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Co nam reknou geny')

V soucasné dobé jsme svédky prudkého rozvoje perso-
nalizace zdravotni péce. NarUstajici mnoZstvi dat o pacien-
tovi a jeho onemocnéni klade vyznamné naroky na sprav-
nou analyzu téchto dat a implementaci vysledkd této
analyzy do rozhodovani v klinické praxi. Za Gcelem zlepseni
porozuméni moznostem personalizované mediciny (tj. lé-
Cebného postupu na zakladé detailni znalosti pacienta
a jeho onemocnéni) a jejiho optimalniho vyuziti byl proto
iniciovan projekt Discover Personalized Healthcare. Prvni
¢ast nazvand Co nam feknou geny? ze seridlu vénujiciho se
diagnostice a prediktivnimu testovani probéhla virtualné
dne 25. Unora 2021. V rdmci webinare vystoupili prof. RNDr.
Ondfej Slaby, Ph.D. (Ustav patologie LF MU a FN, Brno),
prof. MUDr. Ale$ Ryska, Ph.D. (Fingerlanddv Ustav patologie
LF UK a FN, Hradec Krélové), RNDr. lvana Struzinska, Ph.D.
(Ustav patologie 1. LF UK a VFN, Praha) a MUDr. Pavel
Fabian, Ph.D. (MOU, Brno). Jednotlivé prednasky pfiblizily
posluchac¢lim nazornou a edukativni formou problematiku
genomovych alteraci a moznosti jejich detekce, které nabi-
zi molekuldrni patologie. Autofi zvolili netradi¢ni format,
kdy prezentace vytvorené odborniky byly audiovizuainé
zpracovany a namluveny profesionalnim mluvcim.

Co to jsou genomové varianty
) i ai

Prvni prezentace, jejimz autorem byl prof. Slaby, se za-
byvala genomovymi variantami a jejich klasifikaci. Haploid-
ni lidsky genom obsahuje 3,2 miliardy pard bazi, lidsky
exom (soubor exond, tj. ¢asti gent kodujicich proteiny) pak
¢itd 30-40 miliond pdrd bazi (tj. méné nez 2 % lidského
genomu). Vyskytuje-li se varianta v kodujici ¢asti DNA,
muUZe se projevit také v sekvenci aminokyselin pfislusného
proteinu a ovlivnit jeho funkci.

Genomové varianty Ize délit z rlznych hledisek do riiz-
nych kategorii. Jednim ze zakladnich délenf je klasifikace
na zarodecné (germline) a somatické varianty. Zarodecné
varianty jsou vrozené, vyskytuji se ve viech burikach a jsou
dédi¢né (mohou zplsobovat hereditarni nddorové syndro-
my), naproti tomu somatické varianty jsou ziskané, vysky-
tuji se pouze v naddorovych burkach (reflektuji biologii na-
doru, a jsou proto potencidlné terapeuticky vyuZitelné)
a nejsou dédi¢né. Zarodecné varianty se vzdy vyskytujf
i v DNA nadorové. Diagnostickym zdmérem pfi vySetfovani
zarodecnych variant je stanoveni rizika nddorového one-
mocnéni. Zarodecné varianty se klasifikuji dle IARC (Inter-
national Agency for Research on Cancer) z hlediska pato-
genity do 5 tfid na patogenni (tfida 5), pravdépodobné
patogenni (tfida 4), varianty nejasného vyznamu (tfida 3),
pravdépodobné benigni (tfida 2) a benignf (tfida 1)." Pato-

genni varianty jsou obvykle inaktiva¢ni (postihuji tumor-
-supresorové geny) a jsou vysoce penetrantni. Somatické
varianty vznikaji v burikach v pribéhu celého Zivota, a po-
kud se jich nahromadi dostate¢né mnoZzstvi, mohou vést
k maligni transformaci a vzniku nadoru. Vysetfuji se se
zcela jinym diagnostickym zamérem neZ varianty zdrodec-
né, a to predevsim za ucelem nalezeni individualizované
|écebné strategie — tedy pro Ucely precizni onkologie.
Somatické varianty Ize délit podle jejich vyznamu v karci-
nogenezi na fidici (driver) a doprovodné (passenger).
Ridici varianty jsou kauzéaln& zapojeny do patogeneze na-
doru, naproti tomu doprovodné varianty nejsou kauzalné
zapojeny do patogeneze nadoru a vznikaji nahodné v di-
sledku genomové nestability naddorové bunky. V nadoro-
vém genomu byva az 10 000 doprovodnych variant a 5-10
fidicich variant, z nichZz pouze 1-2 jsou klinicky relevantni
(,actionable”).? Je tfeba mit na paméti, Ze nadorovy ge-
nom je extrémné dynamicky a velmi nestabilni, vysledek
vySetfeni nadorového genomu tedy vypovidad pouze o na-
doru v daném case. Pro Ucely genomovych analyz je vzdy
Zadouci provadét opakované biopsie (moznost vzniku dal-
sich variant zpasobuijicich diverzitu nadorovych bunék).
Genomové varianty Ize dale tfidit dle charakteru zmé-
ny DNA na jednonukleotidové zdmény, inzerce a delece,
variabilitu v poctu kopifi a genomové prestavby. Nejcastéjsi-
mi variantami jsou jednonukleotidové zdmény, pfi nichz
dochazi k vyméné jedné baze v sekvenci DNA za jinou
(klinicky vyznamnymi pfiklady jsou mutace EGFR T790M
vedouci k rezistenci vaci inhibitorim EGFR u nemalobuné¢-
ného karcinomu plic [NSCLC] ¢i mutace BRAF V60OE navo-
zujici citlivost vaci inhibitorm BRAF u maligniho melano-
mu). MUZe se pfitom jednat o synonymni (tichou, silent)
variantu (sekvence aminokyselin se neméni), variantu méni-
ci smysl (missense — méni se sekvence aminokyselin, coz
muze ovlivnit funkci kédovaného proteinu) ¢i nesmysinou
(nonsense) variantu, kterd vede ke vzniku stop kodonu
a pred¢asnému ukonceni syntézy proteinu (vznika defektni
protein, ktery je obvykle ihned degradovan). Kratké inzer-
ce a delece zahrnuji zmény o rozsahu 1-40 bazi (klinicky
vyznamnym pfikladem je delece EGFR v exonu 19, ktera je
prediktivnim biomarkerem |é¢ebné odpovédi na inhibitory
EGFR u NSCLC). Variabilita v po¢tu kopii gend (CNV —
copy number variation) je varianta zalozena na amplifikaci
nebo deleci jednotlivého genu nebo chromozomalni oblas-
ti (typickym prikladem je amplifikace HER2 spojena s citli-
vosti na Ié¢bu trastuzumabem u karcinomu prsu). Pfi geno-
movych prestavbach dochdzi ke zlomdm chromozomd,
které vedou ke kolokalizaci dvou gent (nebo jejich ¢asti),
jeZ normalné nelezi vedle sebe, a vzniku flznich gent. To
ma nasledné dopad na expresi ¢ funkci téchto gent (klinic-
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obrazek 1 Klasifikace genomovych variant dle stupné klinického vyznamu podle americké Asociace
pro molekuldrni patologii (Podle 3)

Stupe I: Varianty
se silnym klinickym
vyznamem
(terapeuticky, prognosticky
¢i diagnosticky vyznam)

Stuper II: Varianty
s potencialnim
klinickym vyznamem
(terapeuticky, prognosticky
¢i diagnosticky vyznam)

Uroveri diikazu A
Existuje |écha spojena
s danou variantou schvalena FDA

Uroveii ditkazu C
Existuje lécha spojend
s danou variantou u jiného

Stuper IlI: Varianty
s nejasnym klinickym
vyznamem

Nesplfiuje podminky A, B, C, D
Varianta se nevyskytuje

Stuper IV: Benigni
nebo pravdépodobné
benigni varianty

Nespliiuje podminky A, B, C, D
Varianta se vyskytuje

typu nadoru schvalena FDA

Urover dikazu B

Publikovany studie mensiho rozsahu

PouZiti varianty pro indikaci

Uroveii ditkazu D
Publikovany vysledky
preklinického vyzkumu,
piipadné kazuisticka sdéleni

|écby u dané diagnézy
podpoieno klinickymi studiemi

v populaci s vysokou
frekvenci, existuji ovsem
solidni diikazy
0 jeji asociaci s nadorovym
onemocnénim

v populaci s vysokou frekvenci,
neexistuji solidni dikazy
0 jeji asociaci
s nadorovym onemocnénim

ky vyznamnymi pfiklady jsou fuze EML4-ALK navozuijici citli-
vost k inhibitoru ALK u NSCLC ¢i fize NTRK1-3, ktera predi-
kuje citlivost vici inhibitordm NTRK nehledé na typ nadoru).
Somatické genomové varianty lze rovnéz klasifikovat
dle stupné klinického vyznamu. Nejrozsitengjsi je systém
zavedeny americkou Asociaci pro molekuldrni patologii
(AMP), ktery zavadi Ctyfi stupné: stupeni 1 predstavuji va-
rianty se silnym klinickym vyznamem (rover ddkazu A a B),
stupert 2 varianty s potencidlnim klinickym vyznamem,
stuperl 3 varianty s nejasnym klinickym vyznamem a stu-
pent 4 varianty benigni ¢i pravdépodobné benigni (obra-
zek 1).3Takto je napfiklad pfitomnost varianty BRAF V600E
u maligniho melanomu (kde je v souvislosti s touto variantou
schvalené pouziti inhibitoru BRAF) fazena do kategorie 1A
(stuperi 1, uroveri dikazu A), zatimco u low-grade gliomu
do kategorie IIC. Jak je patrné, stejnd varianta u rdznych
diagnéz maze mit razny stupen klinické vyznamnosti. Pravé
klasifikace genomovych variant dle stupné klinického vy-
znamu je podkladem pro tvorbu individualnich terapeutic-
kych plant a je jednim ze zakladd konceptu precizni onko-
logie. Diky pfitomnosti genomovych variant je kazdy nador
unikatni — zmapovani a pochopeni této unikatnosti je za-
kladnim predpokladem moderni protinddorové 1écby.

Jak mUzeme detekovat
liktivni | 5

Prezentace prof. Rysky se vénovala zplsobim testovani
prediktivnich marker. Soucasna diagnostika nddorovych
onemocnéni Casto jiz nevystaci s pouhym morfologickym
vySetienim, stale Castéji tak jsou vyuzivany dalSi metody,
predevsim imunohistochemické a molekuldrné genetické.
Ty slouZi rovnéz k detekci prediktivnich marker(, které na-
pomdahaji k vybéru pacientd, u nichz je vhodna specificka
cilena lécba.

Prediktivni markery Ize detekovat na tfech rlznych
Urovnich: na urovni DNA (bodové mutace, amplifikace
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gend ¢ genové prestavby), na urovni RNA (pfestavby ve-
douci ke vzniku fuznich gent) a na Grovni proteind (zvyse-
nd ¢ abnormalni exprese rlznych bilkovin). Co se tyka
vysetfovacich metod, na urovni DNA se pouzivd fluo-
rescencni ¢i chromogenni in situ hybridizace (FISH/CISH),
metody polymerazové fetézové reakce (PCR) a sekvenova-
ni. PFi FISH/CISH jsou jednotlivé geny detekovany pfimo
v mikroskopickém prepardtu; tato metoda je vhodna
k prakazu amplifikaci gent ¢i chromozomalnich prestaveb.
Extrahovana DNA mUZe byt vySetfena pomoci PCR (vhodna
pro detekci znamych mutaci) ¢i sekvenovani, at jiz klasické-
ho (Sangerova), ¢i sekvenovani nové generace (NGS) — tyto
metody jsou vhodné pro detekci nejriiznéjSich mutadi,
znamych i neznamych. Na udrovni RNA Ize provadét RT-PCR,
kdy se po zpétném prepisu RNA na DNA (tzv. cDNA) po-
uZije opét PCR ¢i sekvenovani. Tato metoda je idedIni pro
detekci fuznich genl. Na Urovni proteinU pak je etablo-
vanou metodou imunohistochemie (IHC), kterd je schopna
identifikovat expresi rtznych bilkovin pfimo ve tkani i
v burikach. Zatimco u metod, u nichz se extrahuje DNA i
RNA, Ize vyuzit vzorky histologické i cytologické, u ISH
a IHC jsou vyrazné preferovany (resp. vyhradné pouzitelné)
histologické vzorky. Spolehlivost vysledkl jakéhokoliv pre-
diktivniho vysetfeni se pfitom vzdy odviji od kvality vzorku.
Limitace vzorku jsou jednak ovlivnitelné, dané zachazenim
s tkanf (termické poskozeni, autolyza), a jednak inherentni,
dané jeho velikosti a absolutni/relativni bunécnosti.

Kazda z vyse uvedenych vysetfovacich metod md své
vwyhody i nevyhody. Co se tykd imunohistochemie, jeji
velkou vyhodou je, kromé nizkych ndkladd, pfima vizudlni
kontrola (hodnoti se exprese proteini pouze tam, kde je
skutecné ocekdvana, coz je dllezité zejména u markerd
s heterogenni expresi). Nevyhody IHC spocivaji ve vyrazném
vlivu preanalytické faze (v disledku poskozeni vzorku pred
samotnym testovanim lIze dojit k falesné negativnimu,
vzacnéji falesné pozitivnimu vysledku) a vlivu subjektivniho
faktoru. Presto je IHC velmi spolehlivou a zauzivanou me-
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todou — tradi¢ni je jeji vyuziti pfi prikazu exprese HER2
u karcinomu prsu. VyuZiti metod in situ hybridizace je
nejvhodnéjsi zejména v pfipadech, kde dochazi ke zlomdm
chromozomU na rGznych mistech a kde se na vzniku fuz-
nich gent podileji rlzné partnerské geny (napriklad pfi
detekci prestavby EML4-ALK). Je tfeba si uvédomit, Ze ex-
prese proteint pfimo souvisi s genetickymi zménami, tj.
napfiiklad amplifikace genu s pfitomnosti jeho nadpocet-
nych kopii vede k nadmérné expresi kddovaného proteinu
— nadory se silnou expresi HER2 tedy vykazuji i vyraznou
amplifikaci genu HER2 (obrazek 2). K identifikaci pacientd,
u nichZ je vhodna anti-HER2 |é¢ba, Ize proto vyuzit metodu
ISH i IHC, z pragmatickych ddvodl se vsak jako prvni po-
uzivd imunohistochemie (u nadord silné IHC pozitivnich,
3+, je tato informace pro dalsi postup dostacujici a ISH se
dale neprovadi). Metoda FISH se tak s vyhodou pouziva
také v pripadech, kdy je tfeba objektivizovat ¢i blize upres-
nit vysledek IHC (napt. je-li vysledek IHC 2+). U nékterych
markerd (jiz zminény HER2 u karcinomu prsu nebo ALK
u NSCLC) se provadi pouze IHC, nebot konkordance mezi
IHC a ISH je velmi vysoka, a ovétuji se proto jen pripady, kdy
jsou vysledky IHC slabé, sporné ¢i nejisté. Naproti tomu pfi
detekci ROS1T u NSCLC je konkordance mezi obéma meto-
dami vyrazné nizsi, jako prvni se tak provadi imunohisto-
chemie a pozitivni vysledek IHC je nésledné konfirmovan
pomoci FISH.

Dalsi metodou je vySetfovani genomickych alteraci
v extrahované DNA (¢i RNA). MoZnosti je sekvencni testo-
vani (hledani mutaci v jednom genu po druhém), které
muZe byt rychlé a levné — pokud je vysledek pozitivni, tes-
tovani se zastavi, nebot Ize nasadit pfislusnou lé¢bu. Pokud
je vsak vysledek negativni, pokracuje testovani dalSich
gend. Délka testovani se tim m(ze neumérné prodluzovat,
naklady vzrastaji a u velikostné limitovanych vzork( (napf.
karcinom plic) hrozi rovnéz nedostatek tkané. Proto se
v soucasné dobé vice uplatriuje sekvenovani nové gene-
race prostfednictvim panell, ve kterych se testuje mnoho
relevantnich gend v jednom béhu. Trvani tohoto vy3etreni
i jeho cena jsou stejné bez ohledu na pocet markert a vy-
Setfeni umoziiuje nalézt i vzacné mutace (na které by se pfi
sekvencnim testovani pravdépodobné vibec nedostalo);
u nékterych markert navic nema alternativu (BRCA1/2).
Jako relativni nevyhodu NGS Ize vnimat vy33i cenu, jde viak
opravdu o nevyhodu relativni, nebot pfi ,rozpocitani” na
jeden marker vychazi toto vysetfeni levnéji nez sekvencni
testovani. Sekvenovani nové generace rovnéz klade vysoké
ndroky na interpretaci ziskanych dat a nelze jej pouZit
u vsech markerl — neni vhodné napfiklad pro testovani
PD-L1 (exprese proteinu PD-L1, ktery Ize detekovat jediné
imunohistochemicky, neni podminéna mutaci genu, nybrz se
jednd o reaktivni expresi nddorovymi ¢i imunitnimi burikami).
Nicméné, NGS je budoucnosti genetického testovani.

(hodnoceno jako 3+) a vyrazna amplifikace genu HER2 (Podle 4)

| obrazek 2 Vysledek imunohistochemie (A, C) a FISH (B, D) — je patrnd silnda membranova exprese HER2
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Specifickou metodou je vysetfeni tekuté biopsie, tedy
cirkulujicich fragmentt DNA uvolnénych z nadorovych bu-
nék do krve (ctDNA). Toto vysetfeni md stale limitované
vyuZziti a v soucasné dobé se vyuziva témér vyhradné k pra-
kazu mutaci EGFR u NSCLC. Vyhodou tohoto pfistupu je
absence nutnosti intervence (biopsie, cytologie), vysoka
specificita a hromadny ,sampling” (vy3etfeni uvolnéné
ctDNA z vice nddorovych lozisek najednou). PfestoZze mnoz-
stvi ctDNA koreluje s mnozstvim nadorové masy, nenf
ctDNA uvolfiovéna u vsech pacientl, a i pfi pokrocilém
stadiu onemocnéni maze byt v krvi jen malo ctDNA. Vyset-
feni tekuté biopsie také neni schopno rozlisit nddorovou
a nenadorovou DNA, ma omezenou senzitivitu (riziko falesné
negativnich vysledk() a hare se pfi ném detekuji zmény na
drovni RNA.> Tekuta biopsie proto v Zadném pfipadé nena-
hrazuje vysetfeni prediktivnich markerd z naddorové tkané,
v urcitych situacich vSak mdze byt vhodnym doplrikem.

Pro spravné vyhodnoceni ziskanych dat (v¢etné dat zis-
kanych pomoci NGS) je naprosto zasadni multidisciplinarni
spoluprace v rdmci tzv. molecular tumour boards.

Sekvenovani nové generace

v klinické praxi

Prezentace dr. Struzinské pfiblizila Ucastnikdm webina-
fe metodu NGS. Metoda sekvenovani byla zavedena jiz
v roce 1977. Od té doby prosla technologie sekvenovani
dramatickym vyvojem, v rdmci kterého se vyrazné prodlu-
Zovaly Useky DNA, jez bylo mozné najednou vysetrit
(od jednotek a desitek az po miliardu bazi), zvysSovala se
rychlost i spolehlivost tohoto vySetfeni a zarover se snizo-
vala jeho cena. Rozvoj metod molekularni biologie byl
provazen rovnéz rozvojem personalizované mediciny vcet-
né cilené terapie.

Sekvenovani nové generace (next generation sequen-
cing/second generation sequencing), nebo také masivné
paralelni sekvenovani (high throughput sequencing), je
hromadné oznaceni metod, které umoznuji analyzu vice
DNA/RNA cild najednou, za vyuZiti rdznych strategii ampli-
fikace templatu a rtznych sekvenacnich pfistupl (nejrozsi-
pomoci fluorescencné znacenych nukleotidt). Ve svété se
NGS rutinné pouzivd od roku 2007 (sekvenovani DNA),
resp. 2009 (sekvenovani RNA), v laboratofich molekularni
patologie v CR se tato vysetfeni rutinné provadi od roku
2015, resp. 2019. Zjednodusené Ize NGS rozdélit na sekve-
novani DNA a RNA. Sekvenovani DNA je mozné dale délit
na sekvenovani celogenomové, exomové (sekvenovany
jsou pouze koddujici oblasti gent) a panelové (sekvenovany
jsou kédujici oblasti vybranych gent). S ohledem na sekve-
novani RNA se rozliSuje sekvenovani transkriptomt (tj.
veskeré mRNA) a panelové sekvenovani (vybrané mRNA
vcetné fuznich transkriptd), mimoto existuji i dalsi, zatim
spise experimentdlni metody (napf. sekvenovani miRNA).

Jak probihd NGS v prediktivni diagnostice? V bézné
praxi se vysetfuji panely, které obsahuji stovky vybranych
genu pro razné diagndzy — panelové sekvenovani je tc.
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jedinym pouzitelnym nastrojem pro rutinni prediktivni
a diagnostické testovani z hlediska ceny, rychlosti i komple-
xity informace. Analyza jednoho vzorku (sekvenovani DNA
¢i RNA) trva nejméné 5-7 dni, pficemz cely proces Ize roz-
délit do péti krokl. V prvnim kroku se shromazdi vzorky
a izoluje se DNA/RNA, ve druhém kroku se pfipravi DNA/
RNA sekvenacni knihovny. K ,,nabohaceni” cilovych oblasti
paralelniho sekvenovani pfi pfipravé sekvenacnich kniho-
ven se pfitom vyuZivaji dva hlavni pfistupy — vychytavani
cilové sekvence pomoci hybridiza¢nich sond (tzv. capture
NGS) a amplifikace cilovych sekvenci pomoci multiplexni
PCR (amplikonové NGS). Pouziti tzv. capture NGS je vy-
hodnéjsi u vétsich panelt a FFPE (formalin-fixed paraffin-
-embedded) vzorkd, vyZaduje v3ak delsi laboratorni pfipra-
vu. Naproti tomu amplikonové NGS Ize pouzit jen u mensich
paneld, je vak levnéjsi a vyzaduje kratsi laboratornf pfipra-
vu. Pri pouziti amplikonového NGS u FFPE vzorku je riziko
falesné pozitivnich ndlezl. Pfiprava rlznych DNA/RNA
knihoven probihd zvlast a na jeden sekvenacni béh Ize
poolovat rlizné typy pfipravenych DNA/RNA knihoven az
do naplnéni sekvenacni kapacity. Treti krok zahrnuje samot-
né sekvenovani syntézou pomoci fluorescen¢né znacenych
nukleotid v NGS sekvendtoru, ve ¢tvrtém kroku nasleduje
biostatistickd analyza dat. V poslednim, patém kroku se
provadi hodnoceni filtrovanych variant, jejich interpretace
a verifikace patogenity. Podkladem hodnoceni variant je
report, ktery je vysledkem biostatistické analyzy. Kazdy ra-
dek reportu odpovida jedné detekované varianté a obsahu-
je informaci o mutaci a jeji frekvenci, kvalité ¢teni, zda je
mutace zndmou patogenni variantou aj. Filtrovanim dle
urcitych charakteristik pak Ize oznacit patogenni varianty,
varianty nejasného vyznamu a benigni varianty; zbytek de-
tekovanych variant je odfiltrovan jako nevyznamny. Pri-
mérné jsou v kvalitnim vzorku na jednu megabazovou
knihovnu detekovany desitky aZ stovky variant, pocet
ovsem zavisi i na typu nadoru. Pomoci NGS Ize detekovat
mutace, které se ve vzorku nachdzi s frekvenci alespori
5 %, zalezi v3ak i na pokryti (tj. poctu Cteni dané oblasti).
Kvalita sekvenacnich dat Uzce souvisi s kvalitou vzorku.
Zasadni je preanalytickd faze a ziskani kvalitné fixovaného
vzorku, ktery bude vhodny pro molekuldrni analyzu ¢i jiné
prezkoumani i za nékolik let. DUlezZity je reprezentativni
odbér (dostate¢né mnoZzstvi vzorku), dodrzeni podminek
fixace (typ fixativa a doba fixovani) a poskytnuti kompletni
doprovodné dokumentace vetné klinickych Gdaji. Materidl
pro testovani pomoci NGS muZe pochdzet z rdznych zdroju
(chirurgicky resekat, biopsie, cytologicky preparat aj.), ob-
vykle se v3ak jednd o fixované vzorky. Pozadavky
na mnozstvi a kvalitu tkané pro vySetfeni somatického
genomu pomoci NGS jsou zavislé na typu testu a méni se
s vyvojem technologii. Nicméné obecné je pro tento typ
analyzy pozadovano alesporn 5 000 bunék s > 20 % nado-
rové populace; pro stanoveni nadorové mutacni ndloze
(TMB) je pak zapotrebi > 40 % nadorovych bunék ve vzor-
ku (¢im vice, tim lépe). V tomto je stézejni tloha patologa,
ktery je schopen odlisit nadorové burky od nenddorového
pozadi (nenadorovou frakci DNA mohou pfi prehlédnuti
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necvicenym okem nechténé navysovat predevsim infiltrujici
lymfocyty). IdedIni vstup do NGS knihovny je pak 100 ng
DNA nebo 40 ng RNA.

Vyhodou NGS oproti sekven¢nimu testovani je, Ze po-
skytuje velké mnozstvi informaci za relativné kratky cas
a pfi limitované spotrebé biologického materidlu. Tato me-
toda je dostatecné citlivd pro detekci somatickych variant,
pomoci NGS viak nelze odlisit germindlni a somatické
mutace. Ma i své dal3f limitace — nékteré vzorky nejsou pro
testovani vhodné (nizky podil nadorovych bunék, nekvalitni
DNA/RNA) a existuji varianty, které pomoci panelového
NGS nelze detekovat (balancované translokace, varianty
hluboko v intronovych a regula¢nich sekvencich ¢&i rozsahlé
genové prestavby > 40 bp; limitovéno je také hodnoceni
CNV). Casova naro¢nost metody je déna predevsim strojo-
vym sekvenacnim casem, c¢asem pro vypocetni analyzu
a interpretaci detekovanych variant.

Jak cist data ziskana pfi analyze

genomovych alteraci

Posledni prezentace, jejimZ autorem byl prim. Fabian,
byla zamérena na zpUsob cteni dat ziskanych pomoci NGS.
Principy, jakymi se ziskavaji Udaje o poradi nukleotidd
v DNA, jsou rlizné. Primarnim zdrojem dat v sekvenatoru
muze byt kamera, kterd postupné snima ménici se fluo-
rescencni signdly v ur¢itém bodu sklenéné desticky — fluo-
rescencni signal (resp. jeho barva) odpovidé vzdy jednomu
z nukleotidd tvoricich DNA. Ménici se poradi barevnych
signalt je dokumentovano uloZenymi obrazy a soucasné

zapisovéno v datovém formatu, ktery je specificky dle vy-
robce sekvendtoru. Objem téchto dat se pohybuje v jed-
notkdch Gb na jeden béh sekvenace. Aby bylo mozné
s témito daty déle pracovat, jsou prevedena do formatu
FASTQ, ktery obsahuje pofadi nukleotidd v pismenech
CGAT (kazdy vzorek ma dva soubory FASTQ, nebot DNA se
sekvenuje obousmérné). S timto formatem jiz muze praco-
vat jakykoliv dalsi software. FASTQ je standardizovany
forméat datového vystupu ze sekvendtoru, ktery popisuje
mnohocetné kratké useky (nékolika ,slov” ¢i ,vét”) gene-
tického kodu, o nichZ viak pfesné nevime, do jaké sekve-
nované ¢asti genomu patfi. Proto se tyto vytrzené kratké
Useky pomoci softwaru pfirovnévaji k predloze — referenc-
nimu genomu (jednéd se o mezinarodni konsensudlni sek-
venci ,modelového pfislusnika homo sapiens”). Podle této
predlohy zafadi software jednotlivé Useky (,slova” i
. Véty"”) genetického kédu za sebe, a to i v pfipadé, Ze jsou
néktera mista Spatné prectena nebo nejsou prectena vibec
(obrazek 3).

Dalezitym parametrem je pocet opakovanych cteni
(,readd”) jednoho Useku DNA — NGS mUzZe generovat na-
hodné chyby, jedno cteni by tedy znamenalo vysokou
pravdépodobnost chybného vysledku. V nadorovych buri-
kach, vzhledem k jejich genetické nestabilité, také casto
vznikaji ndhodné chyby, mimoto pfi sekvenovani nador( je
v sekvendtoru smés Usekd DNA ze zdravych bunék a po-
tencidlné mutované DNA z nadorovych bunék. Je tedy za-
potrebi, aby byla DNA ¢tena mnohokrat (minimalné 100x,
optimalné 300x) tak, aby byla jistota, Ze budou eliminovany
nahodné chyby a zarover budou rozpozndny opakujici se
nendhodné chyby, tj. hledané mutace. S dosazitelnym po-

I obrazek 3 Razeni jednotlivych sekvenovanych tGsekd DNA podle referenéniho genomu

Sekvence kratkych prectenych useku se sefadi podle predlohy (jako puzzle podle obrazku)

- sekvence tzv. referen¢niho genomu

O — )
— — O —
—_—  — [
_ I
s — e
L w— - m—
= — ] | === e I
e e —
== — cm ——
= = = C —
ATGTTCCGATTAGGAAACC TTT ATT GTAAAAGGAGGAAA

www.farmakoterapie.cz



Ctem Cteni opét souvisi kvalita vstupni DNA, kterd je ovliv-
néna zejména preanalytickou fazi (viz vyse).

Pokud se mezi pre¢tenymi sekvencemi opakované vy-
skytuje stejnd zména, jednd se pravdépodobné o biologic-
ky jev. Cim castéji se pfitom zména vyskytuje (procento
vyskytu konkrétni genomické zmény udava tzv. alelicka
frekvence), tim je ndhoda méné pravdépodobnd a tim
spise jde o skute¢nou mutaci. Pfi hodnoceni vysledkd sek-
venace molekuldrni biolog v softwaru nastavuje takovou
hranici alelické frekvence, pod kterou se ur¢itd zména
v sekvenci povazuje za nepravdivy (nahodny, falesny) vysle-
dek — v béZnych podminkach je tato hranice stanovena
na 5 %. Tato hranice je rovnéZ velmi zavisla na kvalité
a mnozstvi vstupni DNA a na poméru nadorovych a nena-
dorovych bunék v analyzované tkani. Zastoupeni nadoro-
vych bunék by proto ve vySetfovaném vzorku nemélo kles-
nout pod 20 %, v opacném pfipadeé jiz nelze odlisit mutaci
od metodické chyby nebo Sumu pozadi. Pokud se urcita
zména vyskytuje v nizké alelické frekvenci, maze se jednat
o metodickou chybu nebo jde o skute¢nou mutaci, ktera je
viak pfitomna jen v minoritnim klonu v nadoru (subklonal-
ni mutace). Poté, co je v sekvenci DNA jednoznacné identi-
fikovana specificka varianta, je tfeba zjistit, zda je tato kli-
nicky vyznamna (pfispiva ke vzniku nebo progresi
naddorového rastu), ¢i nikoliv. K tomuto urcovani jsou vyu-
Zivany velké svétové databaze jako COSMIC ¢i ClinVar.
Neékteré varianty jsou patogenni, jiné nepatogenni, u jinych
jejich klinicky vyznam nezname (viz vyse).

V Zzavislosti na typu a velikosti pouZitého panelu lIze
pomoci NGS identifikovat i zmény obecnéjsiho charakteru,
jako jsou mikrosatelitovd nestabilita (MSI) ¢ TMB. Na dru-
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hou stranu, pomoci NGS nelze zjistit expresi PD-L1, HER2
ani jiného proteinu a nelze s jistotou odlisit zédrode¢nou
mutaci od somatické. Metoda NGS je stran vysledkd a je-
jich interpretace velmi zavisld na tom, jakad je poloZena
otazka ze strany osetfujiciho lékare. Podle toho je volena
metodika odpovédi. Na interpretaci sekvenacnich vysledku
se musi podilet patolog, nebot jedna mutace v rlizném
tkanovém a morfologickém kontextu maze mit zcela odlis-
ny vyznam (napf. mutace BRAF muZe byt pritomna nejen
v melanomech, ale i v béznych névech, tyreoidalnim karci-
nomu, vlasatobunécné leukemii aj.) a jeji ndlez maze vést
i k prehodnoceni diagnozy.

Kone¢nym cilem sekvenacniho Usili v onkologii je ze-
jména predikce vhodné cilené |é¢by. Nachazeni vhodného
léc¢iva k urcitym mutacim ¢i porucham je ovsem proces
nesmirné komplikovany, se kterym snad v budoucnu po-
muZe uméld inteligence.

I Zpracovala MUDr. Jana Fabidnova
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