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Néazev vySetieni: Kolorektalni karcinom a karcinom pankreatu -

NGS panel 13 genti (analyza celych gend, jejich kddujicich oblasti a mist sesttihu: APC,

BRAF, CTNNB1, KRAS, MLH1, MSH2, MSH6, MYC, PIK3CA, PMS2, PTEN, STK11,

TP53)

Kolorektalni karcinom (CRC) je nddorové onemocnéni traviciho systému postihujici tlusté
stievo a kone¢nik. Riziko rozvoje onemocnéni CRC je asi 4-5 % a toto riziko je spojeno s
vékem, chronickymi onemocnénimi a zivotnim stylem. CRC je také zplisobeno mutacemi v
onkogenech, tumor supresorovych genech a genech souvisejicich s mechanismy opravy DNA.
Podle ptivodu mutace 1ze kolorektalni karcinomy klasifikovat jako sporadické (70 %); vrozené
(5 %) a familiarni (25 %).

Molekularni patogeneze sporadického karcinomu je heterogenni, protoZze mutace mohou cilit
na rizné geny, zejména geny jako c-MYC, KRAS, BRAF, PIK3CA, PTEN mohou byt pouzity
jako prediktivni markery pro vysledek pacienta. Ptiblizn¢ 70 % piipadti CRC vsak nasleduje
po specifické posloupnosti mutaci, které jsou poté pievedeny do specifické morfologické
sekvence, pocinaje tvorbou adenomu a konce karcinomem. Prvni mutace se vyskytuje v APC,
tumor supresorovém genu, spoustéjicim tvorbu nemalignich adenomt, nazyvanych také
polypy. Pfiblizn€ 15 % téchto adenomii se béhem 10 let zméni v karcinom. Po této APC mutaci
nasleduji mutace v KRAS a TP53.

Vrozené typy rakoviny jsou zplisobeny zdédénymi mutacemi, které ovliviiuji jednu z alel
mutovaného genu, coz znamena, ze bodova mutace v druhé alele spusti vznik nadorové bunky
a nasledn¢ karcinomu. Aby bylo mozné vytvorit presnéjsi klasifikaci vrozenych nadort, byly
stanoveny dvé skupiny, polyp6zni a nepolypdzni formy. Polyp6zni varianta zahrnuje ptedevsim
familiarni adenomatozni polypozu (FAP), kterd je charakterizovdna tvorbou mnohocetnych
potencialné malignich polypt v tlustém stfeveé. Naproti tomu dédi¢ny nepolypozni kolorektalni
karcinom (HNPCC) souvisi s mutacemi v mechanismech opravy DNA. Hlavni pti¢inou
HNPCC je Lynchtiv syndrom, ktery je zptisoben dédi¢nymi mutacemi v jedné z alel kodujicich
proteiny opravy DNA, jako jsou MSH2, MLH1, MLH6 a PMS2. Lynchliv syndrom lze nalézt
u 2-3 % vsech ptipadl kolorektdlniho karcinomu, a je proto nejcastéjSim syndromem ve
skupiné HNPCC. Familiarni kolorektalni karcinom ptedstavuje ptiblizné 25 % vSech piipadl a
je také zplsoben dédicnymi mutacemi, ackoli sdm o sob¢ neni klasifikovan jako dédicny
karcinom, protoze nemuze byt zahrnut do zadné dédicné varianty karcinomu.

Spatna véasna diagnéza u karcinomu slinivky biini byla diive pfipisovana pozdnim
ptiznaklim. V priib¢hu let se zlepsila diagnostika rakoviny slinivky bfi$ni, coz mize byt spojeno
s pokrokem v zobrazovacich technikach a také s rostoucimi znalostmi o genetice. Ke
zvySenému riziku rakoviny slinivky bfiSni pfispivaji rizikové faktory: koufeni, nadvaha,
obezita, expozice chemikaliim (benzen, petrochemie, barviva a pesticidy), veék, pohlavi, rasa,
rodinna anamnéza, dédicné genetické syndromy, cukrovka, chronicka pankreatitida, cirhdza
jater, zalude¢ni problémy, diety, kéava a alkohol.

APC - antagonista signaliza¢ni drahy WNT, zapojen také do dalSich buné€nych procest jako
je migrace, adheze, transkrip¢ni aktivace a apoptdza.
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BRAF - koduje kinasu umisténou v EGFR signdlni draze za KRAS.

Nejcastéji mutaci BRAF je missense mutace (V600E), kterd vede k aberantni aktivaci MEK-
ERK drahy a CRC karcinogenezi. Predpoklada se, ze v ptipad¢ nadorti bez mutace (wt) genu
KRAS mize mit mutace BRAF prediktivni/prognostickou roli v odpovédi na anti-EGFR 1é¢iva.

CTNNB1 - B-Catenin hraje kli¢ovou roli v signalizaci Wnt kaskéada. B-Catenin je mutovan az
u 10 % vsech sporadicky kolorektalni karcinom. Bylo zjisténo, ze buiniky obsahujici mutantni
APC maji zvysené hladiny B-kateninu a 80 % pfipadd rakoviny tlustého stieva maji APC
mutace.

KRAS - patii do rodiny RAS (retrovirus associated DNA sequences) ptivodné¢ izolovanych z
mysSich sarcoma virt.. Sekvence vSech RAS genti jsou vysoce konzervovany a maji podobnou
exon intronovou strukturu.Proteinovym produktem je p21 protein s vnitini GTPazovou
aktivitou. Je soucasti signalnich bunécnych kaskad, které zprostfedkovavaji ptenos signala z
aktivovanych receptortt do buné¢ného jadra a tak stimuluji bunécnou proliferaci a diferenciaci.

MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 - Lynchiv syndrom je autozomalné¢ dominantn¢ dédi¢ny
syndrom, ktery je zptisoben zarode¢nymi mutacemi genti pro reparaci DNA, jako jsou MLHI,
MSH2, MSH6 a PMS2. 90% mutaci CRC je v genech MLH1a MLH2. Gen PMS2 poskytuje
instrukce pro tvorbu proteinu, ktery hraje zasadni roli pti opravé DNA (pfi replikaci DNA).

MYC - indukuje tumorigenezi tim, Ze obchazi kontrolni body bunétné proliferace, apoptdzy
a/nebo starnuti. Pfi supresi MYC jsou tyto bariéry obnoveny, coZ umoziuje trvalou regresi
nadoru.

PIK3CA - katalyticka podjednotka PI3K, je mutovana v mnoha riznych naddorech, véetné¢ CRC.
Mutace PIK3CA nalézame u 10-20 % CRC, asi 80 % mutaci nalezenych ve dvou hot spotech
v exonu 9 a exonu 20. U CRC divokého typu RAS byly mutace PIK3CA spojeny s hor$im
klinickym vysledkem a negativni predikci odpovédi na cilenou terapii anti-EGFR
monoklonalnimi protilatkami. Mutace PIK3CA se jevi jako slibny prediktivni biomarker.

PTEN -role v supresi PI3K-AKT-mTOR signalni drahy, kterou je regulovano buné¢né pieziti,
proliferece a hospodaieni s energii.

STK11 (také nazyvany LKB1) - poskytuje instrukce pro tvorbu enzymu serin/threonin kinaza
11. Tento enzym ma roli nadorového supresoru.

TP53 - reguluje odpovéd’ na bunécny stres, expresi gend, zahrnutych v zastaveni bunééného
cyklu, apoptoze a opravé DNA.

Pri tvorbé knihovny je pouzivano dmplifikacni obohaceni. Pokud by se zjistila jakdkoliv
odchylka, napr. nedostatecné mnozstvi osekvenovanych readu, jejich horsi kvalita,
nedostatecné pokryti jednotlivych usekii, apod., sekvenacni béh se opakuje.

V pripadé nalezeni patologické ¢i suspektné patologické varianty analyzou NGS dat, se jeji

pritomnost potvrzuje Sangerovym sekvenovanim.
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V' ramci hodnoceni NGS dat jsou filtry nastaveny tak, aby byly

analyzovany pouze vySe uvedené geny vyzadané Iékarem. Nedochazi tedy k
sekunddarnim/nevyzadanym naleziim.

Jednotky: -

Referencni hodnoty:

Nalezené varianty fadime dle ¢inku do kategorii: patologicka, suspektné patologicka,
varianta nejasného vyznamu, suspektné benigni a varianta benigni. Nalezené varianty jsou
detailnéji popsany v zavérecné zprave.

Varianty suspektné benigni nebo benigni vydavame ke zpraveé na vyzadani.

Odbér:

- Nesrazliva periferni krev 2x (1x pro verifikaci ptipadného pozitiviho vysedku), zkumavka
s protisrazlivou latkou KsEDTA nebo citratem sodnym

- Krev nesmi byt odebrana do heparinu!

- Pro molekularné genetické vysetieni staci 2 ml krve v malé zkumavce.

- Odbér neni tieba provadét na lacno!

- Odebrany material (krev) je tfeba skladovat pii 4-8°C, pokud neni bezprosttedné po odbéru
zaslan do laboratofe. Za téchto podminek je mozné uchovavat biologicky material 7 dni.
Pokud se ptredpoklada delsi uskladnéni pted odeslanim do laboratote, je vhodné odebrany
biologicky material zamrazit.

Biologicky material: 2x nesrazliva periferni krev
Provadi se: 1 x 45 dnl
Doba odezvy: 45 pracovnich dnii




