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Uvod: Zavedeni sekvenovani nové generace (NGS) do diagnostiky dédiéné nadorové predispozice je
vyznamnym pfinosem, protoze umoznuje komplexni analyzu exon0 a pfilehlych intronovych oblasti
znamych predispozicnich gen( v kratkém case. Testovani s vyuzitim NGS s sebou ale nese také uskali v
podobé identifikace rady variant nejasného klinického vyznamu (VUS), které interpretaci nalezu
komplikuji, v€etné variant potencidlné postihujicich sestfih pre-mRNA. Komplikaci RNA analyz
narodovych predispozicnich gend byva casto jejich nizkd exprese (pouze v jednotkach na milion
transkriptli, TPM), proto neni vhodné pro tato vysSetreni vyuZivat pristup RNAseq (sekvenovani celého
transkriptomu).

Cile: Cilem prace bylo zavedeni RNA analyz pfistupem cileného NGS a nasledné i) identifikovat, jaké se
u nadorovych predispozi¢nich genl vyskytuji alternativni sestfihové varianty a v kontextu s touto
znalosti ii) posoudit, zda VUS identifikované na urovni DNA postihuji proces sestfihu mRNA (aberantni
sestfih).

Metodika: Vysetfeny byly vzorky RNA od pacientld s nddorovym onemocnénim, u kterych byla na
urovni zarodecné DNA identifikovana variant potencialné postihujici sestfih mRNA. Pro vySetieni byla
vyuZita celkovd RNA z leukocytl periferni nesrazlivé krve (odbér do Tempus™ Blood RNA Tube) a
izolovana s vyuzitim Tempus™ Spin RNA Isolation Kit podle protokolu vyrobce. Pfiprava RNA knihovny
byla provedena pomoci KAPA HyperCap Workflow v3.0 s vyuzitim KAPA RNA HyperPrep kit a
hybridizaénich préb KAPA HyperChoice (vSe Roche), sekvenovani pomoci NextSeq 500/550 Mid Output
Kit v2.5 (150 cykld) na pfistroji NextSeq (lllumina). Sekvenacni data byla hodnocena s vyuZitim
bioinformatického pfristupu SpliceLauncher, vizualizace ndlezi pomoci prohlizeCe Integrative
Genomics Viewer (IGV).

Vysledky: Zavedeny pfistup umoznil identifikovat alternativni sestfihové varianty vyskytujici se v RNA
z leukocytll periferni nesrazlivé krve v nadorovych predispozi¢nich genech (véetné APC, ATM, BARD1,
BRCA1, BRCA2, CHEK2, MLH1, MSH2, MSH6, NBN, PALB2, RAD51C, RAD51D a TP53). Se znalosti tohoto
pozadi ndsledné interpretovat dopad u > 100 testovanych VUS na sestfih mRNA.

Zavér: Cilena NGS analyza RNA umoziuje komplexné testovat expresi a pritomnost alternativnich i
aberantnich sestfihovych variant v nddorovych predispozi¢nich genech. Optimalizaci pfistupu je mozno
vySetfit také nizce exprimované geny. Kapacita vySetfeni je srovnatelnd s NGS analyzami provadénymi
na urovni DNA. Limitaci pfistupu je proti DNA analyzam podminka, Ze dany gen zajmu musi byt ve
vySetfované tkani exprimovany. NGS analyza na uUrovni RNA je vhodnym doplikem k rutinné
provadénym DNA vysSetienim, ktery umoznuje v fadé pripad( preklasifikovat VUS na pravdépodobné
benigni/patogenni, a tim zlepsit proces diagnostiky nadorové predispozice.

Prdce byla podporena projekty MZ CR NU20-03-00285, NU20-03-00283, NV18-03-00024 a RVO-VFN
64165.



