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Přínos funkčních a RNA analýz pro klasifikaci zárodečných variant nejasného významu v onkogenetice 
 
Zhoubné solidní nádory (ZN) jsou po kardiovaskulárních chorobách druhou nejčastější příčinou úmrtí ČR. 
Většina ZN vzniká sporadicky, ale v ~5-10 % se jedná o nádory dědičné (s prokázanou germinální patogenní 
variantou; gPV). Spektrum postižených genů a četnost gPV se liší mezi jednotlivými ZN: u ZN ovaria může 
přesahovat 25 % případů, u ZN prsu a pankreatu dosahuje ~10 % případů a u ZN kolorekta nepřesahuje 4 
% případů. Nejčastěji se tak setkáváme s nosiči gPV v genech BRCA1, BRCA2, PALB2, CHEK2 a ATM v rámci 
syndromu dědičného karcinomu prsu, ovaria, prostaty a pankreatu a v MLH1, MSH2/EPCAM, MSH6 a 
PMS2 u osob s Lynchovým syndromem (ZN kolorekta, endometria a ovarií). 
Testování nádorové predispozice obvykle probíhá na úrovni DNA získané z leukocytů periferní krve 
s využitím NGS. V rámci genetického testování jsou gPV na základě pravděpodobnosti patogenity 
klasifikované do pěti tříd. Klinicky významné jsou varianty patogenní (třídy 4 a 5), avšak majoritu nálezů 
v rámci genetického testování tvoří varianty nejasného významu (VUS; třída 3), jejichž biologický a tudíž i 
klinický význam je nejasný. Přítomnost VUS komplikuje germinální testování a jejich reklasifikace je jednou 
ze základních otázek klinického výzkumu v onkogenetice. Mocným nástrojem jsou analýzy RNA ukazující 
dopad variant na biogenezi mRNA a in vitro analýzy hodnotící funkční kapacitu variantních proteinů. 
Za účelem objasnit, zda identifikované VUS postihují sestřih mRNA, jsme do vyšetření nádorové 
predispozice zařadili analýzu RNA. Nejprve cíleně pro vybrané VUS pomocí RT-PCR, od roku 2019 s využitím 
panelového RNA-NGS, které navíc umožňuje kvantitativní vyšetření přítomných sestřihových variant 
mRNA. V roce 2023 jsme RNA-NGS analýzy zařadili paralelně k DNA vyšetření u všech indikovaných 
pacientů (do současnosti takto vyšetřeno >4000 osob). Výsledky RNA-NGS analýz umožnily klasifikovat 
nové gPV v nádorových predispozičních genech a umožnily přesnější stanovení rizik vzniku dědičných 
forem ZN prsu, ovaria, melanomu, nebo lymfomů. 
Typické gPV mají charakter nonsense, sestřihových nebo posunových mutací či rozsáhlých strukturních 
přestaveb vedoucích ke ztrátě části/celého proteinu. Méně často je známým inaktivačním mechanizmem 
záměna aminokyseliny (missense varianty), které však tvoří největší podíl z VUS. V naší práci jsme se 
zaměřili na VUS varianty v genu CHEK2, jehož gPV jsou u ZN prsu spojeny se středním rizikem, avšak 
společně s gPV v BRCA1 a BRCA2 jsou v Evropské populaci nejčastější. Ve spolupráci s MUDr. Macůrkem 
z ÚMG jsme v roce 2019 na unikátním savčím modelu provedli pilotní funkční analýzu 26 missense variant 
identifikovaných u osob se ZN prsu a ovaria v ČR, která umožnila funkčně kategorizovat tyto missense 
varianty na neutrální, středně funkční a nefunkční, přičemž rizika vzniku nádorů u nefunkčních missense 
variant odpovídala rizikům spojeným se známými gPV v CHEK2. Na podkladě této studie byl zahájen 
mezinárodní projekt v rámci ENIGMA konsorcia zaměřený v prvním kole na kategorizaci 430 unikátních 
missense variant CHEK2. Následná case-control studie identifikovala germinální varianty u 2452/73048 žen 
se ZN prsu a u 1984/88658 populačně specifických kontrol. Pro nosičky identifikovaných nefunkčních 
missense variant (~0,5 % všech žen s ZN prsu) prokázala jasné zvýšení rizika vzniku ZN prsu (OR=2,83; 95%CI 
2,35-3,41), odpovídající riziku nosičství známých gPV v tomto genu. 
Zatímco u genů BRCA1 a BRCA2 se patogenní missense a sestřihové varianty vyskytují u méně než pětiny 
nosiček, patogenní sestřihové a missense mutace tvoří téměř 50 % všech gPV v genu CHEK2. RNA a funkční 



analýzy tak umožňují identifikovat rozsáhlou skupinu nemocných, kterým je následně možné nabídnout 
adekvátní zdravotní péči umožňující prevenci vzniku ZN. 
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