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P¥inos funkcnich a RNA analyz pro klasifikaci zarodecnych variant nejasného vyznamu v onkogenetice

Zhoubné solidni nadory (ZN) jsou po kardiovaskuldrnich chorobach druhou nej¢astéjsi pricinou imrti CR.
Vétsina ZN vznikd sporadicky, ale v ~5-10 % se jednd o nadory dédicné (s prokdzanou germinalni patogenni
variantou; gPV). Spektrum postiZzenych gent a ¢etnost gPV se lisi mezi jednotlivymi ZN: u ZN ovaria mize
presahovat 25 % pripadU, u ZN prsu a pankreatu dosahuje ~10 % pripad( a u ZN kolorekta nepfesahuje 4
% pripad(l. Nejcastéji se tak setkdvame s nosici gPV v genech BRCA1, BRCA2, PALB2, CHEK2 a ATM v ramci
syndromu dédi¢ného karcinomu prsu, ovaria, prostaty a pankreatu a v MLH1, MSH2/EPCAM, MSH6 a
PMS2 u osob s Lynchovym syndromem (ZN kolorekta, endometria a ovarii).

Testovani nadorové predispozice obvykle probihd na urovni DNA ziskané zleukocytl periferni krve
s vyuZitim NGS. Vramci genetického testovani jsou gPV na zadkladé pravdépodobnosti patogenity
klasifikované do péti tfid. Klinicky vyznamné jsou varianty patogenni (tfidy 4 a 5), avSsak majoritu nalez
v ramci genetického testovani tvofi varianty nejasného vyznamu (VUS; tfida 3), jejichz biologicky a tudiz i
klinicky vyznam je nejasny. Pfitomnost VUS komplikuje germinalni testovani a jejich reklasifikace je jednou
ze zakladnich otazek klinického vyzkumu v onkogenetice. Mocnym nastrojem jsou analyzy RNA ukazujici
dopad variant na biogenezi mRNA a in vitro analyzy hodnotici funkéni kapacitu variantnich proteina.

Za ucelem objasnit, zda identifikované VUS postihuji sestfih mRNA, jsme do vySetfeni nadorové
predispozice zaradili analyzu RNA. Nejprve cilené pro vybrané VUS pomoci RT-PCR, od roku 2019 s vyuZitim
panelového RNA-NGS, které navic umoZiuje kvantitativni vySetfeni pfitomnych sestfihovych variant
MRNA. Vroce 2023 jsme RNA-NGS analyzy zaradili paralelné k DNA vysetfeni u vSech indikovanych
pacientl (do soucasnosti takto vySetfeno >4000 osob). Vysledky RNA-NGS analyz umoznily klasifikovat
nové gPV v nadorovych predispozi¢nich genech a umoznily presnéjsi stanoveni rizik vzniku dédi¢nych
forem ZN prsu, ovaria, melanomu, nebo lymfoma.

Typické gPV maiji charakter nonsense, sestfihovych nebo posunovych mutaci ¢i rozsahlych strukturnich
prestaveb vedoucich ke ztraté ¢asti/celého proteinu. Méné casto je zndmym inaktivacnim mechanizmem
zaména aminokyseliny (missense varianty), které vsak tvori nejvétsi podil z VUS. V nasi praci jsme se
zaméfili na VUS varianty v genu CHEK2, jehoz gPV jsou u ZN prsu spojeny se stfednim rizikem, avsak
spolec¢né s gPV v BRCA1 a BRCA2 jsou v Evropské populaci nejcastéjsi. Ve spolupraci s MUDr. Maclrkem
z UMG jsme v roce 2019 na unikatnim savéim modelu provedli pilotni funkéni analyzu 26 missense variant
identifikovanych u osob se ZN prsu a ovaria v CR, kterd umoznila funkéné kategorizovat tyto missense
varianty na neutralni, stfredné funkéni a nefunkéni, pficem?z rizika vzniku nddord u nefunkénich missense
variant odpovidala riziklm spojenym se zndmymi gPV v CHEK2. Na podkladé této studie byl zahdjen
mezinarodni projekt v ramci ENIGMA konsorcia zaméreny v prvnim kole na kategorizaci 430 unikatnich
missense variant CHEK2. Nasledna case-control studie identifikovala germinalni varianty u 2452/73048 Zen
se ZN prsu a u 1984/88658 populaéné specifickych kontrol. Pro nosi¢ky identifikovanych nefunkénich
missense variant (~0,5 % vSech Zen s ZN prsu) prokazala jasné zvysSeni rizika vzniku ZN prsu (OR=2,83; 95%ClI
2,35-3,41), odpovidajici riziku nosi¢stvi znamych gPV v tomto genu.

Zatimco u genl BRCA1 a BRCA2 se patogenni missense a sestfihové varianty vyskytuji u méné nez pétiny
nosicek, patogenni sestfihové a missense mutace tvori témér 50 % vsech gPV v genu CHEK2. RNA a funkéni



analyzy tak umoznuji identifikovat rozsahlou skupinu nemocnych, kterym je nasledné mozné nabidnout

adekvatni zdravotni péci umoznujici prevenci vzniku ZN.
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