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Syndromy s hereditarnim rizikem
Gl malignit

« Polyposni/nepolyposni
— FAP, MYH associated polyposis, HNPCC, Turcot syndrome

- Hamartomatosni polyposy

— Juvenile, Cowden’s disease, PJS, Ruvalcaba-Myhre-Smith, Gorlin,
McCune-Albright, Cronkhite-Canada, Tuberous sclerosis, HMPS

e Difusni hereditarni ca zaludku

e DalSi nadorové syndromy
— HBOC-BRCA1/2
— Li-Fraumeni syndrom —TP53 aj.

* Dosud zndme pies 200 nadorovych syndromu



Klasicka forma genetickeho
testovani

Hodnoceni klinickych udaju a udaju rodokmenu
klinickym genetikem

Indikace testovani individualnich rizikovych
genu genetikem

Postupny proces testovani screeningovymi
metodami a Sangerovym sekvenovanim, MLPA,
event. NGS

Testovani pouze vysoce penetrantnich genu s
jasnym klinickym ucinkem




Klasické geneticke testovani

Postupne testovani
jednotlivych genu
Pouziti Sangerova
sekvenovani nebo
screeningovych metod
k detekci patologickych

fragmentu a nasledna sekvenace




High resolution melting — vysokorozliSovaci analyza krivek tani) s
vyuzitim pristroje LightScanner (Idaho Tech)
nebo

VysokorozliSovaci kapalinova chromatografie




MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe amplification)

detekuje rozsahlé genomické delece/duplikace zasahujici celé exony genu
Zarazeni do MLPA do rutinniho vySetieni od r. 2005

foeied e MLPA analyza genu, BRCA1

GeneMapper 4.0
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NGS — sekvenovani nové generace

Umoznuje genotypizaci desitek az stovek

genu najednou v jednom sekvena¢nim béhu

a 1dentifikaci patogenni mutace 1 u populacné
vzacnych mutaci u genit, které v soucasné dobé
nejsou v ramci CR rutinné vysetfovany.

B

Na MOU testovany 2 postupy:
 TruSight Cancer Target Genes (Illumina)

» Princip postupu — tagmentace genomické DNA a enrichment/hybridiza¢ni
postup (Sekvenovani na MiSeq (Illumina)

« NimbleGen — Sequence Capture EZ Choice (Roche)

« Princip postupu — fragmentace genomické DNA sonikaci (Covaris) a
enrichment/hybridiza¢ni postup (KAPA Library Preparation Kit > Double
capture protocol). Sekvenovani na MiSeq (Illumina)




NGS metoda

Schopna zachytit mutace v desitkach 1 stovkach genu

Dobfte zachyti bodové mutace, naopak delece nékolika
basi mohou byt hufe diagnostikovatelné

Geny s pseudogeny se Spatné vySettruji, napt. PMS2
Geneticka diagnostika muze byt rychlejsi a muze
zahrnovat vétsi spektrum moznych genetickych pricin
Analyza vysledki je pomérné sloZita a pracna, je nutna
filtrace nevyznamnych polymorfismu a variant (stovky az
tisice) a ovéreni potencialné patogennich variant

Sangerovo sekvenovani musi potvrdit predpokladanou
mutacl

Nezachyti velké delece/ inserce celych exont, je nutné
doplnéni MLPA — mnohdy pro vice riznych gent



Mozné nalezy u panelu

Vysoce penetrantni geny, souvisejici s
onemocnénim v rodiné — konkordantni mutace

Wysoce penetrantni geny bez zjevne souvislosti s
onemocnénim v rodin€ — diskordantni mutace
Geny stredniho rizika, RR 2-5, s ne pftilis jasné
popsanymi riziky dalSich malignich onemocnéni
Sekvencni UV varianty nejasného vyznamu
(IARC kategorie I-1V) — kategorie 1V: likely
pathogenic

Polymorfni (neutralni) varianty




TruSight Cancer Target Genes - 94 genu

AIP ERCC2 (XPD) MEN1 SBDS
ALK ERCC3 (XPB) MET SDHAF2
APC ERCC4 (XPF) MLH1 SDHB
ATM ERCC5 (XPG) MSH2 SDHC
BAP1 EXT1 MSH6 SDHD
BLM EXT2 MUTYH SLX4
BMPR1A EZH2 NBN SMADA4
BRCA1 FANCA NF1 SMARCB1
BRCA2 FANCB NF2 STK11
BRIP1 FANCC NSD1 SUFU
BUB1B FANCD2 PALB2 TMEM127
CDC73 FANCE PHOX2B TP53
CDH1 FANCF PMS1 TSC1
CDK4 FANCG PMS2 TSC2
CDKN1C FANCI PRF1 VHL
CDKN2A FANCL PRKAR1A WRN
CEBPA FANCM PTCH1 WT1
CEP57 FH PTEN XPA
CHEK?2 FLCN RAD51C XPC
CYLD GATA2 RAD51D

DDB2 GPC3 RB1

DICER1 HNF1A RECQL4

DIS3L2 HRAS RET

EGFR KIT RHBDF2

EPCAM MAX RUNX1




CZECANCA

 NGS panel vytvoreny pro spolupraci v CR
(VFN, doc. Kleibl, EZ Choice Roche)

* 219 genu vysokeého, stiedniho a nizkého
rizika pro hereditarni nadorove syndromy

« Jednotny system testovani a analyzy dat

* MozZnost vyuZiti 1 pro vyzkumné ucely



Postup pri1 sekvenovani

Technicka priprava vzorku
¥ Izolace genomové DNA
& Priprava vzorki DNA
- fragmentace DNA, uprava koncq, ligace adaptor( a indexace
© Sequence capture CZECANCA (EzChoice; Roche)
@ Priprava sekvenacni knihovny

v
Sekvenovani
@ MiSeq (lllumina) — (V3; 150-cycle; lllumina)
v
Bioanalytické zpracovani & ---======7
(v zavislosti na konkrétni ,CZECANCA pipeline” — zpracovani
laboratofi) dat pro ucely jednotné databaze
v
Klinické hodnoceni sekvenacnich vystupti

. Y ,CZECANCA databaze” — databaze
Geny skupiny Aa B P L . o
genetickych variant a fenotypu

l Geny skupiny C —p ziskanych z projektu
v

Vyhotoveni klinické zpravy




Nutn¢e homogenni sekvenacni pokryti vSech 219
genu — pocet Cteni jednotlivych nukleotidu
sekvenovanych useki DNA
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BAP1 mutace c.217delG, p.Asp73MetfsX5
IIIIII‘-III II‘I'I | B B

TruSight Cancer Panel

Detail exonu 4 BAP1 genu: mutace
c.217delG /p.Asp73MetfsX5, pokryti
122-1229

Negativni kontrolnivzorek
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Sequence CCAGCAGACCTGGTGGGCAAAGAARCATGTTATTCACAARATATCATCATCAATCACGGACGTATCATCCACCAAGGTAGAGACCTTTCGCCGGGACY
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Kasuistika PMS2 bhialelické mutace

e Chlapec nar. 1999, od 14 let priymy, krvaceni z kone¢niku, zjiStén kvétakovity
tumor, adenoca, bifokalni, v 70 cm od anu, colon descendens. KRAS positivni.
Levostranna hemikolektomie, FOLFOX.

* RA: bez onkol. onemocnéni
» Testovani pomoci NGS (TruSight Cancer gene set, 94 genil)
« Bialelickda mutace PMS2:

1.Missense mutace inaktivujici inicia¢ni kodon, UplIna inaktivace syntézy
proteinu

2.Frameshift mutace, zptisobena deleci jedné base T, zastaveni translace 22

aminokyselin pred koncem, oblast dilezita pro dimerizaci PMS2 proteinu v
MMR.

Dalsi varianty v genech MET, PRKARIA, pravdépodobné nevyznamné.
Syndrom konstitu¢niho deficitu .,.,mismatch* reparacniho systému CMMR-D
Kavove skvrny, malignity- lymfomy, astrocytomy, glioblastomy, a tumory LS
Vyskyt jiz od 2 let véku

Nadory v sourozeneckeé linii




Kasuistika PJS — STK11 delece celé
alely

Pacientka 1980, ve 20 letech dg. ca céka, pravostranna hemikolektomie, bez
polyposy, bez pigmentace rti

RA: bez onkol. onemocnéni u rodic¢u
Testovani 2002 — HNPCC negativni (MLH1, MSH2)

Dalsi onemocnéni: 2014 operovana pro polyposu GI, sneseni 6 velkych polypu
tenkého stieva, viceCetné invaginace, adenomové polypy s dysplazii. Drobné
cockovite polypy, drobna polyposa Zaludku

Testovani NGS (TruSight Cancer Gene set, 94 genii)

Zjistény pouze mutace MUTYH — UV, CHEK2, FANCA, FANCF, ERCC2 aj.
varianty.

Doplnéno MLPA pro PJS, JP, FAP
Velkéa delece celé alely STK11, exon 1-10. Potvrzen Peutz-Jeghersiiv
syndrom

Vysoke riziko ca tenkéeho streva, Zaludku, jicnu, slinivky, nadort prsu,
vajecnikil vejcovodu, dél. hrdla.

Doporucena adekvatni prevence véetné MR prsou, EUS a preventivni
gynekologicka operace do 40 let véku.




Nyn¢jsi testovani na MOU

Postupny prechod od testovani jednotlivych genu
k testovani panelu mnoha genu

Dosud pouzivame komercni panel 94 genu
(Illumina), pfechazime na Czecancu (Roche) s 219
geny

Pomérné naro¢n¢ zmény v metodice prace
laboratore

Nove naroky na hodnoceni vysledku lekarskym
genetikem — mnoho genti neni dosud prili§ znamo,
nejsou jasn€ znama rizika, nejsou guidelines pro
prevenci




Vyuziti geneticke diagnostiky 1 pi1 planovani
rodiCovstvi — preitmplantacni diagnostika




/aver

 Je nutna uzka spoluprace indikujicich 1ékait s
genetikou (dostatek klinickych udaju pro
testovani)

* Spoluprace genetickych center a laboratofi pri

hodnoceni sekvenacnich vysledku, klinickych dat,
pi1 vytvareni doporuceni pro dalSi prevenci

* NGS panelu vybranych gent je pouze dalsi stupen
v postupném prechodu k celoexomovému nebo
celogenomovému sekvenovani u pacientu, které se
zatim spiSe uzivaji ve vyzkumu.



D¢ekuji za pozornost




