennim dopadem [54, 73, 74].

TP536- 1680t
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02-044 423120
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(Zdroj: MG laboratoi CLG)
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chr22:29082697-29138933

The grey area marks the 95% confidence interval.
The dotted lines indicate the location of the CNV.
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Obrazek 20: Delece exonii 1 az 15 v genu CHEK2, HET (NGS CNV analyza)

33 !

(Zdroj: MG laboratoi CLG)

Ve skupiné gent, kde byly interpretovany varianty tfid 4 a 5 (tabulka 4) byly zachyceny u 10
pacientil dvé pravdépodobné patogenni varianty a osm variant patogennich (tabulka 5).

V genu POLE byly zjistény varianty c¢.1503 1504del (p.Cys501Ter) (obrazek 21)
a €.4654_4655del (p.Thr1552LeufsTer8) (obrazek 22) v heterozygotnim stavu. Obé varianty
zpusobuji alternativni sestfih proteinu deleci dvou bazi, diky které dochdzi ke vzniku
pfed¢asného terminacniho kodonu. Varianty nelezi v exonukleazové doméné proteinu POLE,
jejiz poSkozeni je v literatufe spojovano se zvySenym rizikem vzniku kolorektalnich nadort
a nadord endometria [75, 76, 77]. Tyto konkrétni varianty nebyly doposud publikovany
v literatute, avSak Garmezy (2022) potvrdil patogenitu nalezenych variant lokalizovanych
mimo exonukledzovou doménu proteinu [78]. Tyto varianty vzhledem ke svému disledku
predcasného zastaveni translace v genu POLE mtizeme oznacit jako pravdépodobné patogenni.
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Obrdzek 21: POLE ¢.1503 1504del/p.Cys501Ter (HGVS nomenklatura), HET

(Zdroj: MG laboratoi CLG)
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Obrazek 22: POLE ¢.4654_4655del/p.Thr1552LeufsTer8 (HGVS nomenklatura), HET

(Zdroj: MG laboratot CLG)

Patogenni sekven¢ni varianta ¢.1642C>T (p.GIn548Ter, heterozygotni stav) v genu BLM
(obrazek 23) nalezend u tii pacientl (tabulka 5) zptsobuje zménu glutaminu na stop kodon.
Mutace v BLM genu vedou k pfed¢asnému zastaveni translace vznikajiciho proteinu z rodiny
RecQ helikdz, ¢imz dochazi k naruseni procesu udrzeni struktury a integrity DNA. Varianty
vedouci ke ztraté funkcnosti vznikajiciho BLM proteinu byly v literatufe reportovany jako
pfi¢ina vzniku autozomalné recesivniho onemocnéni Bloom syndromu [79, 80]. Varianta je
V heterozygotnim stavu také spojovana se zvySenym rizikem rozvoje karcinomu prsu obzvlaste
ve slovanské populaci [81, 82, 83, 84].
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Obrdazek 23: BLM ¢.1642C>T/p.GIn548Ter (HGVS nomenklatura), HET

(Zdroj: MG laboratoi CLG)

U dvou pacientl z testovaného souboru byla v genu POLE nalezena patogenni varianta c.51dup
(p.Glul8ArgfsTer6) zptsobujici alternativni sestfih proteinu duplikaci jedné baze, diky které
dochazi k zdméné kyseliny glutamové za arginin a vzniku pfed¢asného termina¢niho kodonu
(obrazek 24). Varianta nelezi rovnéz v exonukleazové domén¢ proteinu POLE, jejiz poSkozeni
je v literatufe spojovano, stejné jako v pripadé pfedchozich variant tfidy 4, se zvySenym rizikem
vzniku kolorektalnich nadorti a nddori endometria [75, 76, 77].
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Obrdazek 24: POLE ¢.51dup/p.Glul8ArgfsTer6 (HGVS nomenklatura), HET, forward sekvence

(Zdroj: MG laboratoi CLG)

Varianta c.725G>A  (p.Arg242His) v heterozygotni form¢ v SDHB genu (obrazek 25) byla
nalezena u tfi pacientll. Tato mutace zplsobuje zaménu aminokyseliny argininu za histidin.
SDHB gen koéduje ¢ast enzymatického komplexu, ktery hraje zésadni roli v Krebsové cyklu
a vV mitochondrialnim dychacim fetézci. Jeho dalsi funkce, jako tumor-supresorového genu,
spociva v regulaci procest déleni a rlstu bunck. Tato varianta se vyskytuje v jeho vysoce
konzervovaném motivu, ktery je nezbytny v procesu pfemény energie v buiikach [85]. Varianty
poskozujici funkci SDHB genu jsou pfi¢inou rozvoje paraganliomi, gastrointestinalnich
tumort, papilarnich karcinomu §titné zlazy a také agresivni formy karcinomu ledvin [85, 86,
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Obrazek 25: SDHB ¢.725G>A/p.Arg242His (HGVS nomenklatura), HET, reverse sekvence

(Zdroj: MG laboratoi CLG)
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5. Zavér

Studie identifikovala 304 variant v 18 genech spojenych s hereditarnimi nadorovymi
onemocnénimi traviciho traktu. Tyto varianty byly nalezeny u 24,1 % pacientd, pfi¢emz vétSina
z nich byla v heterozygotnim stavu.

Klinicky vyznamné varianty, které mohou zvySovat riziko vzniku nadorti, byly nalezeny
u podobného procenta muzi i Zen, pficemz mezi pohlavimi nebyl pozorovan vyrazny rozdil
v zastoupeni téchto variant.

Studie odhalila nové varianty v genech MSH6 a CHEK2, které nebyly diive publikovany,
a potvrdila zndmé patogenni varianty, které mohou vést k vyssimu riziku vzniku raznych typt
nadorti, jako jsou rakovina prsu, ovaria ¢i kolorektalniho karcinomu.

Nejcastéjsi varianty byly nalezeny v genu CHEK2, coz potvrzuje jeho vyznam v hereditarni
predispozici k nadoram.

V ramci studie byla u jednoho pacienta detekovana homozygotni mutace v genu MUTYH, ktera
vedla k diagnostice MUTY H-asociované polyp6zy (MAP). U pacienta byla na zakladé¢ tohoto
nalezu doporu€ena intenzivni sledovani a preventivni vySetfeni, coz podtrhuje dilleZitost
genetického testovani pfi identifikaci osob s vys$§im rizikem nadorovych onemocnéni.
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7. Seznam obrazku

Obrazek 1: Filadelfsky chromozom (Ph chromozom) je abnormalni chromozom vznikajici, kdyz se casti
chromozomu 9 a 22 odlomi a vyméni si mista. Gen ABL z chromozomu 9 se spoji s genem BCR na chromozomu
22, ¢imz vznikne fuzni gen BCR::ABL. Zménény chromozom 22, ktery nese tento fuzni gen, je pak oznaCovan
jako Filadelfsky chromozom. https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/philadelphia-
chromosome

Obrazek 2: Zakladni klasifikace nadord.
https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps13/genotox/web/pages/01 nador.html

Obrazek 3: Metastaze a jak se §ifi t€lem. https://www.cancer.gov/types/metastatic-cancer

Obrazek 4: Podil nadorové mortality (v rozvinutych zemich) ptisuzovany vlivu specifickych faktora nebo skupiné
faktord. https://issuu.com/knizni_klub/docs/9788027112937

Obrazek 5: Schéma znazornujici procesy vedouci ke vzniku maligniho nadoru.
https://eshop.maxdorf.cz/user/documents/upload/data/dl/Obecna%20onkologie.pdf

Obrazek 6: Autozomaln¢ dominantni dédi¢nost: Dédi¢né vzory vazané na chromozom X: Graf vzord dédicnosti
X-vazané dominantni poruchy se 1i§i v zavislosti na tom, zda (a) je postizen otec, nebo (b) matka.
https://assets.openstax.org/oscms-prodcms/media/documents/Anatomy _and_Physiology 2e -

WEB_c9nD9QL .pdf

Obrazek 7: Autozomalné recesivni dédi¢nost. Dédiény vzor autozomalné recesivni poruchy u dvou rodiét nositeld
odrazi  pravdépodobnost  3:1 pro  projev. u  potomki. https://assets.openstax.org/oscms-
prodcms/media/documents/Anatomy_and_Physiology 2e - WEB_c9nD9QL.pdf

Obrazek 8:  Schématické  znazornéni  principu  polymerazové  fetézové  reakce.  https:/sci-
hub.se/https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23399825/

Obrazek 9: Postup sekvenovani nové generace (NGS). Hereditdrni nadorovd onemocnéni v klinické praxi. ISBN
978-80-271-1293-7

Obrazek 10: Tlustraéni obrazek Sangerova sekvenovani. MG laboratoi CLG

Obrazek 11: Ilustracni obrazek MLPA, konkrétné¢ pro gen BRCA1 (kit SALSA MLPA BRCAL1 P002). MG
laboratoi CLG

Obrazek 12: CHEK?2 ¢.470T>C/p.lle157Thr (HGVS nomenklatura), HET, forward sekvence. MG laboratoi CLG

Obrazek 13: CHEK2 ¢.1100del/p.Thr367MetfsTerl5 (HGVS nomenklatura), HET, revers sekvence. MG laboratof
CLG

Obrazek 14: MUTYH ¢.1187G>A/p.Gly396Asp (HGVS nomenklatura), HET, revers sekvence. MG laboratof
CLG

Obrazek 15: SPINK1 ¢.101A>G/p.Asn34Ser (HGVS nomenklatura), HET, revers sekvence. MG laboratot CLG

Obrazek 16: MSH6 c.752_753insC/p.Ser252llefsTer4 (HGVS nomenklatura), HET, forward sekvence. MG
laboratot CLG

Obrazek 17: Delece exoni 9, 10 v genu CHEK2, HET (SALSA MLPA BRCA2/CHEK2 P045). MG laboratot CLG
Obrazek 18: Delece exoni 9, 10 v genu CHEK2, HET (NGS CNV analyza). MG laboratot CLG

Obrazek 19: Delece exont 1 az 15 v genu CHEK2, HET (SALSA MLPA CHEK2 P190). MG laboratoif CLG
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Obrazek 20: Delece exonti 1 az 15 v genu CHEK2, HET (NGS CNV analyza). MG laboratot CLG
Obrazek 21: POLE ¢.1503_1504del/p.Cys501Ter (HGVS nomenklatura), HET. MG laboratot CLG
Obrazek 22: POLE c¢.4654 4655del/p.Thr1552LeufsTer8 (HGVS nomenklatura), HET. MG laboratot CLG
Obrazek 23: BLM ¢.1642C>T/p.GIn548Ter (HGVS nomenklatura), HET. MG laboratoi CLG

Obrazek 24: POLE c¢.51dup/p.Glul8ArgfsTer6é (HGVS nomenklatura), HET, forward sekvence. MG laboratof
CLG

Obrazek 26: SDHB ¢.725G>A/p.Arg242His (HGVS nomenklatura), HET, reverse sekvence. MG laboratoi CLG

8. Seznam tabulek a grafti

Tabulka 1: Pfehled nadorovych onemocnéni. https://www.cancer.gov/types/by-body-location

Tabulka 2: Seznam analyzovanych geni, jejich lokalizace, referenéni sekvence a OMIM kod.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Tabulka 3: Klasifikace variant dle American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG).
https://www.acgs.uk.com/media/12533/uk-practice-guidelines-for-variant-classification-v12-2024.pdf
https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/527/6268.pdf

Tabulka 4: Vybér analyzovanych gend, jejich asociace k nadorovému onemocnéni a klasifikace reportovanych
variant.

Tabulka 6: Po¢ty nalezenych variant téidy 4 a 5 v testovanych genech.

Graf 1: Pocet detekovanych variant v analyzovanych genech

Graf 2: Procentualni zastoupeni variant tfidy 3, 4 a 5 v testovanych genech
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