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VYSLEDKY

Hereditarni nadorové syndromy predstavuji geneticky heterogenni skupinu onemocneni - Patogenni (P) nebo pravdépodobne patogenni (LP) varianty (tridy 4-5) byly nalezeny
se zvySenym rizikem vzniku malignit rGzného typu. Molekularné geneticka analyza u 276 vysetrovanych jedincu (22,8 %), z toho u 22 pacientu (8 %) Slo o CNVs (Graf 1).
pomoci technologie sekvenovani nové generace (NGS) umozfiuje detekci nejen Kauzalni CNV byla tedy detekovana celkem u 1,8 % jedincu indikovanych
jednonukleotidovych variant, malych inserci a deleci (SNVs), ale i identifikaci rozsahlych k molekularné genetickeé analyze (22/1210).

variant (copy number variants, CNVs) v ramci jednotlivych exonu Ci genu. Jejich - Ve srovnani se studii z roku 2023 (1), kde byla prevalence P/LP variant z celkového
identifikace je umoznéna diky pokroCilym bioinformatickym nastrojum a inovativnim souboru pacienttl 21,5 % (464/2163), z éehoz CNVs tvofily 10,8 % vSech pozitivnich
technikam vyuzivajicich NGS, jako je digitalni MLPA nebo NGS design rozsireny

nalezu (50/464), jsou naSe vysledky srovnatelné z hlediska celkového zachytu
0 specifické exon-proximalni proby. i podilu CNVs.

Graf 1. Zastoupeni SNVs a CNVs mezi pozitivhimi nalezy

Cilem této prace bylo stanovit prevalenci kauzalnich CNVs u pacientu indikovanych Graf 2. Spektrum gendl v nichz byly detekovany
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Obr 1. Schématické znazornéni postupu Soubor pacientu
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molekularne genetickeé analyzy . e . e v o
splnujicich indikaCni kritéria ke genetickemu
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Laboratorni postup (Obr.1)
* lzolace DNA z periferni krve (QlAamp Blood L _ ]
Mini Kit, Qiagen) - Témer polovinu detekovanych  CNVs
 Pfiprava NGS knihoven metodou masivné prestavovaly delece v genu BRCAl
paralelnlho Sekvenovanl (MPS) pomOCI target (10 p‘fl’padﬁ)i néSIedované deleceml V genu B BRCA1 MWCHEK2? BFANCA BMLH1 WATR MWEPCAM MEPOLE EFANCE EMSH2
enrichment (SureSelectXT HS, Agilent) CHEK2 (5 pFipadd) (Graf 2)
« Sekvenace na platformach DNBSEQ-G400 (MGI) Prip '
A aIM'SquN%yStem (llumina) -V Tabulce 1 jsou uvedeny jednotlivé zachyty CNVs tfidy 4-5 ve vySetfovaném souboru.
_ nalyza L vs - o Nejcastéjsi detekovanou CNV u genu BRCA1 byla rekurentni delece zahrnujici exony
q eoreomeiny © DO 06/2024  provadéna  digitalni  MLPA 514 CHEK? del 9 9-10. Detekova ovla také 1 duolik
(MRC Holland) -14, v genu elece exonu 9-10. Detekovana byla také 1 duplikace v genu
| ) | ~« Od 06/2024 vyuzivan NGS design rozsireny MSH2.
Plna krev lzolace DNA Pfiprava NGS knihovny Sekvenace a vyhodnoceni = i - i
0 exon-proximalni proby Tab 1. Detekované CNVs tfidy 4-5 (Pfiklady Obr. 2, 3 a 4).
H * H %% H * H %k
- Sekundarni a terciarni analyza: Do 06/2024 Coffalyser digitaMLPA (MRC Holland), od 06/2024 Varsome D _Jypkarcinomu Gen __CHV___Exons _Velikost (xb) 2o _ID__Typ karcinomu_ Gen __CNV__Exons __Velikost (kb)
Clinical (Saphetor) 1 Ca prsu BRCA1 del 5-14 32,0 12 Ca stfeva MSH2 dup 3-6 6,4
Reference Human Genom GRCh38.p14/hg38, varianty jsou hodnoceny dle klasifikace variant ACMG/AMP (American College 2 SZENLEI BRCAL gt >-14 32,0 13 Ca prsu EPCAM del 1 41
of Medical Genetics and Genomics/Association for Molecular Pathology) 3 Ca prsu BRCAL  del >-14 32,0 14 Caprsu BRCA1  del 17-18 7,0
4 Ca prsu FANCA del 1-7 11,4 15 Ca prsu POLE del 1-16 16,1
5 Ca prsu CHEK2 del 8 1,6 16 Ca streva FANCE del 2-9 7,3
6 Ca ovaria BRCA1 del 18-22 14,9 17 Ca prsu BRCA1 del 5-14 30,4
B ] o 7 RA BRCA1  del 5-14 30,4 18 RA BRCA1  del 5-14 30,4
Obr 2. Priklad vystupu z digitalni MLPY 8 Camiznichuzlin BRCAL  del  upl-2 2,5 19 RA BRCAL  del  5-14 30,1
ID 7 — BRCA1 del ex 5-14, het 9 Ca prsu CHEK2  del 8 1,6 20 Ca prsu CHEK2  del 9-10 4,4
BRCA1 4 053  Toolow Decreased2StdDev Fase 10 Ca streva MLH1 del 6 0,2 21 Ca stit. Zlazy CHEK?2 del 9-10 4,4
Inter ratios (by recommended order) — =8 = 11 RA ATR del 1-47 (elygen)  130,0 22 Ca prsu CHEK2  del 9-10 4,4
:x: :: E:: m Decreased2sSidDey ::: * RA - Zhoubny novotvar v rodinné anamnéze **Velikost ddna custom designem
) man 0 ov e eseson o= o SoubéZnym nalezem jak patogenni jednonukleotidové varianty, tak patogenni CNV, byla
g A ¥ AR = detekce delece exonl 9-10 v genu CHEK2 spolec¢né s patogenni missense variantou
£ — T K c.1103G>A (p.Gly368Asp) v genu MUTYH u dvou nepfibuznych pacientu s odliSnou
S mca | 0 o [ E— . indikaci a diagnozou (ID 20 a 21).
wor @ s e s oo Od 06/2024 je vyuZivany NGS design rozSifeny o exon-proximalni préby, které
« MUTYH - BARDI - BAP1 - PMS2 COKN2A PTEN COK4  « BRCA2 PALB2 « TPS3  BRCA1 - BRIP1  « STKI BRI —ym — Y, p p . , . ’
CNSHZ - ML - APC - NBN C BMPRIA - ATH - POIE - SCGS  CDHI - RADSID .« RADSIC - SWAD4 - CHERQ gy = zpresnuji analyzu CNVs v ramci samotného procesu MPS bez nutnosti provedeni
MLPA/digitalni MLPA. Tento pfistup muze napfiklad také pomoci fesit situace, kdy neni
dostupny konkrétni MLPA probemix pro vybrany gen ¢&i skupinu genu.
Obr 3. Priklad vystupu analyzy CNV, Varsome Clinical Obr 4. Priklad vystupu analyzy CNV, Varsome Clinical
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ZAVER

Kauzalni CNVs predstavovaly 8 % z celkového poctu pozitivhich zachytu ve vySetfovaném souboru pacientu. Jejich detekce je nedilnou soucasti molekularné genetického vysetreni pacientu
s hereditarnimi nadorovymi syndromy a vyznamné prispiva k zachytu kauzalnich variant a objasnéni etiopatogeneze onemocnéni. Systém exon-proximalnich préb pro analyzu CNVs,
zaCleneny do panelového designu, zvysSuje efektivitu vySetreni v rutinni genetické diagnostice.
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