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1 ABSTRAKT

Karcinom (ca) prsu je nejc¢astéjSim zhoubnym nadorovym onemocnénim v populaci Zen v Evropé.
Priblizné 5 — 10% pripadd pfipada na jeho dédi¢nou formu, kterad se vyznacuje vysokou penetranci,
¢asnym nastupem, zvySenym rizikem rekurence a vznikem malignich onemocnéni v dalSich
lokalizacich. Mutacni analyzy vysoce rizikovych pacientl identifikuji kauzalni mutaci v nékterém z
nejvice studovanych predispozi¢nich genli (BRCA1, BRCA2, TP53, ATM, CHEK2, NBS1, PALB2) v méné
neZ jedné tretiné pfipadd tohoto onemocnéni.

V posledni dobé byla, diky nastupu novych metod masivné paralelniho sekvenovani,
charakterizovana fada dalSich predispozi¢nich a kandidatnich gend, ale vyskyt jejich patogennich
alteraci se v jednotlivych geograficky odliSnych populacich ¢asto lisi. Vyznamna ¢ast vysoce rizikovych
pacientl z rodin s dédi¢nym ca prsu muiZe reprezentovat nosiCe populacné specifickych nebo i
privatnich mutaci. Vétsina doposud identifikovanych predispozi¢nich genl, jejichz mutace
predisponuji ke vzniku ca prsu u vysoce rizikovych osob, kdduje proteiny ovliviiujici DNA reparacni
pochody, predevsim pak reparaci dvouretézcovych zlomG DNA. Avsak mutacni analyza byla
provedena jen ve velmi malé casti vSech DNA reparacnich genl. Lze predpokladat, Ze v doposud
neanalyzovanych genech kddujicich DNA reparacni proteiny lze identifikovat raritni, ale klinicky
vyznamné genetické alterace zpUsobujici nddorovou predispozici v postizenych rodinach.

Prace shrnuje analyzu genl predisponujicich k ca prsu v ¢eské populaci vysoce rizikovych pacient(
s ca prsu, ktefi byli negativné testovani na pfitomnost mutaci v genech BRCA1/BRCA2/PALB2. Tato
analyza identifikovala trunkacéni mutace u 32 % pacientl. Pouze 9 % pacientd byli nosici trunkacnich
variant v genech zahrnutych do soucasnych klinickych NGS panelll vyuZivanych v predikci ca prsu.
Vysledky prace také ukazuji zvySené zastoupeni varianty ¢.1096 1099dupATTA v genu FANCL u
vysoce rizikovych pacient(. Tato skutecnost ukazuje, Ze FANCL (nebo spiSe pouze tato varianta) mize
obsahovat novou predispozi¢ni alelu pro ca prsu, jejiz vyznamnost je nezbytné potvrdit vétSimi
studiemi. V ramci mezinarodni spoluprace byla provedena i analyza potencionalné patogennich
variant genu ERCC2 ve vztahu k hereditarni formé ca prsu, ktera poukazala na dllezity aspekt analyz
nadorové-predispozicnich genl z hlediska populacné a regiondlné specifického hodnoceni
genetického pozadi. Dale byly identifikovany i trunkacni varianty ve skupiné gen(l cytochromu p450,
které kéduji enzymy metabolizmu steroidnich hormond, u 5 % pacientd s ca prsu. Proto muze tato
funkeni skupina gent prispét k vysvétleni doposud neodhalené, chybéjici dédicnosti ca prsu u vysoce
rizikovych pacientl, nicméné pro potvrzeni této hypotézy, bude nezbytné provedeni dalsich studii.

Kli¢ova slova: karcinom prsu, next-generation sequencing, DNA reparacni geny, FANCL, ERCC2



2 SUMMARY

Breast cancer (BC) is the most frequent cancer type in female population of Europe. Approximately 5
— 10 % accounts for its hereditary form which is characterized by high penetrance, early onset, risen
recurrence risk and development of other cancers. Mutational analyses of high risk patients identify
a predisposing mutation in one of the most studied genes (BRCA1, BRCA2, TP53, ATM, CHEK2, NBS1,
PALB2) only in less than one third of tested breast cancer patients.

Lately, with the use of new methods of next-generation sequencing, a number of other susceptibility
or candidate genes were characterized, but the incidence of their pathogenic alteration is often
geographically different. A notable proportion of high risk patients from families with hereditary BC
can represent carriers of population-specific, or private mutations. Most of the to date identified BC
susceptibility genes codes for proteins involved in DNA repair, especially repair of double strand
break DNA repair. Nevertheless the mutation analysis was conducted only on a small fraction of
these DNA repair genes. We can expect that in the group of yet nontested genes coding for DNA
repair proteins a rare, but clinically important genetic alterations predisposing to BC in affected
families can be discovered.

This work describes a comprehensive analysis of BC susceptibility genes in Czech high-risk BC patients
negatively tested for mutations in BRCA1/BRCA2/PALB2 genes and identifies some truncating variant
in 32% of analyzed patients and 9% of all patients were carriers of a truncating variant in the genes
that are analyzed in the current clinical NGS panel for the BC risk prediction. Results also show an
overrepresentation of the FANCL variant ¢.1096_1099dupATTA in high-risk patients, indicating that
FANCL (or rather this variant alone) may represent a novel BC susceptibility allele, whose importance
needs to be further clarified by larger studies. We have also performed an analysis of potentially
pathogenic variants for hereditary breast cancer in ERCC2 gene within an international collaboration
study which outpointed an important aspect of analyses of cancer-predisposing genes from the point
of population- and region-specific evaluation of genetic background. Interestingly, in other analyzed
genes, truncating mutations in the group of cytochrome p450 genes coding the enzymes of steroid
hormones metabolism in 5% of BC patients were identified. Therefore, this functional group may
contribute to the explanation of so far undisclosed missing heritability in some high-risk BC patients;
however, further studies will be necessary to confirm this hypothesis.

Key words: breast cancer, next-generation sequencing, DNA repair genes, FANCL, ERCC2



3 KARCINOM PRSU

V Ceské republice, jako i v ostatnich statech Evropy, je karcinom (ca) prsu nejéastéj$im zhoubnym
nadorovym onemocnénim Zen (bez diagndzy C44). Incidence tohoto onemocnéni z dlouhodobého
hlediska nar(ista (Novotvary 2014, UZIS, http://www.uzis.cz). V roce 2015 bylo zaznamenano 7005
novych pfipadd onemocnéni. Hruba incidence se vroce 2015 pohybovala na hodnoté 123
nemocnych na 100 000 Zen. Nejvyssi vyskyt ca prsu u Zen zaznamendavame ve vékové skupiné 60-65
let. Pozitivni vyvoj miZeme pozorovat pfi pohledu na statistiku zastoupeni jednotlivych stadii
onemocnéni vdobé diagndzy, nebot se zvySuje skupina pacientek, které byly diagnostikovany
v ¢asném klinickém stadiu nadoru (77,8 % ve stadiu | a ll), které se vyznacuji pomérné velkou
Uspésnosti |écby. Z tohoto pohledu je velice pfinosna identifikace rizikovych osob a jejich zarfazeni do
preventivniho sledovaciho rezimu, tak aby bylo pfipadné nadorové onemocnéni zachyceno jiz
v Casném stadiu. Identifikace rizikovych pacientl je moZna pouze u dédi¢né formy ca prsu, ktera tvori
5-10 % vsech pripadl tohoto onemocnéni (Mateju et al. 2010, Pohlreich et al. 2012).

4 GENY PREDISPONUJICI KE VZNIKU DEDICNYCH FOREM KARCINOMU PRSU

4.1 Geny s vysokou penetranci

4.1.1 BRCA1

Protein BRCA1 se ucastni bunéénych pochodl zajistujicich genomovou stabilitu, véetné oprav
dvouretézcovych zlom( DNA (DSB) pomoci homologni rekombinace (HR), procesu, ktery slouZi i pro
reparace meziretézcovych spojeni DNA (interstrand crosslinks, ICL) v DNA v soucinnosti s proteiny
kédovanymi geny Fanconiho anemie (FA geny; (Wang 2012).

S ohledem na nadorovou predispozici jsou nejcastéjsi nonsense mutace a malé inserce/delece
zpUsobujici posun ¢teciho ramce a nasledny vznik zkraceného proteinového produktu. Vyznamna je i
fada popsanych missense mutaci, predevsim v dalezitych RING a BRCT doménach. Popisovany jsou i
patogenni delece zahrnujici vétsi ¢ast genu, kodujici jeden i vice exonl (Narod et al. 2004, Thompson
et al. 2004, Caestecker et al. 2013).

Primérné kumulativni riziko ca prsu u nosi¢l mutaci v genu BRCA1 v 70 letech véku se pohybuje
kolem 65 % (95%; Cl 44-78 %), ca ovaria 39 % (95% ClI 18-54 %). Relativni riziko vzniku ca prsu ma
vrchol ve vékové skupiné 30-49 let a nasledné klesa, zatimco u ca ovaria neni u relativniho rizika
patrny vyrazny trend. U nosic mutaci v BRCAI genu stoupa incidence aZz do véku 45-49 letech, od
kdy zlstava v podstaté konstantni (Antoniou et al. 2003). Bilateralni onemocnéni u nosi¢li mutaci
v BRCA1 je pomérné cCasté. BRCAl-asociované nadory prsu se vyznacuji vyssim gradingem a vykazuji
vétsi mitotickou aktivitu. Nadory jsou ¢asto ER-/PR-/HER2- (triple negativni), p53+, aneuploidni a
histologicky vykazuji ¢astéji meduldrni charakter. Nadory BRCA1 nosic¢ek maji imunohistochemicky
profil podobny sporadickym bazalnim karcinomdm (Lalloo et al. 2012, Mavaddat et al. 2012).

Cetnost vrozenych mutaci genu BRCA1 v CR vyznamné dominuje nad &etnosti mutaci v BRCA2
(Machackova et al. 2008) (Pohlreich et al. 2005). Pfiblizné 11% germinalnich mutaci BRCA1 tvori
intragenové prestavby postihujici jeden a nejcastéji nékolik exon( (Ticha et al. 2010) .

4.1.2 BRCA2

Patogenni mutace v BRCAZ2 jsou zodpovédné za pfiblizné 10% pripadd dédi¢ného ca prsu (Walsh et al.
2007). Podobné jako gen pro BRCA1 je BRCA2 ge pomérné velky a 27 exony rozprostfenymi na 70 kb
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genomové DNA koduje protein o délce 3418 aminokyselin. BRCA2 obsahuje osm BRC repetic mezi
aminokyselinovymi zbytky 1009 a 2083, jednu DNA vazebnou doménu, tfi oligonukleotid-vazajici
smycky a tower doménu na C konci (Roy et al. 2012).

Primérné kumulativni riziko vzniku ca prsu u nosicky mutaci BRCA2 ve véku 70 let je 45 % (95 % Cl
31-56 %), pro ca ovaria 11 % (2,4-19 %). Stanovené relativni riziko ca prsu mezi nosickami mutaci je
vy$Si v mladsi vékové skupiné (20-29 let) a s vékem se snizuje, naopak relativni riziko ca ovaria
vzrlsta od Ctyricatého roku Zivota do 59 let a nasledné klesa (Antoniou et al. 2003). Kromé toho, Ze je
BRCA2 predispozicnim genem pro ca prsu a ovaria, je i jednim z genl Fanconiho anemie (FA).
Bialelické mutace BRCA2 zpUsobuji FA, subtyp D1 (OMIM 605724) (Howlett et al. 2002). Dtive bylo
predpokladano, Ze bialelické mutace jsou embryonalné letalni (Evers et al. 2006).

4.1.3 Dalsi geny s vysokou penetranci

Dalsimi ¢tyfmi geny s vysokym rizikem ca prsu jsou TP53, PTEN, STK11, a CDH1.

Gen TP53 byl poprvé identifikovan v roce 1979 a je dnes velmi dobfe znam pro ¢astou pfitomnost
jeho somatickych mutaci u nadorovych onemocnéni. Dédi¢né zdrodecné mutace jsou malo casté, ale
zpUsobuji Li-Fraumeni syndrom, ktery je pfi¢inou vzniku nadorovych onemocnéni v détském véku
(sarkomy mékkych tkani, osteosarkom, leukemie, nadory mozku, gliomy a adrenokortikalni
karcinom), ale i ca prsu v raném véku. Vice, nez 70 % rodin klasifikovanych jako Li-Fraumeni vykazuje
mutace v TP53 a priblizné 30 % Zen s mutaci vyvine ca prsu pied 30. rokem Zivota (Malkin et al.
1990). Nicméné zarodecné mutace v TP53 jsou vyrazné méné casté oproti mutacim v BRCAI a
BRCA2. Li-Fraumeni syndrom je zodpovédny za méné, nez 0,1 % vsech pfipadl ca prsu (Lalloo et al.
2012).

Mutace v genech PTEN, STK11 a CDH1 predisponuji k riznym nadorovym syndromUm. Proteinovy
produkt genu PTEN je tumorsupresorova fosfatdaza negativné regulujici proproliferacni signalni drahu
aktivace proteinkindzy B (Shen et al. 2007). Mutace v genu PTEN zpUsobuji vzacny autozomalné
dominantni dédicny Cowdenlv syndrom (OMIM 158350), ktery zvysuje riziko vzniku benignich i
malignich tumord prsu, stitné Zlazy a endometria (Nelen et al. 1996). Nosi¢i mutaci v PTEN maji 67-
85% zivotni riziko vzniku ca prsu (Ngeow et al. 2017) .

Gen STK11 kéduje serin-threoninovou proteinkindzu podilejici se na kontrole bunécné proliferace a
polarity burnky. Dédicné mutace genu STK11 zplsobuji autozomalné dominantni Peutz-Jeghersiv
syndrom (PJS, OMIM 175200) charakterizovany hamartomatdznimi intestindlnimi polypy,
mukokutanni pigmentaci a zvySenou incidenci nékterych malignit, v€etné ca tlustého strfeva, ca prsu a
ca ovaria (prevazné mucindzni forma) (Walsh et al. 2016). Celozivotni riziko vzniku ca prsu se u nosicl
mutaci STK11 pohybuje mezi 45-50% (Rosenthal et al. 2017).

Gen CDH1 kéduje transmembranovy E-cadherin, ktery je dlleZity protein pro bunéénou polaritu,
motilitu a mezibuné¢nou komunikaci. Mutace v CDH1 jsou zodpovédné za hereditarni difuzni ca
Zaludku a autozomalné dominantni nadorovy syndrom, ktery je asociovany se zvySenym rizikem
vzniku lobuldrniho ca prsu. Nicméné byly nalezeny i rodiny s CDH1 mutacemi a vyskytem ca prsu bez
vyskytu ca Zaludku (Hemminki et al. 1997, Hemminki et al. 1998, Pharoah et al. 2001, Masciari et al.
2007). Nosi¢i mutaci v genu CDH1 maji pfiblizné 39-50% riziko vzniku ca prsu (van der Groep et al.
2011, Rosenthal et al. 2017).

RAD51C je kandidatnim genem pro zarazeni do skupiny gen( s vysokou penetranci, potvrzeno zatim
ale bylo jen riziko vzniku ca ovaria, avsak vyznam tohoto genu k predispozici ca prsu je kontroverzni.
RAD51C byl zafazen mezi geny pro Fanconiho anemii (FA). Bialelické mutace v RAD51C byly
identifikovany u FA pacientl (FANCO podskupina) a nasledné byly i monoalelické alterace oznaceny
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jako varianty zpUsobujici vysoké riziko nador( prsu/ovaria ve srovnani s rizikem u nosi¢d mutaci
v genech BRCA1/2 (Meindl et al. 2010, Vaz et al. 2010). Relativni riziko ca ovaria pro nosi¢ky mutaci
v RAD51C ve studii Loveday a kol. vychazelo 5,88 coZ odpovida > 9% kumulativnimu riziku ve véku 80
let (Pelttari et al. 2011, Loveday et al. 2012). V Ceské studii se vyskytovala mutace v genu RAD51C u
1,2 % vysoce rizikovych pacientek s ca ovaria (Janatova et al. 2015). V ramci velkych studii byly
nalezeny nosi¢ky mutaci genu RAD51C i v rodinach s vyskytem pouze ca prsu. Jednalo se predevsim o
pacientky s triple negativnim karcinomem. Frekvence nosicek mutaci RAD51C v téchto studiich jsou
nizke (0,4 %) (Buys et al. 2017, Golmard et al. 2017).

4.2 Geny se stiedni penetranci

CHEK2, ATM, BRIP1 a PALB2 jsou nejvice studované geny se stfedni penetranci, nebot jejich
proteinové produkty se Ucastni reparace DNA a jejich funkce je Uzce spjata s proteiny BRCA1 a BRCA2
(Meijers-Heijboer et al. 2002, Renwick et al. 2006, Seal et al. 2006, Erkko et al. 2007, Southey et al.
2010).

Biochemické analyzy a asocia¢ni studie kandidatnich genl v fadé populaci dokazuji, Ze PALB2 patfi
spolu s BRCA1 a BRCA2 mezi klicové predispozicni geny karcinomu prsu. V priméru prispivaji vsechny
mutace v PALB2 ke stfednimu celozivotnimu riziku vzniku onemocnéni, ale nékteré mutace v tomto
genu jsou asociovany s rizikem vysokym (OR=7,46; 95%Cl 5,12-11,19) coz prakticky umoZiuje zaradit
patogenni mutace v PALB2 mezi varianty s vysokou penetranci (Couch et al. 2017). Tyto mutace jsou
srovnatelné s pramérnym rizikem mutaci v genu BRCA2 (Erkko et al. 2007, Foulkes et al. 2007,
Janatova et al. 2013).

Gen CHEK2 kéduje kindazu CHK2 kontrolujici bunéény cyklus v odpovédi na pfitomnost poskozeni DNA
prostfednictvim fosforylace rfady substratl (véetné p53 a BRCA1). Varianta ¢.1100delC v genu CHEK2
vytvafi zkraceny protein se ztratou jeho kindzové aktivity. V Severni Evropé je pfitomna az u 1,1 %
zdravych jedincl a u 5,5 % postizenych familiarni formou ca prsu. Relativni riziko u nosicla této
varianty bylo stanoveno na 2,2 nasobek (Meijers-Heijboer et al. 2002). Frekvence nosi¢l se znacné
li§i mezi populacemi. V Nizozemi dosahuje 0,8 %, ve Finsku a Svédsku 0,7 % a 0,5 %. Nicméné
v ostatnich evropskych zemich, Severni Americe a Australii malokde prekracuje hodnotu 0,2 %.

ATM je apikalni kindzou, ktera ovliviiuje fadu procesl pfi opravach DSB aktivaci kaskady zahrnujici
p53, BRCA1 a CHK2. Bialelické mutace v genu ATM zpUsobuji vzacny syndrom Ataxia-teleangiectasa
(A-T, OMIM 208900), charakterizovany progresivni mozeckovou ataxii, imunodeficienci a nadorovou
predispozici (Easton 1994, Savitsky et al. 1995). Zeny, nosicky heterozygotnich mutaci v ATM,
nevykazuji fenotypové znaky A-T, ale jsou ohroZeny vice nez dvojnasobné zvysenym rizikem vzniku ca
prsu (Thompson et al. 2005, Renwick et al. 2006). Doposud byla identifikovana rada predisponujicich
variant vgenu ATM, vietné missense variant. Prevalence téchto variant se znacné [isi mezi
populacemi z rliznych geografickych oblasti. Penetrance ATM je pfriblizné 15 % (shrnuto v (Hollestelle
et al. 2010, Lalloo et al. 2012).

Gen BRIP1 (znam také pod oznacenim BACH1) kéduje DEAH helikazu, kterd interaguje s BRCA1 a ma
na BRCA1 zavislou roli vopravach DNA a kontrole bunécéného cyklu (Peng et al. 2006). Vyskyt
trunkacnich mutaci v genu BRIP1 je méné Casty, nez u CHEK2 a ATM. P¥iblizné polovina nalezenych
mutaci v BRIP1 tvofi nonsense mutace 2392C>T (R798X). Ostatni patogenni mutace predstavuji malé
inzerce a delece. Segregatni analyzy ukdzaly, Ze nosi¢i monoalelickych mutaci dosahuji
dvojnasobného relativniho rizika vzniku ca prsu (Thompson et al. 2005). Dle novéjsich studii je
vyznam mutaci BRIP1 v predispozici k ca prsu (OR=1,28) minoritni oproti predispozici k ca ovaria
(OR=8,13) (Rafnar et al. 2011). JelikoZ se jednd o gen se stfedni penetranci, kosegregace mutaci
v BRIP1 s nadorovym fenotypem je nelplnd. BRIP1 byl zahrnut mezi FA geny v komplementacni
skupiné J (FANCJ) u bialelickych nosi¢li mutaci. Fenotyp u FANC-J skupiny je odlisSny od fenotypu
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s bialelickymi mutacemi v BRCA2 (FANCD1) s vyskytem vyznamné nizsiho poctu nador( détského
véku (Levitus et al. 2005, Levran et al. 2005, Litman et al. 2005, Seal et al. 2006).

Bialelické zarodecné mutace genu NBN (NBS1) zvysuji chromosomalni instabilitu genomu a jsou
pGvodcem Nijmegen Breakage syndromu (NBS, OMIM 251260). Nosi¢i mutaci v NBN vykazuji zvysené
riziko vzniku nadorovych onemocnéni, véetné ca prsu (Seemanova 1990, Seemanova et al. 2007).
Varianta c.657del5 (c.657_661delACAAA) v genu NBN je nejcastéjsi patogenni variantou, nalezenou u
90 % pacientl s NBS. Vyskyt této varianty byl studovan v fadé populaci, ale jeji vyznamna asociace
s onemocnénim byla prokdzdna predevsim ve slovanskych populacich, kde bylo zjisténo 3,1-nasobné
zvysené riziko ca prsu (Steffen et al. 2006, Bogdanova et al. 2008, di Masi et al. 2008). Novéjsi
publikace na populacich Némeckych a Severeoamerickych ukazuji na velice nizkou asociaci s ca prsu
(OR=1,39) (Hauke et al. 2018), OR=1,27 (Couch et al. 2017).

Mutace v genu RAD50 kddujicim dalsi protein MRN komplexu jsou rovnéz asociovany se zvysenym
rizikem ca prsu. Ve finské populaci byla jako ,founder” (neboli zakladatelska) mutace, identifikovana
varianta c.687delT, ktera zvysuje riziko ca prsu Ctyrikrat (Heikkinen et al. 2006). Dalsi vzacna varianta,
Q350X, byla identifikovana v jedné rodiné ve Velké Britdnii, nicméné asociace mezi touto mutaci a
onemocnénim zlstava nepotvrzena (Tommiska et al. 2006).

Role germinalnich mutaci MRE11 v patogenezi ca prsu z(stava nejasna. Potencidlni klinicka relevance
MRE11 a celého MRN komplexu v tomto onemocnéni je naznacena pozorovanimi, kdy basal-like
nadory vykazuji vyznamné snizeni exprese, i ztratu protein MRN komplexu (Bartkova et al. 2008).
Novéjsi studie asociaci mutaci v MRE11 s predispozici k ca prsu spiSe potvrzuji (Damiola et al. 2014).

Riziko vzniku ca prsu spojené s neurofibromatézou typu 1 (NF1, OMIM 162200) mlzZe byt také
stfedné zvyseno (celoZivotni riziko priblizné 17 %) (Wang et al. 2018). NF1 je relativné frekventni
autosomadlné dominantni onemocnéni s Uplnou penetranci v rodiné zplUsobenou mutacemi v genu
NF1. Tento tumorsupresorovy genkdduje neurofibromin, plsobici jako negativni regulator
aktivovaného Ras proteinu, zvySenim procesivity intrinzické GTPazové aktivity Ras. Pacienti
s vrozenymi mutacemi NF1 vykazuji vyznamné zvySené relativni riziko vzniku gliomu, malignich
nadord perifernich nervli, juvenilni myelomonocytové leukémie, rhabdomyosarkomu a
feochromocytomu (Sorensen et al. 1986, Zoller et al. 1997, Airewele et al. 2001).

4.3 Geny s nizkou penetranci

Geny s nizkou penetranci zvysuji riziko vzniku ca prsu méné nez dvojnasobné, ale frekvence jejich
heterozygotnich variant v obecné populaci je vysokd, mezi 10 a 90 % (Pharoah et al. 2008, Turnbull et
al. 2008). Pomoci GWAS (Genome Wide Association Study) projektd bylo validovano pfiblizné 20 SNP
na Urovni vyznamnosti, kterd dosahovala prahu odpovidajicimu velikosti genomu (p < 5 x 107)
(Trainer et al. 2011). Dnes zndmé varianty s nizkym rizikem odpovidaji za pfiblizné 10 % rizika ca prsu
v populaci, prestoze mohou vysvétlovat vétsi podil na dédicném onemocnéni v ramci rodiny s historii
ca prsu (Latif et al. 2010, Mavaddat et al. 2010, Turnbull et al. 2010). Dakladnéjsi analyzy prokazaly,
Ze tyto vzdalené varianty mohou mit vliv na distan¢ni chromatinové interakce, které ovliviiuji expresi
genll vzdalenych nékolik kilobazi.

4.4 Kandidatni geny a jejich charakterizace

Pfes recentni objevy genetickych predispozic k ca prsu zlistava stdle pfiblizné 70 % dédicného rizika
nevysvétleno zndmymi predispozi¢nimi faktory. Objev dalSich predispozi¢ni genl s podobnym
vyznamem jako BRCA1, nebo BRCA2, neni pravdépodobny, avsak lze predpokladat existenci, patrné
mnoha, novych predispozi¢nich genl s velmi nizkou frekvenci (<1:10-50 000) patogennich variant v
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populaci. JelikoZz vétsina z doposud identifikovanych gen(l se stfedni penetranci, jejichz mutace
zvysuji riziko vzniku ca prsu, se Ucastni oprav DNA, je pravdépodobné, ze v této funkéni skupiné
mohou byt objeveny nové predispozi¢ni geny. (Meijers-Heijboer et al. 2002, Seal et al. 2006, Erkko et
al. 2007). Nékteré nadorové predispozicni geny (PTEN, ATM, STK11, NBN) byly identifikovany diky
faktu, Ze jejich bialelické mutace zpUsobuji autosomalné recesivni syndromickd onemocnéni, ktera
mimo jiné zapficinuji i predispozici k nddorovym onemocnénim.

Prvni predispozi¢ni geny pro ca prsu byly nalezeny pomoci vazebnych studii a pozi¢niho klonovani.
Nékteré geny se stfedni penetranci, jako je CHEK2, PALB2 a BRIP1, pak byly nalezeny diky hledani
v rdmci omezeného mnoistvi vytipovanych kandidatnich genl (Meijers-Heijboer et al. 2002, Seal et
al. 2006, Rahman et al. 2007). V posledni dobé identifikované lokusy s nizkou penetranci byly
identifikovany pomoci celogenomovych asociacnich SNP studii. Extenzivni mezindrodni spoluprace
s vyuZitim novych technologii, jako je sekvenovani nové generace, SNP a CNV (Copy Number
Variation) arreye jiZ objevily fadu novych gen( s nizkou penetranci a zfejmé jesté v budoucnu objevi.
Nicméné riziko zplUsobené témito novymi faktory miZe byt jesté nizsi, nez u jiz identifikovanych.
Pomoci celogenomovych asociacnich studii (GWAS) bylo identifikovano vice, nez 100
jednonukleotidovych polymorfismU (Single-Nucleotide Polymorphism — SNP), které mirné zvysuji
riziko ca prsu (Easton et al. 2007, Michailidou et al. 2013, Couch et al. 2015). Témér vsechny tyto SNP
jsou nekddujici a publikovand data ukazuji, Ze se nékteré z nich nachdzeji v regulacnich oblastech
sousednich cilovych genl a zpUsobuji lehké zmény v jejich expresi, jako je tomu napf. u CCND1
(French et al. 2013). Nebo ovliviiuji posttranskripéni regulaci, jako je tfeba zména sestfihu u
transkriptu genu TERT (Bojesen et al. 2013).

5 PRACOVNI HYPOTEZA A CiLE STUDIE

eV nedavné dobé byla charakterizovana fada dalsich predispozi¢nich a kandidatnich gend, ale
vyskyt jejich patogennich alteraci se v jednotlivych geograficky odliSnych populacich ¢asto lisi.
Vyznamna ¢ast vysoce rizikovych pacientl z rodin s dédicnym ca prsu mize reprezentovat
nosice populacné specifickych nebo i privatnich mutaci. Vétsina doposud identifikovanych
predispozicnich gend, jejichz mutace predisponuji ke vzniku ca prsu u vysoce rizikovych osob,
kdduje proteiny ovliviiujici DNA reparacni pochody, pfedevsim pak reparaci dvouretézcovych
zlom( DNA. Avsak mutacni analyza byla provedena jen ve velmi malé ¢asti vSsech DNA
reparacnich genUl. Lze predpokladat, Ze v doposud neanalyzovanych genech kédujicich DNA
reparacni proteiny miZeme identifikovat raritni, ale klinicky vyznamné genetické alterace
zpUsobujici nadorovou predispozici v postizenych rodinach.

e Cilem dizertacni prace byla identifikace populacné specifickych alteraci genl predisponujicich
ke vzniku dédi¢né formy ca prsu v populaci pacientek s mnohocetnym vyskytem tohoto
onemocnéni v rodiné. Analyza byla zamérena také na otdzku vyznamu alteraci v genech
kddujicich proteiny podilejicich se na opravach genomové DNA.

e Soucasné bylo cilem ovérit vhodnost zvolené metodiky sekvenovani nové generace (NGS) pro
identifikaci obecnych i populaéné specifickych variant genl predisponujicich k nddorovému
onemocnéni, vtomto pfipadé hereditarnimu ca prsu. NavrZen byl postup vlastniho ndvrhu
NGS panelu, ktery obsahuje jak zndmé predispozi¢ni geny pro identifikaci novych, Cci
populacné specifickych variant, tak i geny kandidatni zvolené na zakladé jejich mozné funkéni
spojitosti s tumorogenezi ca prsu. Pfedevsim byl kladen diraz na geny Ucastnici se reparace
genomové DNA.

e Vybrané nové identifikované kandidatni varianty s moZznym vyznamem pro predispozici k ca
prsu nebo dalSim nadorovym onemocnénim byly analyzovany v populacich sporadickych
nebo vysoce rizikovych osob.



6 METODY

6.1 Soubor testovanych osob

Analyzované vzorky byly vybrany z kolekce vysoce rizikovych pacientl s ca prsu, ktefi byli v nasi
laboratofi negativné testovani na pfitomnost patogennich mutaci v genech BRCA1 a BRCA2, nebo
PALB2. Pacienti splnovali kritéria pro genetické testovani (Bartorikova et al. 2003). Celkem bylo do
studie zahrnuto 325 pacientll, ktefi poskytli informovany souhlas s analyzou. Pro identifikaci
populacné specifickych variant s ohledem na moziné sekvencéni varianty specifické pro dédi¢né
onemocnéni ca prsu jsme analyzovali 105 kontrolnich vzorkd Zzen bez nddorového onemocnéni, které
byly vybrany na zakladé véku (median véku 71 let; 95% Cl 34 — 95 let) (Kleibl et al. 2008).

6.1.1 Rozsireny soubor pro analyzu variant genu FANCL

V ramci studie byla nalezena rekurentni varianta genu FANCL, zpUsobujici posun ¢teciho ramce. Pro
vySetfeni této varianty byl vySetfen rozsifreny soubor 502 vysoce rizikovych pacientl s ca prsu, 693
pacientl se sporadickym ca prsu a 664 nenadorovych kontrol, které byly jiz dfive popsané (Mateju et
al. 2010, Janatova et al. 2015).

6.1.2 Soubor pro analyzu varianty c.657del5 genu NBN

Delece c.657_661delACAAA v genu NBN byla identifikovana u pacientky s ca pankreatu. K ovéreni
doposud nejasné asociace mezi nosi¢stvim této varianty a vznikem ca pankreatu byl vySetfen soubor
241 pacientU s ca pankreatu.

6.1.3 Kontrola koncentrace a kvality izolovaného genetického materidlu

Koncentrace a Cistota izolovaného genetického materialu (DNA, RNA) byla stanovena na zakladé
méreni absorbance pfti vinovych délkach 260 a 280 nm na spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo
Fisher scientific). Integrita izolovaného DNA i RNA byla ovérena elektroforeticky. RNA byla
skladovéna pfi teploté —80°C.

6.2 Priprava sekvenacniho panelu

Vybrané geny pro sekvenovani se sestavaly ze dvou prekryvajicich se skupin. Prvni byla zastoupena
rucné vybranymi geny kddujicimi proteiny, které se ucastni reparace DNA a bunécéné odpovédi na
poskozeni DNA. Druha skupina obsahovala geny zmifiované v souvislosti sca prsu v databazi
Phenopedia (Yu et al. 2010). Prinikem obou skupin vznikl kone¢ny seznam 590 gen(. Pouzita SeqCap
EZ Choice hybridiza¢ni knihovna (Leguen et al.) pro vychytdni exonl a exon-intronovych hranic
cilovych gen(, pokryvala 96,8 % cilovych bazi. Sekvenovani bylo Uspésné provedeno na 581 genech.

6.3  Priprava NGS knihovny

Sekvenovani probihalo na platformé SOLID. Pro pfipravu sekvenacni knihovny byl pouZit 1 pg
genomové DNA. Fragmentace DNA byla provedena ultrazvukem (Covaris S2, Covaris). Nasledné byly
fragmenty genomové DNA opatfeny adaptorovymi oligonukleotidy a amplifikovdny procesem, pfi
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kterém byly do molekul knihovny zavedeny tzv. barcodové oligonukleotidy. Takto modifikované
molekuly DNA knihovny byly obohaceny o cilovou DNA (tzv. DNA enrichment, ¢i sequence capture) s
vyuzitim  hybridizacnich préb (SeqCap EZ Choice Library, Roche). DNA hybridizovana
s biotinylovanymi prébami byla izolovdna pomoci magnetickych kulicek (M-270 Streptavidin
Dynabeads, Thermo Fisher Scientific). Po eluci byla takto obohacend DNA poufZita jako templat pro
PCR . Vyslednd DNA knihovna byla kvantifikovana pomoci fluorimetru Qubit (Life technologies).
Distribuce délek fragment( v ramci vytvorené DNA knihovny byla vySetfena na Bioanalyzer 2100
instrument (Agilent Technologies). DNA molekuly knihovny byly nasledné klonalné amplifikovany
emulzni PCR a imobilizovany na povrchu sekvenacéniho skla. Pro sekvenovani byla pouzita chemie
SOLiD Opti Fragment Library Sequencing Kit. Sekvenovani probihalo po dobu 5 dnl s vytéZzkem kolem
400-500 milion( ¢teni o délce 50bp.

6.4 Bioinformaticka analyza

Pro technickou kontrolu enrichmentu knihovny byla pouzita interni DNA kontrola. Varianty, které se
v kontrolnich vzorcich vyskytovaly mezi jednotlivymi sekvenaénimi béhy s vétsi variabilitou byly
hodnoceny jako ndhodné sekvenaéni chyby a byly vyrazeny . Zarovenn bylo v prvnim béhu
sekvenovano 6 kontrolnich vzork( se zndmymi mutacemi jiz dfive vySetfovanych v nasi laboratofi.
Vsechny kontrolni mutace u téchto vzork( byly nalezeny i pomoci NGS.

Vystupem ze sekvenatoru SOLID jsou sekvence jednotlivych ¢teni (,read”) v zakladnim formatu
FASTQ. Sekvenacni data byla zpracovana pomoci GATK (McKenna et al. 2010)) a Samtools. Data byla
namapovana na referencni genomovou sekvenci pomoci Novoalign (CS 1.01.08). Sekvenéni duplikaty
byly odstranény pomoci aplikace Picard. Nasledovala Gprava/filtrace kvalitativné odpovidajicich ¢teni.
V poslednim kroku byla provedena funkéni anotace sekvencnich dat umoziujici pfifazeni zakladni
biologické resp. fenotypové informace k nalezené genotypové varianté (ANNOVAR (Wang et al.
2010)).

6.5 Analyza vystupnich dat

6.5.1 Prioritizace missense variant

Missense varianty tvofily 2347 z celkovych 4540 variant, tedy nejvétsi skupinu identifikovanych
zarodecnych alteraci. Pro posouzeni moZného negativniho vlivu varianty na strukturu a funkci
vysledného proteinového produktu pfispivajiciho k predispozici k ca prsu byla ucinéna prioritizace za
pouziti péti predikénich algorytm(. Byl pouzit algoritmus SIFT (Kumar et al. 2009), PolyPhen
(Adzhubei et al. 2010), LRT (Doniger et al. 2008), Mutation taster (Schwarz et al. 2010) a PhyloP
(Pollard et al. 2010) a dvé databaze sdruZujici genotypova data a odpovidajici klinické charakteristiky
(ClinVar, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/ a HGMD, http://www.hgmd.cf.ac.uk/). Za varianty,
které by mohly byt asociovany s predispozici k ca prsu, byly povaZzovany ty, které byly i) oznaceny
vsemi predikénimi algoritmy jako patogenni (nebo bez urceni), nebo ii) oznaceny za asociované
s onemocnénim v databazi ClinVar nebo HGMD. Ciselné hodnotici predikéni algoritmy CADD (Kircher
et al. 2014) score a GERP (Cooper et al. 2005)byly vyuZity ke kontrole vyse popsané prioritizace.

6.5.2 Statistickd analyza

Rozdily mezi analyzovanymi skupinami a podskupinami byly vyhodnoceny pomoci Pearsonova chi-
kvadratového testu, nebo Fisherovym testem, pokud byl pocet ocekdvanych udalosti nizsi, nez Sest.
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7 VYSLEDKY

7.1 Identifikace dédi¢nych variant ve vybranych genech u rizikovych pacienti s karcinomem prsu
negativné testovanych na pfitomnost mutaci BRCA1/BRCA2/PALB2 (Lhota et al. 2016)

Hlavni ndplni prace byla identifikace v rozenych genetickych variant u vysoce rizikovych nemocnych
s ca prsu, ktefi byli v pfedchozich letech negativné testovani na pritomnost mutaci v genech BRCA1,
BRCA2, nebo PALB2.

7.1.1 Trunkacni varianty u pacientii negativné testovanych na pfitomnost mutaci v genech
BRCA1, BRCA2 a PALB2 (Lhota et al. 2016)

Pomoci panelového sekvenovani 581 gen( bylo naslednou bioinformatickou analyzou identifikovano
4 540 variant s nizkou populacni frekvenci z celkového poctu 2 855 706 variant, které byly vystupem
sekvenovani 325 vysoce rizikovych pacientl s ca prsu a 105 vzorkd nenadorovych kontrol. Primérné
sekvenacniho pokryti dosahoval 56,5x a 93 % sekvenované cilové DNA bylo pokryto minimalné 10x.

V souboru 325 pacientl s ca prsu bylo nalezeno 4 053 variant (2 647 unikatnich udalosti), véetné 127
trunkaénich variant (87 unikatnich), 34 inzerci/deleci neménicich ¢teci ramec (22 unikatnich), 2 347
missense SNV (Single Nucleotide Variant, 1599 unikatnich) a 1545 synonymnich SNV (937
unikatnich). Primarné byla pozornost zamérena na trunkacni mutace, které byly identifikovany u
105/325 (32,3 %) pacientl sca prsu. Devatenact pacientl byli nosiéi vice, nez jedné trunkacni
varianty (Obrazek 1). Trunkacni varianty byly dvojnasobné ¢astéjsi u pacientl bnez u kontrol (16/105;
15.2%; p = 0.009).

7.2 Rozsifend analyza vyskytu varianty FANCL c.1096_1099dupATTA (Zemankova et al. 2016)

Analyza vysoce rizikovych pacientek s ca prsu v naSem souboru odhalila zvySeny vyskyt rekurentni
varianty vgenu FANCL ¢.1096_1099dupATTA, ktery nebyl nasledné dokumentovan u vysoce
rizikovych pacient(l v praci Pfeifer a kol v némeckém a makedonském souboru testovanych pacientd
s BC a kontrol (Pfeifer et al. 2016). V reakci na tuto skutecnost jsme ddle analyzovali 502 vysoce
rizikovych pacient( s ca prsu nebo ovaria (vSechny BRCA1/BRCA2/PALB2 negativni), u kterych jsme
nalezli dalSich pét nosicek mutace c.1096_1099dupATTA s ca prsu do 40 let véku. Celkové byla tato
varianta identifikovana u 11/827 vysoce rizikovych osob (1,3 %), predstavujicich 11/805 vysoce
rizikovych Zen (1,4 %).

Pro identifikaci nosici mutace ¢.1096_1099dupATTA u sporadickych pacientli s ca prsu a dalSich
geograficky odpovidajicich nenddorovych kontrol jsme genotypovali 693 neselektovanych pfipadd
s ca prsu a 686 nenadorovych kontrol (313 Zen a 373 muz(). Analyza v téchto souborech odhalila tfi
nosice v kazdé ze studovanych skupin s frekvenci 0,4 %. Frekvence této varianty oproti kontrolnimu
souboru je tedy vyznamné zvySena u vysoce rizikovych jedincl (p=0,039), nikoliv vSak u pacientl se
sporadickym onemocnénim (p=0,9).

Od doby publikovani hlavni publikace této dizertacni prace (Lhota et al. 2016)(Ptiloha 5) jsme v ramci
aplikace sekvenacniho projektu CZECANCA (Soukupova et al. 2016) identifikovali dalSich 8 nosicl této
varianty (Zemankova et al. 2016). Ze vSech identifikovanych nosic¢l této varianty s ca prsu, bylo 14
s vékem v dobé diagndzy do 50. let (prdmér 47.2 let (rozmezi 28-76 let). Zaroven jsme recentné
identifikovali tfi nosice ¢.1096_1099dupATTA u pacientek sca ovaria vnizkém véku. Oproti
pozorovani skupiny Pfeifer a kol., ktera nalezla pozitivni rodinnou anamnézu ca prsu pouze u jednoho
nosice, v nasem souboru indikativni rodinou anamnézu ca prsu/ovaria mélo 39% (N=23) nosi¢ a
pozitivni nddorovou rodinou anamnézu 65% (N=38) nosicu.
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Obradzek 1: Prehled variant v 73 genech (fadky) ovlivnénych nejméné jednou trunkacni variantou (nonsense, frameshift,
nebo sestrihova variant), které byly nalezeny u 105 pacienti (sloupce). Patologické charakteristiky nddoru (histologie a
subtypy) a vybrané klinické charakteristiky (pacientky do 35 let, ca prsu u muZe, vyskyt familidrniho nddorového
onemocnéni) jsou zndzornény v prvnich Ctyfech rddcich. Pacienti a geny jsou razeni/y dle celkového mnoZstvi
nalezenych variant, geny (geny pro Fanconiho anemii jsou vyznaceny Cervené) jsou razeny do skupin dle funkéniho
vztahu kdédovanych protein( ndslednovné: skupina geni kdédujici protein ucastnici se reparace DNA (1); syntéza
steroidnich hormon( a jejich signalizace; imunitni odpoved' (3); signalizace membrdnovymi receptory (4); metabolizmus
xenobiotik (5); membrdnovy transport molekul (6); reqgulace bunécného cyklu a apoptdzy (7); mezibunééna komunikace
(8); metabolizmus nukleotid( (9); ostatni procesy (10).
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7.3 Identifikace a funkéni analyzy ERCC2 mutaci u pacientt s familiarnim karcinomem prsu a
ovaria (Rump. et al. 21016)

Analyzou hereditarnich variant u pacientl s ca prsu byly nalezeny dvé trunkacni (p.V77Afs*4 u 1
pacienta, p.F568Yfs*2 u 1 pacienta a 2 kontrolnich osob) a 2 missense varianty (u dvou pacientu: p.
Asp423Asn, p.Val611Ala) v genu ERCC2. V ramci mezinarodni spoluprace s laboratofemi v Technische
Universitdt Dresden (Némecko), Medical Genetics Center (MGZ) Munich (Némecko), Cologne Center
for Genomics (CCG, Némecko), Vilnius University Hospital Santariskiu Clinics (LotysSsko) a
Masarykovym onkologickym Ustavem Brno, byly tyto a dalsi varianty ERCC2 hodnoceny z hlediska
geograficko-populacni vyznamnosti a vlivu na funkci vysledného proteinového produktu (Rump et al.
2016)(Priloha 5). Ve spoleéné studii bylo celkem analyzovano 1345 osob s ca prsu nebo/a ovaria ze
zminénych zemi pomoci multigenového panelového sekvenovani, pfi némz byly nalezeny rekurentni
zakladatelské mutace v ERCC2, které byly funkéné validovany esejemi na bunécnych liniich
v némecké skupiné.

V ramci celého souboru 1345 pacientl s ca prsu nebo/a ovaria byly nalezeny tfi varianty posunujici
Cteci ramec (p.Val77fs, p.Phe568fs a p.Ser746fs), dvé varianty ovliviiujici sestfih pre-mRNA (c.1903-
2A>G, c.2150C>G) a 20 missense variant s nizkou populacni frekvenci.

Zatimco 14 mutaci bylo vramci souboru unikatnich (2 frame-shift, 1 sestfihova varianta, 11
missense), 11 mutaci (1 frame-shift, 1 sestfihova varianta, 9 missense) bylo nalezeno ve 43
nezavislych rodinach. Nejcastéji se vyskytovala varianta p.Asp423Asn, identifikovana u 8 nosicud
v Litevském souboru a u jednoho z Ceské republiky. Casté polymorfismy p.Lys751GIn a p.Asp312Asn
byly nalezeny u 64 % vysetfenych pripadd. JelikoZ byly tyto varianty oznaceny za funkéné irelevantni
(Pabalan et al. 2010), nebyly zahrnuty do funkéniho testovani v ramci projektu. Mezi 20 raritnimi
missense variantami je 13 variant predikovanych dle rliznych algoritmi jako patogenni. Dalsi in silico
evaluace konzervace (PhyloP) a kombinované predikce patogenity (CADD) silné podpofily zavaznost
téchto variant.

Ve spolupracujici laboratofi v Technische Universitdt Dresden bylo v ramci projektu testovdno zatim
11 variant (9 rekurentnich a 2 unikatni varianty) pomoci funk¢nich analyz hodnoticich kapacitu NER
reparace a transkripce.

Zatimco 6 z 11 BC/OC asociovanych variant ERCC2 testovanych v této studii zatim nebylo popsané ve
spojitosti s onemocnénim (AK zbytky 423, 450, 513, 536, 631, 746), 5 aminokyselinovych zbytkd bylo
popsano jako mutovanych u TTD: AK 461 (Botta et al. 1998), AK 487 (Viprakasit et al. 2001), AK 568
(Zhou et al. 2010), AK 592 (Nishiwaki et al. 2004) nebo XPD AK 601 (Cleaver et al. 1999). Podle
funkénich analyz nedokdzaly Ctyfi varianty proteinu ERCC2 (p.Asp423Asn, p.Argd87Trp,
p.Phe568Tyrfs a p.Arg631Cys) zvysit funkéni NER reportérového genu v plazmidu po UV ozafeni, coz
naznacuje poskozeni reparacni kapacity XPD/ERCC2. Zbyvajicich 7 testovanych variant si zachovévalo
mirnou schopnost NER. Pfi analyze vlivu na transkripci byl detekovan dominantné negativni vliv
sedmi variant ERCC2 (p.Asp423Asn, p.Leud61Val, p.Argd87Trp, p. Asp513Tyr, p.Val536Met,
p.Arg601GIn, p.Ser746fs) na expresi reportérového genu naznacujici blokovani transkripce. Celkem
tedy 10 z11 mutaci vykazovalo snizeni U¢innost reparace excizi a/nebo snizenou schopnost
transkripéni aktivace. Nejvy$si dopad na funkci proteinu vtomto ohledu vykazovaly varianty
p.Asp423Asn a p.Argd87Trp.

7.4  Analyza varianty c.657del5 genu NBN ve vztahu ke karcinomu pankreatu (Borecka et al.
2016)

Zhodnocenim klinickych a histopatologickych dat pacientl s ca prsu analyzovanych panelovym NGS
(Lhota et al. 2016) bylo zjiSténo, Ze se u 22 osob vySetfovaného souboru pacientld nebo kontrol
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vyskytovalo nadorové onemocnéni jiné diagndzy, neZ ca prsu. Tito jedinci byli ze souboru 325
pacientl pro analyzu predispozice k ca prsu vyrazeni. U jednoho z vyrazenych vzork( ze souboru
nemocnych bylo zjisténo, Ze se jedna o vzorek pacientky s diagnézou duktalniho adenokarcinomu
pankreatu, u kterého jsme potvrdili pfitomnost mutace c.657del5 v genu NBN.

Pro analyzu frekvence této varianty v populaci pacientd s ca pankreatu a kontrolni populaci byla
varianta c.657del5 genotypovana u 241 neselektovanych pacientl s duktalnim adenokarcinomem
pankreatu. Mezi témito pacienty bylo identifikovdno 5 nosicl vySetfované varianty (2,07 %).
Frekvence této varianty v kontrolni populaci byla vyznamné nizsi (2/915), coZ naznacuje, Ze nosici
varianty c.657del5 maji vyssi riziko vzniku duktalniho adenokarcinomu pankreatu (OR = 9.7; 95%Cl:
1.9-50.2; P = 0.006). Rodinna anamnéza ca pankreatu byla zdokumentovana u jednoho z péti nosicu
mutace, dalsi pacient vykazoval pozitivni nddorovou rodinnou anamnézu a treti pacientka pak
nadorovou duplicitu s ca pankreatu (ve 46 letech) a ca prsu (v 64 letech). (Borecka et al. 2016)
(Pfiloha 5).

7.5 Systém pro identifikaci sestfihovych variant mRNA zaloZeny na amplikonovém NGS (Hojny et
al. 2017)

Rada germinalnich variant postihuje konsensni setfihovd mista a jejich ddsledkem je vznik
aberantnich sestfihovych izoforem mMRNA. Tyto je nezbytné odlisit od ptirozené vznikajicich
alternativnich mRNA izoforem. Pro identifikaci alternativnich sestfihovych variant byl navrzen pfistup
zaloZzeny na multiplexni PCR (mPCR) amplifikaci vSech teoreticky moZnych exon-exonovych spojeni
s naslednou selekci dle velikosti amplikonu a charakterizaci pomoci NGS. U&innost této metody byla
prokazana na komplexnim modelu analyzy alternativnich sestfihovych variant genu BRCA1 v lidskych
leukocytech, zdravé mamarni tkani, tukové tkani a bunkach stabilnich bunécnych linii.

Klicovou casti této metody je navrZeni vSech primerovych pard pro jednotlivé prechody exon( tak,
aby forward primer cilil na 3 oblast exonu a reverse primer na 5‘ oblast exonu nasledujiciho. Pro
takovouto analyzu BRCA1 bylo navrieno 45 primerd cilicich 22 kédujicich exonll kanonického
transkriptu NM_007294 a dale i alternativni exony 11q a 13A. Primery byly pouzity pro amplifikaci
cDNA v 31 mPCR reakcich. Produkty téchto amplifikaci byly smichany a nasledné byl proveden vybér
kratkych amplikonl, odpovidajicich zkrdcenym (alternativné sestfizenym) transkriptiim, pomoci
reverzibilni imobilizace na paramagnetickych kulickdch. Z téchto PCR produktli byla pfipravena
standardni NGS knihovna pro sekvenovani na platformé Illlumina. Bioinformatickd analyza
identifikovala fragmenty s pfisluSnymi exon-exonovymi spojenimi a byl vytvofen katalog vsech
nalezenych variant pro pfislusnou tkan/bunécnou linii.

Celkem bylo timto pfistupem identifikovano 94 alternativnich sestfihovych variant BRCA1. Pouze 29
variant bylo pfitomno ve vSech testovanych tkanich, coZ potvrzuje rozdilnou expresi sestfihovych
variant BRCA1 v jednotlivych tkanich (Orban et al. 2003, Colombo et al. 2014, Romero et al. 2015).
CtyFicet dva z celkovych 94 nalezenych variant doposud nebylo popsano v predchozich studiich
(Colombo,Romero,Orban). Tato metoda umoznuje vysoce citlivou a rychlou detekci alternativnich
sestfihovych variant pro teoreticky libovolny gen.

8 DISKUSE

| pfes omezené mnoiZstvi analyzovanych vzork(, zahrnujicich 325 vysoce rizikovych pacientek s ca
prsu, nebylo 22/36 (61 %) unikatnich trunkacnich variant v DNA reparacnich genech pritomno
v databdzi ExAc a frekvence pouze Sesti variant (17 %) se neliSila mezi analyzovanym souborem a
databazi ExAc. Zaroven pouze 20/53 (38 %) unikatnich trunkacnich variant v genech neucastnicich se
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reparace DNA bylo reportovano v databazi ExAc a frekvence 13 znich (25 %) se neliSila mezi
analyzovanym souborem a databazi. Tyto ndlezy naznacuji, Ze i) alespon nékteré trunkacni varianty
nemusi zasadné zvySovat riziko ca prsu u svych nosicu a ii) Ze tento jev je pravdépodobnéjsi u genu
neucastnicich se reparace DNA.

Zajimavym nalezem této prace je vysoka frekvence potencidlné patogennich variant v péti FA genech
(FANCL, FANCM, RAD51C/FANCO, FANCE, a BRIP1/FANCJ) v 16/325 (4,9 %) vysoce rizikovych
pacientech analyzovanych pomoci NGS. Nejcastéji identifikovand trunkacni varianta v nasi studii byla
varianta ¢.1096_1099dupATTA vgenu FANCL, ktery kéduje ubikvitin ligdzu zajistujici
monoubikvitinylaci ID2, coZ je klicovym krokem v aktivaci FA drahy (Meetei et al. 2003). Varianta
€.1096_1099dupATTA byla popsana jako jedna ze dvou patogennich mutaci FANCL u pacienta bez
evidentnich hematologickych abnormalit, ktery patfil do FA-L komplementacni skupiny (Ali et al.
2009). Mutovany protein FANCL (p.T367Nfs*13) obsahuje aberantni fetézec dvandcti aminokyselin
(ktery je o tfi aminokyseliny delsi, nez wild type FANCL), ktery zasahuje do PHD/RING finger domény
katalyzujici ubikvitin ligdzovou aktivitu FANCL. Ali a kol. zjistili pomoci funkéni studie, ze In vitro tato
hypomorfni varianta sniZuje vazbu FANCL s ostatnimi. Stejnd varianta byla také identifikovdna u
turkmenského pacienta sfamilidlnim skvaméznim ca jicnu (Akbari et al. 2011). Nedavno byly
identifikovany dalsi, bialelické mutace, FANCL u tfi pfipadl VACTERL syndromu (OMIM 192350),
které ukazuji tézké, nenahodné malformace (Vetro et al. 2015). Zajimavé je, Ze bylo zatim popsano
pouze Sest FA-L pacientl, coZ Cini tuto komplementaéni skupinu velmi vzacnou.

Nase vysledky ukazujici vyssi zastoupeni varianty ¢.1096_1099dupATTA mezi vysoce rizikovymi
pacienty sca prsu, ale zdroven nizkou frekvenci mezi neselektovanymi ptipady ca prsu a mezi
nenadorovymi kontrolami, coZ naznaluje, Ze tato varianta muZe predstavovat novou alelu
predisponujici k ca prsu. JelikoZ frekvence této varianty v databazi ExAc (s nejvyssi frekvenci
pro potvrzeni vztahu této varianty k predispozici k ca prsu a jejimu moznému klinickému vyuziti,
potvrzeni rozsahlejsimi sekvenacnimi studiemi.

U genu FANCM, kédujiciho DNA helikazu, kterd pfispiva k formovani kotevniho FA komplexu, jsme
nalezli ¢tyfi trunkacni varianty u péti pacientl s ca prsu (vék diagndézy 35-57 let). Trunkacni varianty
FANCM byly neddvno popsdny ve spojeni s triple negativnim ca prsu (Kiiski et al. 2014). U tfi pacientt
(zadni z nich s triple negativnim nadorem) jsme identifikovali dfive popsanou nonsense variantu
(c.5101C>T), nebo ,exon skipping” variantu c.5791C>T. U Obou téchto variant bylo dfive prokazano
zvyseni rizika vzniku ca prsu (OR=1,86-3,93) (Kiiski et al. 2014, Peterlongo et al. 2015). Zbyvajici dvé
nami identifikované FANCM mutace zahrnovaly nonsense variantu c.1972C>T (u pacientky s luminal
B subtypem ca prsu, jejiz matka a sestra trpély bilateralnim karcinomem) a dosud nepopsanou
variantu ¢.3979 3980delCA (u pacientky s mnohocetnym vyskytem ca prsu a kolorektalniho ca
v rodiné). Asociace mezi kolorektalnim ca a germinalnimi mutacemi v genu FANCM byla neddvno
popsana v nadorové tkani (vietné delece somatické wt alely), ziskané ze dvou nosicl varianty
€.5791C>T (Smith et al. 2013). S ohledem na nejnovéjsi studie a vysledky nasi analyzy se zd3, Ze vztah
trunkacnich variant FANCM k predispozici k ca prsu, mize byt obdobny, jako je u trunkacnich variant
genu CHEK?2 (Kiiski et al. 2014).

Identifikovali jsme také tfi nosi¢e mutaci v genu RAD51C/FANCO (0,9 % pacient(, vék 32. 35 a 41 let).
Mutace RAD51C byly plvodné popsany jako varianty predisponujici k ca ovaria (Loveday et al. 2012),
nicméné, posledni data poukazuji také na predispozici k ca prsu (Couch et al. 2015). Dva ze Ctyr
pacientU s ca prsu byli nosi¢i nonsense mutace c.502A>T (p.R168X) a jeden sestfihové varianty c.905-
2_1delAG, ktera zpUsobuje deleci exonu 7 a posun cteciho rdmce. Nedavno byly popsany dvé dalsi
patogenni varianty u dvou pacientek s ca ovaria (Janatova et al. 2015). Tato data naznacuji, Ze
mutace v genu RAD51C, mohou ovliviiovat az 1 % vysoce rizikovych, BRCA1/BRCA2 negativnich
pacient( s ca prsu, nebo ovaria v ¢eské populaci.

15



V nasi studii byli téZ identifikovani dva nosi¢i mutaci ve FANCE a BRIP1/FANCJ s Her2+ ca prsu. Obé
mutace byly dfive reportovany ve spojitosti s ca jicnu (Akbari et al. 2011) a triplenegativnim ca prsu
(Couch et al. 2015).

Dale byly v ramci projektu nalezeny vzacné varianty v fadé dalsich gent, kodujicich DNA reparaéni
proteiny (véetné ATM, CHEK2, BLM, WRN, RAD51D a XRCC4), Ucastnici se opravy dvouretézcovych
zlom( DNA a které byly jiZ dfive popsany ve spojitosti s ca prsu. Zaroven byla také identifikovana rada
variant v genech kddujicich proteiny Ucastnicich se ostatnich DNA reparacnich drah. Mimo jiné, je
zajimavym kandidatnim genem EXO1, ktery koduje exonukledzu zucastnénou v mnozstvi rlznych
procesu reparace DNA. Kromé dvou indel variant (u pacientek s ca prsu diagnostikovanych ve véku 29
a 44 let), byla identifikovana popsana sestfihova varianta ¢.2212-1G>C (u pacientky s bazdlnim ca
prsu s diagndzou ve 37 letech), ktera zplsobuje in-frame deleci Sesti aminokyselin Géastnicich se
interakce EXO1 s MSH2 v pribéhu procesu DNA missmatch repair (Rasmussen et al. 2000). V rozporu
s nasi analyzou RNA, popsali Wu a kolektiv tutéZ variantu jako variantu posunujici ¢teci ramec u
pacienta s hereditarnim nenpolypdznim karcinomem kolorekta (Wu et al. 2001). PrestoZe jsme
nenalezli dalsi PCR fragmenty pfi analyze RNA (resp. cDNA) z lymfocyt(i nosi¢ky této mutace, nelze
vyloucit pfitomnost alternativnich procesl sestfihu mRNA, jejichZ produkty mohou byt degradovany
prostiednictvim nonsense mediated decay (NMD). V genu EXO1 jsme navic identifikovali dvé
prioritizované missense varianty (p.E109K a p.S369R) u péti pacient( s ca prsu a pozitivni rodinou
historii. U tfi z nich doslo zaroven k rozvoji druhotného nadorového onemocnéni (Hodgkinlv lymfom,
medularni ca stitné Zlazy a ca ovaria). Kombinacéni analyza pfitomnosti mutaci v EXO1 a zaroven
v dalSich genech, zucastnénych napt. v NER (nucleotide excision repair; ERCC2, ERCC6), naznacuje, Ze
naruseni téchto reparacnich procesli mize zvySovat nddorovou predispozici, véetné predispozice ke
vzniku ca prsu. Mira s jakou mohou tyto vzacné varianty pfispivat k rozvoji ca prsu a dalsich nadord,
bude nepochybné predmétem dalSich studii. Takové badani je nezbytné predevsim pro geny, u
kterych nebyly doposud nalezeny 7adné dédi¢né varianty (napf. MGMT).

Vramci mezindrodni spoluprdce byly nalezeny trunkacni, potencidlné kauzalni varianty vyse
zminéného genu ERCC2. Krom vyznamné funkce ERCC2 v NER opravach genomové DNA (Takayama
et al. 1995), hraje tento protein duleZitou roli v bazalni bunécné transkripci jako soucast
transkripéniho faktoru IIH (Singh et al. 2015). Nejlépe popsané dédi¢né onemocnéni spojené
s bialelickymi mutacemi v ERCC2 je Xeroderma Pigmentosum, typ D (XPD, OMIM278730), syndrom
charakterizovany extrémni fotosenzitivitou kiize a ¢asnym vznikem koZznich tumord (Lehmann et al.
2014). Proto je ERCC2 nadéjnym kandidatnim nadorové predispozi¢nim genem. Na druhé strané
mohou bialelické mutace ERCC2 také vést k syndromlm bez zvySené predispozice k vyvoji nadord,
naptiklad Trichothiodystrofie 1 (TTD; OMIM 601675) a cerebrookulofascioskeletalni syndrom (COFS2;
OMIM610756). Tyto skutec¢nosti naznacuji, Ze ne vSechny funkéné relevantni mutace ERCC2 zvysuji
nadorovou predispozici u nosicl. Z vysledkll tohoto projektu také vyplyva, ze uzemné specifické
databazi. JelikoZz genotypova data umoznuji lokalizovat geograficky pivod daného jedince v rozmezi
stovek kilometr (Novembre et al. 2008), mél by byt termin , regionalné specificky“ definovany jako
,méné, nez 300 km od mista nabéru“. Proto maji regiondlné specifické kontroly jesté vétsi
vyznamnost, neZ populacné specifické kontroly, nebot populace se mezi sebou misi, obzvlasté
v regionech blizkych k hranicim. Napfiklad varianta p.Phe568fs byla zachycena pouze jednou
v némeckém souboru pacientll s BC/OC a ani jednou mezi 1844 némeckymi kontrolami. Na zakladé
populacné specifickych dat bychom byli nadseni z takového nalezu. Nicméné tento némecky pacient
pochazel z Drazdan, vzdalenych 118km od Prahy a stejnd mutace byla nalezena dvakrat v malém
souboru 105 nendadorovych kontrol naseho PraZského souboru. Tato zjisténi vyzdvihuji vyznam
regionalnich kontrol a multinarodnich studii pro spolehlivou evaluaci variant.
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Za ucelem identifikace genetickych variant i u gen(, jejichZ proteinové produkty se neucastni
reparace DNA, bylo sekvenovano 448 gend, které byly zminény ve studiich, zabyvajicich se ca prsu.
Podobné jako u DNA reparacnich genu, byla pozornost zamérena na pritomnost potencionalné
Skodlivych dédicnych variant, které zahrnovaly trunkacni mutace a sestfihové alterace. Takové
varianty byly nalezeny u 48 gen(. Dotcéené geny byly rucné rozdéleny do osmi funkcéné pribuznych
skupin.

Nejcastéjsi varianty (u 16 pacientl) byly nalezeny v genech, které koduji enzymy zucastnéné
v syntéze steroidnich hormond, jejich obratu a v ERP (ESR2), ktery zprostfedkovava intracelularni
signalizaci zavislou na estrogenu. Tato skupina obsahovala ptredevsim geny zrodiny cytochromu
p450, jejichz produkty pfispivaji k biosyntéze estrogenu (CYP11A1, CYP17A1, CYP19A1), nebo jeho
metabolismu (CYP3A5, CYP1A2), jak bylo shrnuto v (Blackburn et al. 2015). JelikoZ estrogen a jeho
metabolity ovliviiuji vznik ca prsu prostfednictvim bunécné proliferace, mohou CYP geny Ucastnici se
metabolizmu estrogenu pfispivat k riziku vzniku ca prsu. Je s podivem, Ze prestoze fada studii
analyzovala polymorfizmy, nebo expresi CYP gen(l u pacientl s ca prsu, nebyla doposud ucinéna
Zadna systematickd mutacni analyza téchto genl u nadorovych pacientd. Varianty v CYP11A1 a
CYP17A1 nalezené u pacientl s Her2+ ca prsu byly dfive popsany u homozygotl, nebo sloZzenych
heterozygotll s adrendlni insuficienci (Hiort et al. 2005) a kongenitalni adrenalni hyperplazii (OMIM
201910) (Hwang et al. 2011). Hopper a kol. popsali heterozygotni mutaci p.R239* v genu CYP17A1 u
tfi BRCA1/2 negativnich mladych sester s ca prsu a hypotetizuji, Ze tato varianta je zodpovédna za
dominantné dédi¢ny a pravdépodobné vysoce rizikovy ca prsu (Hopper et al. 2005). V nasem souboru
byla také nalezena varianta v genu NQO2, kédujici chinon reduktdzu, kterd eliminuje chinony
estrogenu zodpovédné za karcinogenezi zplsobenou estrogenem (Gaikwad et al. 2009). U jednoho
pacienta byla nalezena mutace v genu ESR2, ktery kéduje Erf s antiproliferativni signalizaci (Caiazza
et al. 2015). Velké zastoupeni pacientll s konstitutivnimi mutacemi v genech metabolizmu steroidnich
hormonu podporuje hypotéza Hopper a kol. (Hopper et al. 2005), ktery navrhuje, Ze kauzélni mutace
v genech metabolizmu steroidnich hormonl, mohou predstavovat novy patofyziologicky
mechanizmus spojujici genetické a environmentalni interakce s nddorovou predispozici.

Jednim z vedlejSich védeckych poznatk(l této prace a podnétu k dalSimu studiu je ndhodny nalez
varianty c.657del5 v genu NBN u pacienta s ca pankreatu a ndsledna analyza na rozSifeném souboru
pacientll s timto onemocnénim a na kontrolni nenadorové populaci. Doposud nejvyssi frekvence
nosi¢d mutace v genu NBN (3,7 % pacientl) byla nalezena u pacientll s ca prsu ze stfedni a vychodni
Evropy (Gorski et al. 2003). Pozdéjsi metaanalyzy ukazaly, Ze c.657del5 je stfedné penetrantni alela
pro ca prsu (OR = 2.51; 95%Cl: 1.68-3.73) a lymfom (OR = 2.93; 95%Cl: 1.62—5.29) a zaroven silné
zvysuje riziko ca prostaty (OR=5.87; 95%Cl: 2.51-13.75) (Gao et al. 2013). Asociace germindlnich
mutaci v NBN s predispozici k ca prsu vedla k zahrnuti NBN do NGS analyz pomoci multinadorovych
sekvenacnich panelll (Couch et al. 2015). Zatimco ve dvou studiich analyzujicich varianty pomoci
panelového testovani u pacientl s ca pankreatu nebyly nalezeny zadné trunkac¢ni mutace v genu NBN
(Grant et al. 2015, Roberts et al. 2016), v praci Hu a kolektivu byla nalezena jednou varianta
c.657del5 mezi96 pacienty (Hu et al. 2016). Recentné provedla skupina Lener a kol. analyzu deseti
prevalentnich zakladatelskych mutaci v genech BRCA1, CHEK2, PALB2 a NBN (v¢. c.657del5) u 383
pacientl s ca pankreatu a nalezli 8 nosi¢ll této mutace (2,09 %), coZ naznacuje zvySené riziko ca u
nosicd varianty c.657del5 v polské populaci (OR = 3.8; 95%Cl: 1.68—8.60)(Lener et al. 2016). Nase
vysledky a vysledky prace Lener a kol. naznacuji, Ze varianta c.657del5 muze byt nova predisponujici
alela vyznammné zvysujici riziko ca pankreatu. Kombinované OR vypoctené ze souhrnného poctu
vzorkd nasi a Lener a kol. prace (624 pacientl s ca pankreatu — 13 nosicl varianty c.657del5 a 4915
kontrol — 24 nosicl) cini 4,33 (95%Cl 2.2-8.56; p<0.001) (Borecka et al. 2016). Nicméné bude
zapotrebi dalSich studii s vétSimi soubory testovanych osob véetné segregacnich analyz pro potvrzeni
naseho pozorovani.
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Vysledky této prace byly vychodiskem pro vyvoj klinicky aplikovaného panelu CZECANCA (CZEch
CAncer panel for Clinical Application) (Soukupova et al. 2018) slouziciho pro identifikaci kauzalnich
variant u jedincl z rodin s vyskytem hereditarnich nddorovych onemocnéni. Pfi vyvoji jsme uplatnili
zkusenosti a optimalizované postupy designu, laboratorni metodiky i bioinformatické analyzy
panelového sekvenovani, které je pfredmétem predkladané prace. CZECANCA panel je od roku 2015
vyuzivan klinickymi genetickymi laboratofemi v Ceské republice, které se podileji na tvorbé koncensu
zpracovani a interpretace sekvenacnich dat prostfednictvim pravidelnych pracovnich setkani.

Do soucasné doby se do projektu CZECANCA zapojilo 8 laboratofi a bylo vySetfeno vice, nez 5 tisic
klinickych a vyzkumnych vzork(l. Podafilo se tak posunout genetické vysetfovani nadorovych heredit
od nékolikagenového testovani k multigenové analyze zajistujici Uspésnéjsi identifikaci kauzalni
predispozice u vysoce rizikovych rodin, kterym lze nabidnout terapeutickou a preventivni péci.
Pfedevsim se nyni diky projektu CZECANCA dafi unifikovat poskytovanou péci genetického testovani
z hlediska kvality, rozsahu vysetfovanych gen( a predevsim klinické interpretace.

9 ZAVER

Incidence ca prsu ma vCeské republice trvale rostouci tendenci. Vznik tohoto nadorového
onemocnéni je nasledkem hromadéni alteraci gend, které jsou z vétsiny Gcastny v reparaci genomové
DNA a regulaci bunéc¢ného cyklu. Za vyznamnou ¢ast hereditarnich pfipadd ca prsu jsou zodpovédné
dédicné alterace genli BRCA1 a BRCA2 a nékolika malo dalSich gen0 s vysokou, ¢i stfedni penetranci.
Znacna Cast pripadl tohoto onemocnéni vsak zlstava bez objasnéné genetické pfriciny.

Cilem prace byla identifikace alteraci genl predisponujicich ke vzniku dédi¢né formy ca prsu v ¢eské
populaci pacientek s mnohocetnym vyskytem tohoto onemocnéni v rodiné. Analyza byla zamérena
také na otdzku vyznamu alteraci v genech kdédujicich proteiny podilejicich se na opravach genomové
DNA.

Predkladana prace shrnuje obsahlou analyzu gent predisponujicich k ca prsu v ¢eské populaci vysoce
rizikovych pacientll sca prsu, ktefi byli negativné testovani na pfitomnost mutaci v genech
BRCA1/BRCA2/PALB2. Tato analyza identifikovala trunkaéni mutace u 32 % pacientd. Pouze 9 %
pacientl byli nosici trunkacnich variant v genech zahrnutych do soucasnych klinickych NGS panel
vyuzivanych v predikci ca prsu. Vysledky prace také ukazuji zvySené zastoupeni varianty
€.1096_1099dupATTA v genu FANCL u vysoce rizikovych pacient(l. Tato skutecnost ukazuje, Ze FANCL
(nebo spiSe pouze tato varianta) mlZe obsahovat novou predispozicni alelu pro ca prsu, jejiz
vyznamnost je nezbytné potvrdit vétSimi studiemi. Dale je zajimavé, Ze byly identifikovany i trunkacni
varianty ve skupiné gend cytochromu p450, které koduji enzymy metabolizmu steroidnich hormond,
u 5 % pacientll sca prsu. Proto miZe tato funkéni skupina gen( prispét k vysvétleni doposud
neodhalené, chybéjici dédi¢nosti ca prsu u vysoce rizikovych pacientll. Z prace vyplynul i vedlejsi
projekt, pfi kterém byla po vysetfeni rozsifeného souboru identifikovana varianta c.657del5 genu
NBN jako potenciondlné predispozi¢ni pro ca pankreatu. Nicméné pro potvrzeni vySe uvedenych
hypotéz, bude nezbytné provedeni dalSich studii, prevdiné z divodu omezenych poctl testovanych
osob. Vysledky projektu byly také soucasti mezindrodni spoluprace evaluujici varianty genu ERCC2, ze
které vyplynula jasna potfeba vysSetfovani genetického pozadi pomoci sekvenacnich projektl
kontrolnich osob a multinarodnich studii pro spolehlivou evaluaci variant. Prace potvrzuje vhodnost
zvoleného pfistupu panelového NGS pro identifikaci obecnych i populacné specifickych variant gen
predisponujicich k nddorovému onemocnéni, vtomto pfipadé hereditarnimu ca prsu a zaroven
identifikaci moznych novych kandidatnich gen(. Zkusenosti nabyté pti vyvoji a analyze dat tohoto
projektu byly Uspésné implementovany vramci klinické aplikace panelu CZECANCA, ktery je
v soucasnosti vyznamnym diagnostickym nastrojem pro vysSetfeni hereditarnich ndadorovych
syndrom( v Ceské republice.
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