MO MasarykGv onkologicky ustav
U Masaryky Oddéleni epidemiologie a genetiky nadorti — laborator
onkologicky Zluty kopec 7, 656 53 Brno
Verze: 13. LABORATORNI PRIRUCKA STRANA:  1/22

Laboratorni prirucka

Pro uzivatele sluzeb
Oddéleni epidemiologie a genetiky nadori - laborator,
odbornost: 816 — Laboratoi 1ékarské genetiky

Vypracovali: RNDr. Eva Machac¢kova, Ph.D.
Mgr. Jana Hazova

Hana Pavla

Kontrola manaZerem kvality: RNDr. Eva Macha¢kova, Ph.D.
Schvalil: doc. MUDr. Lenka Foretova, Ph.D.
Datum platnosti: od 4.9.2023

Datum vydani: 4.9.2023




MO

U Masarykiv

Masarykuv onkologicky ustav
Oddéleni epidemiologie a genetiky nadorti — laborator

onkologicky Zluty kopec 7, 656 53 Brno
Verze: 13. LABORATORNi PvRiRUéKA STRANA: 2/22
OBSAH

1. Uvodni informace
2. Definice a zkratky
3. Informace o laboratofi

3.1

3.2
3.3
3.4
3.5
3.6

3.7
3.8
3.9

Identifikace pracovisté a dilezité kontaktni udaje

3.1.1  Identifika¢ni udaje Masarykova onkologického ustavu
3.1.2  Identifika¢ni udaje oddéleni

Organizace, vnitini za¢lenéni a zaméteni laboratofe
Identifikacni udaje laboratofe a personalni zajisténi odbornosti
Uroveti a stav akreditace pracovisté

Ptehled akreditovanych laboratornich vySetieni

Ptehled vSech nabizenych laboratornich vysetieni

3.6.1 Vysetfeni indikovana klinickym genetikem

3.6.2 Vysetfeni indikovana klinickym lé¢kafem

Zékladni piehled metod pouzivanych v laboratofi

Casova dostupnost vysledkil vySetfeni

Flexibilni rozsah akreditace

4. Ptirucka pro odbér primarnich vzorkl

41
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
411

Zékladni informace

Pozadavky na vstupni dokumenty k biologickému materialu
Pozadavky na urgentni vySetieni

Ustni pozadavky na vysetieni

Pozadovany odbérovy systém

Ptiprava pacienta pied odbérem

Odbér vendzni nesrazlivé krve a oznaceni vzorku
Pozadavky na mnozstvi vstupniho materialu k vysetteni
Pozadavky na transport vzorka

Kritéria pro pfijeti vzorkt k laboratornimu vysetieni

Kritéria pro odmitnuti odbérového materialu

5. Vydavani vysledkt a komunikace s laboratofi

5.1
5.2
53
54
5.5

Vydavani vysledka

Hlaseni vysledku v kritickych intervalech
Vydavani vysledkt pfimo pacientim
Dodate¢na vysetteni

Zmény vysledkil a nalezt

Intervaly od dodani vzorku k vydéani nalezu

Konzulta¢ni ¢innost laboratoie

6
7
8.  Zpusob feseni stiznosti
9

Vysetfovani smluvnimi laboratotfemi

[y

10. Zakladni informace k poskytovanym vySetfenim (nejcastéjsi indikace)

10.1
10.2
10.3
10.4
10.5
10.6

Analyza genl metodou masivniho paralelniho sekvenovani

Hereditarni syndrom nadoru prsu a/nebo ovaria

Hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom (HNPCC, Lynchtv syndrom):
Hereditarni polyp6zni syndromy traviciho traktu s vysokym rizikem malignizace
Hereditarni syndrom Li-Fraumeni

Dalsi vzacngjsi formy dédi¢né predispozice k nadorovému onemocnéni

Datum vydani: 4.9.2023




MO MasarykGv onkologicky ustav
U Masaryky Oddéleni epidemiologie a genetiky nadorti — laborator
onkologicky Zluty kopec 7, 656 53 Brno
Verze: 13. LABORATORNI PRIRUCKA STRANA:  3/22

10.7 Farmakogenetické vySetfeni
10.7.1 Varianty v genu DPYD
10.7.2  Gilbertav syndrom (promotor genu UGT1AL)
10.7.3 Trombofilni mutace

11. Ptilohy (zddanka na vySetieni, informovany souhlas vysetfovaného)

1. Uvodni informace

Laboratorni ptiru¢ku vydava Oddéleni epidemiologie a genetiky nadort — laboratof pro zlep$eni komunikace s uzivateli
laboratornich sluzeb: pro klinické 1ékare a zdravotnicky personal. Informuje o nabidce vySetfeni a poskytuje zakladni
informace o pozadavcich na primarni vzorky, preanalytickych a analytickych procesech v laboratofi, vydavani vysledkt a
zpisobu komunikace s laboratofi.

Obsah laboratorni ptiru¢ky vychazi z doporuceni narodnich akredita¢nich standardi pro klinické laboratofe a je sestaven

v souladu s mezinarodni normou CSN EN ISO 15189 ,,Zdravotnické laboratote — Zvlastni pozadavky na kvalitu a
zpusobilost*.

Laboratorni pfirucka bude k dispozici vyhradné v elektronické podob¢, volné dostupna na webovych strankach Masarykova
onkologického ustavu.

Da se predpokladat, Ze v budoucnu se aktualizace laboratorniho manualu nejvice dotknou nabidky laboratornich vysetfeni a
inovace pouzitych laboratornich postupt vysetfeni. Laboratorni pfirucka bude tedy prubézné aktualizovana podle potieb
klinické a laboratorni praxe. Aktualni verze bude dostupna na www.mou.cz (Uvod >> Nase pracovi§té >> Zdravotnicka
pracovisté >> Oddéleni epidemiologie a genetiky nadori >> OEGN-laboratoi’). Nové vydani laboratorni pfiruc¢ky bude
vzdy rozpoznatelné dle data vydani uvedeného v zapati dokumentu.

2. Definice a zkratky

CNV analyza  ,,Copy Number Variation“ - Vv textu pouzito ve smyslu bioinformatické analyzy umoziujici detekci
rozsahlych intragenovych deleci/duplikaci postihujicich celé exony genti na zakladé zmény v pokryti
analyzovanych oblasti

DNA Deoxyribonukleova kyselina

EMQN European Molecular Genetics Quality Network

EQA externi kontrola kvality

HNPCC Hereditarni nepolypozni kolorektalni karcinom (=Lynchtiv syndrom)

HRM VysokorozliSovaci analyza kiivek tani (High Resolution Melting)

MLPA Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification: detekce rozsahlych intragenovych deleci/duplikaci
postihujicich celé exony geny

MOU Masaryktiv onkologicky ustav

MPS = NGS masivni paralelni sekvenovani = sekvenovani nové generace

NIS Nemocni¢ni Informacéni Systém

Odbornost 816  Laboratof 1ékatské genetiky

OEGN Oddé¢leni epidemiologie a genetiky nadora

OLM Oddéleni laboratorni mediciny (pracovisté MOU)

PCR Polymerazova cyklicka amplifikace

Zadanka = pozadavkovy list

Datum vydani: 4.9.2023
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3. Informace o laboratori

3.1 Identifikace pracovisté a dilezité kontaktni udaje

Molekularn¢ geneticka laboratof spada pod Oddeéleni epidemiologie a genetiky nador, které je soucasti Masarykova
onkologického ustavu (dale jen MOU) v Brné. MOU je statni piispévkovou organizaci, jejimz ziizovatelem je Ministerstvo
zdravotnictvi CR.

3.1.1 Identifika¢ni udaje Masarykova onkologického tstavu

Nazev: Masaryktv onkologicky tstav
Adresa: Zluty kopec 543/7, 656 53 Brno
ICO: 00209805

DIC: CZ00209805

Telefon: +420543131111 (ustfedna)
Fax: +420543131169

E-mail: direct@mou.cz

3.1.2 ldentifika¢ni udaje oddéleni

Néazev: Oddéleni epidemiologie a genetiky nadort (dale jen OEGN)
Adresa: Zluty kopec 7, 656 53 Brno

Vedouci oddéleni: prim. Doc. MUDr. Lenka Foretova, Ph.D.

Telefon: +420543136900

Fax: +420543136907

3.2 Organizace, vnitini za¢lenéni a zaméieni laboratoie

Oddg¢leni epidemiologie a genetiky nadort (dale jen OEGN) je diagnosticko-vyzkumné pracoviste, které je vnitin€ ¢lenéno

na: Ambulantni ¢ast (zahrnuje genetickou ambulanci specializovanou na hereditarni formy nadorovych onemocnéni a

vyzkumnou ¢innost v oblasti genetiky a epidemiologie nadorit) a Laboratorni ¢ast (provadéjici molekularné geneticka

vySetieni za diagnostickym i vyzkumnym ucelem). Pracovnici OEGN se podili na realizaci vyzkumnych projektu.

a) Geneticka ambulance OEGN je v diagnostické oblasti zam&fena predevsim na vyhledavani rizikovych rodin se
suspektni hereditarni etiologii nadorovych onemocnéni, genetické poradenstvi u rodin s dédi¢nym rizikem nadorového
onemocnéni a indikaci laboratorniho vySetieni spadajici do odbornosti 1ékarské genetiky. Vytvaii plan preventivni péce
o0 pacienty se zvySenym rizikem vzniku nadorového onemocnéni.

b) OEGN-laborato¥ (dile jen laboratof) poskytuje v diagnostické oblasti vysoce specializovana molekularng-geneticka
vySetieni spadajici do odbornosti 816 (laboratoi 1ékarské genetiky), zaméfena na analyzu nukleovych kyselin a to
predevsim za G¢elem detekce mutaci v genech zpusobujicich dédi¢nou predispozici ke vzniku nadorového onemocnéni.

3.3  Identifika¢ni udaje laboratoie a personalni zajisténi odbornosti

Lékarsky garant odbornosti 816 / primarka oddéleni: prim. doc. MUDr. Lenka Foretova, Ph.D.
Analyticky garant odbornosti 816 / vedouci laboratofe: RNDr. Eva Machac¢kova, Ph.D.

Zastupce analytického garanta odbornosti 816 a vedouciho laboratoie: Mgr. Jana Hazova

Vedouci laborantka: Hana Pavla

Kontaktni telefon laboratote: +420543136713

Provozni doba laboratote / pfijem vzorki:

Pracovni dny: Po-Pa 6:30-15:30

Datum vydani: 4.9.2023
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3.4  Urovei a stav akreditace pracovisté

OEGN je soucasti Masarykova onkologického tstavu, ktery je poskytovatel zdravotnich sluzeb akreditovany Organizaci
evropskych onkologickych tistavii (OECI) a Ceskou spole¢nosti pro akreditaci ve zdravotnictvi.

Od roku 2011 OEGN-laboratof drzitelem osvédéeni o akreditaci, které vydal Cesky institut pro akreditaci, o.p.s. na zakladé
posouzeni splnéni akredita¢nich pozadavki podle CSN EN ISO 15189. Laboratof je akreditovana jako zdravotnicka
laborato¥ €.8127 pro vysetieni v odbornosti molekularni genetiky (viz. niZze seznam akreditovanych SOP).

Odd¢leni epidemiologie a genetiky nadori — laboratof
Zdravotnické laboratof &. 8127 akreditovana CIA dle normy
..

CSN EN ISO 15189:2013

M 8127

Laboratof se zucastiiuje externiho hodnoceni kvality (EQA) organizovaného v ramci European Molecular Genetics Quality
Network (EMQN; www.emgn.org) a to v téchto programech:

» OVARIAN, BREAST, PROSTATE and PANCREATIC CANCERS (v Germline) [PARPI] - vySetfeni panelu
HDR gent (geny homologni rekombinace a reparace dsDNA zlomu dle doporu¢eni NCCN) vyznamnych pro
nadorovou predispozici: ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CDKN2A, CHEK2, MLH1, MSH2, MSHS,
PMS2, EPCAM, NBN, NF1, PALB2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11, TP53

» Lynch syndrome (hereditary non-polyposis colon cancer, HNPCC) - vySetieni genit MMR reparace: MLH1,
MSH2, MSH6, PMS2

» Polyposis Syndromes (FAP, MAP) - vySetfeni geni APC a MUTYH

» DNA-SEQ EQA schéma (Sangerovo sekvenovani).

» NextGen DNA sequencing (vGermline): masivni paralelni sekvenovani

» Ptipadné jiné schéma dédi¢né predispozice k onkologickému onemocnéni — dle aktualni nabidky
Aktuélni vysledky EQA jsou vyvéSeny na webovych strankach OEGN-laboratote

3.5  Seznam akreditovanych SOP

aktualni rozsah akreditace stanovi osvédéeni o akreditaci ¢.: 260/2019 ze dne: 04. 06. 2019

Poradové | Pi'esny nazev postupu vySetieni Identifikace | Piedmét
&islo postupu vySetfeni
vySeti‘eni
816 - Laborator 1ékai'ské genetiky
1. Analyza genti metodou vysokorozlisovaci analyzy kiivek tani (HRM) SOP-1 Krev,
DNA
2. Analyza genti® metodou pfimého sekvenovani (Sangerovo sekvenovani) SOP-2 Krev,
DNA
3. Analyza gent® metodou MLPA SOP-3 Krev,
DNA
4, Analyza gen1® metodou masivniho paralelniho sekvenovani (MPS, NGS) | SOP-4 Krev,
DNA

S flexibilnim rozsahem akreditace u poradovych cisel postupii vySetieni: 2., 4.
Vysvétlivky: indexy u nazvii postupu vysetieni
1) Analyza geni: BRCA1, BRCA2, MLHI1, MSH2, MSH6, CHEK?2

2) Analyza gent — prediktivni vySetfeni konkrétni mutace v téchto genech: APC, ATM, BAP1, BARD1, BLM, BMPR1A,
BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CDK4, CDKN2A, CHEK?2, CYLD, DICER1, EPCAM, ERCC2, ERCC3, EXO1, FANCA,
FANCB, FANCC, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCL, FANCM, FH, FLCN, GRB7, KIT, MCPHL,
MEN1, MET, MLH1, MLH3, MRE11A, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, NF1, NF2, PALB2, PMS2, POLD1, POLE,

Datum vydani: 4.9.2023



https://eqa.emqn.org/d/ParticipantSchemeReports.do?schemes.view=0&schemePart.uniqueIdentifier=691e1e48-c874-4b4e-aca0-5c414e88258a&showpagemode=minimal

MO MasarykGv onkologicky ustav
U Masaryky Oddéleni epidemiologie a genetiky nadorti — laborator
onkologicky Zluty kopec 7, 656 53 Brno
Verze: 13. LABORATORNI PRIRUCKA STRANA:  6/22

PRKARIA, PTCH1, PTEN, RAD50, RAD51, RAD51C, RAD51D, RB1, RECQL, RECQL4, RET, SBDS, SDHAF2,
SDHB, SDHC, SDHD, SLX4, SMAD4, SMARCA4, SMARCB1, STK11, SUFU, TMEM127, TP53, TSC1, TSC2, VHL,
WRN, WT1

3) Analyza geni: BRCAL, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6

4) Analyza geni — Z nichz rutinn€¢ hodnocené (véetné CNV analyzy) jsou zvyraznény: AlP; ALK; APC; APEX1; ATM;
ATMIN; ATR; ATRIP; AURKA; AXIN1; BABAM1; BAP1; BARD1; BLM; BMPR1A; BRAP; BRCAL; BRCA2;
BRCC3; BRE; BRIP1; BUB1B; CCND1; CDC73; CDH1; CDK4; CDKN1B; CDKN1C; CDKN2A; CEBPA; CEP57;
CLSPN; CSNK1D; CSNK1E; CWF19L2; CYLD; DCLRE1C; DDB2; DHFR; DICERL1; DIS3L2; DMC1; DNAJC21,
DPYD; EGFR; EPCAM; EPHX1; ERCC1; ERCC2; ERCC3; ERCC4; ERCCS5; ERCCG6; ESR1; ESR2; EXO1; EXT1;
EXT2; EYA2; EZH2;, FAM175A; FAM175B; FAN1; FANCA; FANCB; FANCC; FANCD2; FANCE; FANCF,;
FANCG; FANCI; FANCL; FANCM; FBXW?7; FH; FLCN; GADD45A; GATAZ2; GPC3; GRB7; HELQ; HNF1A;
HOXB13; HRAS; HUS1; CHEK1; CHEK2; KATS; KCNJ5; KIT; LIG1; LIG3; LIG4; LMO1, LRIG1; MAX; MCPH1,;
MDC1; MDM2; MDM4; MEN1; MET; MGMT; MLH1; MLH3; MMP8; MPL; MRE11A; MSH2; MSH3; MSH5;
MSH6; MSR1; MUS81; MUTYH; NAT1; NBN; NCAM1; NELFB; NF1; NF2; NFKBIZ; NHEJ1; NSD1; OGG1; PALB2;
PARP1; PCNA; PHB; PHOX2B; PIK3CG; PLA2G2A; PMS1; PMS2; POLB; POLD1; POLE; PPM1D; PREX2; PRF1,;
PRKAR1A; PRKDC; PTEN; PTCH1; PTTG2; RAD1; RAD17; RAD18; RAD23B; RAD50; RAD51; RAD51AP1,;
RAD51B; RAD51C; RAD51D; RAD52; RAD54B; RAD54L,; RAD9A; RB1; RBBP8; RECQL; RECQL4; RECQL5; RET,;
RFC1; RFC2; RFC4; RHBDF2; RNF146; RNF168; RNF8; RPAl; RUNX1; SBDS; SDHA; SDHAF2; SDHB; SDHC,;
SDHD; SETBP1; SETX; SHPRH; SLX4; SMAD4; SMARCA4; SMARCB1; SMARCEL,; STK11; SUFU; TCL1A;
TELO2; TERF2; TERT,; TLR2; TLR4; TMEM127; TOPBP1; TP53; TP53BP1; TSC1; TSC2; TSHR; UBE2A; UBE2B,;
UBE2I; UBE2V2; UBE4B; UIMCL1; VHL; WRN; WT1; XPA; XPC; XRCC1; XRCC2; XRCC3; XRCC4; XRCCS5;
XRCCE6.

3.6  Prehled nabizenych laboratornich vySetieni

OEGN laboratof nabizi molekularng geneticka vyseteni nukleovych kyselin, a to pfedevs§im za tcelem detekce mutaci u geni
zpusobujicich dédi¢nou predispozici ke vzniku nadorového onemocnéni.

3.6.1 VysSetieni indikovana Kklinickym genetikem: po provedeni genetického poradenstvi a podepsani
informovaného souhlasu, za predpokladu splnéni indikac¢nich kritérii. Podrobny popis indika¢nich kritérii a doporuceni
nasledné péce o osoby s vysokym rizikem dédiénych forem naddorového onemocnéni je uveden v Supplementech Klinické
onkologie dostupnych ke stazeni online na: https://www.linkos.cz/casopis-klinicka-onkologie:

»  Klin Onkol 2009; 22(Suppl 1): 5. Téma: Dispenzarizace dédi¢nych nadorovych syndrom
»  Klin Onkol 2012; 25(Suppl 1): 6. Téma: Hereditarni nadorova onemocnéni ll|

»  Klin Onkol 2016; 29(Suppl 1): 3. Téma: Hereditarni nadorova onemocnéni IV.

»  Klin Onkol 2019; 32(Suppl 2): Téma: Hereditarni nadorova onemocnéni V.

3.6.1.1 VySetieni neznimé mutace metodou masivniho paralelniho sekvenovani za i¢elem odhaleni p¥i¢iny
dédicné predispozice u vysoce rizikovych jedinct S podezienim na:
v' Dé&di¢ny syndrom nidoru prsu — HBC (geny vysokého rizika: BRCA1, BRCA2, TP53, CDH1, PALB2, PTEN,
STK11; jiné geny zvysujici riziko: ATM, BARD1, CHEK2, NBN)
v' Dé&diény syndrom nadoru ovaria — HOC (geny vysokého rizika: BRCA1, BRCA2, BRIP1, RAD51C, MLHI,
MSH2, MSH6; STK11; jiné geny zvySujici riziko: RAD51D, PALB2)
v' Dé&diény syndrom nadoru prsu a ovaria — HBOC (rizikové geny pro HBC+HOC)
v' Dé&diény syndrom nepolypézniho Kolorektalniho karcinomu HNPCC — Lynchiiv syndrom (geny vysokého
rizika: MLH1, MSH2, MSH6; jiné geny zvysujici riziko: PMS2, EPCAM, CHEK?2, EXO1, POLE POLD1, MLH3,
APC, MUTYH, STK11, BMPR1A, SMAD4)
v" Familidrni adenomatézni polypéza FAP (geny vysokého rizika: APC — autozomélné dominantni forma; MUTYH
- autozomaln¢ recesivni forma)
Juvenilni a hamartomatoézni polypézni syndromy (geny vysokého rizika: PTEN, STK11, SMAD4, BMPR1A)
Dédi¢na predispozice k nadoru Zaludku (geny vysokého rizika: CDH1 — difuzni forma, ostatni rizikové geny:
MLH1, MSH2, MSH6, APC, STK11, BMPR1A, SMAD4)
Li-Fraumeni syndrom LFS (geny vysokého rizika: TP53; jiné geny zvySujici riziko: CHEK2, CDKN2A)
Dédi¢na forma maligniho melanomu (rizikové geny: CDKN2A, BRCA2, CDK4)

AN

ANEN

Datum vydani: 4.9.2023
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v' Dé&di¢né nadory pankreatu (rizikové geny: BRCA2, PALB2, CDKN2A, APC, STK11)
v' Dédi¢na forma nadori ledvin (rizikové geny: MET, FH, FLCN, SDH geny)

v" Von Hippel Lindau syndrom: vyskyt hemangioblastomu, feochromocytomu a pankreatickych cyst s vysokym
rizikem malignizace (rizikové geny: VHL)

v Neurofibromatoza (rizikové geny: NF1, NF2)

v Tuberézni skleréza (rizikové geny: TSC1, TSC2)

v" Dé&di¢n4 forma maligniho mezoteliomu a uveilniho melanomu (rizikové geny: BAP1)

v' Dé&di¢na forma meduloblastomu (rizikové geny: SUFU)

v' Dédi¢na forma rhabdoidnich nadori (rizikové geny: SMARCBI1, SMARCA4)

v'  Dédi¢na forma paragangliomu a pheochromocytomu (TMEM127, SDH geny)

v" Mnohoéetna endokrinni neoplazie II. - MEN2 (rizikové geny: RET)

v" Mnohoéetna endokrinni neoplazie I. - MEN1 (rizikové geny: MEN1, CDKN1B)

v" Retinoblastom (gen RB1)

v" Wilmsiiv tumor — nefroblastom (gen WT1)

v Familidrni cylindromatéza (turban tumor sy.) a mnohoé&etné trichoepitheliomy (gen CYLD)

v Nadory Sertoli-Leydigovych bunék — testikuldrni nadory a nadory vaje¢nikd u mladych dospélych (gen DICERI)

v Silver-Russell syndrom (gen GRB7)

v" Familidrni forma gastrointestinalniho stromalniho nidoru — familiarni GIST (gen KIT)

v' Carneyho komplex — mnohoéetné neoplazie (gen PRKAR1A)

v Recesivni syndromy détského véku spojené s vysokym rizikem nddorovym onemocnénim:

o Ataxia Telangiectasia (geny ATM, MRE11A)

Fanconiho anemie (FANC geny, SLX4)

Xeroderma pigmentosum (XP = ERCC geny)

Nijmegen breakage syndrom (gen NBN/NBS1, MRE11, RAD50)

Syndromy defektnich helikaz s tézkym vyvojovym postizenim: Bloom sy., Werner sy., Rothmund-
Thomson sy., Baller-Gerold sy., Rapadilino sy. (geny BLM, WRN, RECQL, RECQL5, RECQL4)

O O O O

3.6.1.2. VySetieni znamé (familidrni) mutace metodou HRM, L R-PCR, Sangerova sekvenovani nebo
MLPA (dle typu mutace):

PREDIKTIVNI VYSETRENI:

v VySeteni zndmé rizikové mutace v genech APC, ATM, BAP1, BARD1, BLM, BMPR1A, BRCA1, BRCA2,
BRIP1, CDH1, CDK4, CDKN2A, CHEK2, CYLD, DICER1, EPCAM, ERCC2, ERCC3, EXO1, FANCA, FANCB,
FANCC, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCL, FANCM, FH, FLCN, GRB7, KIT, MCPH1,
MEN1, MET, MLH1, MLH3, MRE11A, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, NF1, NF2, PALB2, PMS2, POLD1,
POLE, PRKAR1A, PTCH1, PTEN, RAD50, RAD51, RAD51C, RAD51D, RB1, RECQL, RECQL4, RET, SBDS,
SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, SLX4, SMAD4, SMARCA4, SMARCB1, STK11, SUFU, TMEM127, TP53,
TSC1, TSC2, VHL, WRN, WT1

v' VySetteni znamych rizikovych mutaci v jinych genech (dle seznamu gent zahrnutych na NGS panelu) u familiarni
mutace detekované a potvrzované Sangerovym sekvenovanim nebo MLPA na na§em pracovisti.

CILENE VYSETRENI

v Masivni polypoza zaludku (GAPPS syndrom) — ptimé sekvenovani promotoru 1B genu APC

v Dopliujici vySetfeni u recesivni formy adenomatozni polypozy FAP bez nalezu mutace v genu MUTYH a APC —
vysetfeni na pritomnost evropské mutace v genu NTHL1: p.Q90*

3.6.2 VySeti‘eni_indikovana klinickym lékarem, za piedpokladu splnéni klinickych ptiznakii, biochemickych
hodnot nebo vysetieni pfedchazejici indikaci specifickych 1é¢iv (farmakogenetika):

v' Varianty v genu DPYD zodpovédné za snizenou aktivitou Dihydropyrimidine dehydrogendzy ovliviiujici metabolismus
Fluoropyrimidinovych IéCiv. VySetfeni 4 frekvenéné nejcetnéjSich rizikovych variant v populaci:

Datum vydani: 4.9.2023
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3.7

a) haplotyp HAPBS: rizikova varianta v intronu DPYD NM_000110.3:¢.1129-5923C>G zplsobujici krypticky
sestfih (je ve vazbé se silent variantou ¢.1236G>A) - NFE:2.1023%, dbSNP: rs75017182

b) DPYD NM_000110.3:c.1679T>G p.lle560Ser (alela DPYD*13), NFE:0.062% dbSNP: rs55886062

c) DPYD NM_000110.3:c.1905+1G>A (alela DPYD*2A), sestfihova varianta, NFE: 0.57%
dbSNP: rs3918290

d) DPYD NM_000110.3:c.2846A>T p.Asp949Val, NFE:0.52 dbSNP: rs67376798

v Gilbertiv syndrom alela UGT1A1 alela *28/*28: (TA)7/(TA)7 (stanoveni potu TA repetice v promotoru UGTI1A1

genu) — snizujici hladinu exprese UDP-glucuronosyltransferazy, za predpokladu piiznaktt nekonjugované
hyperbilirubinemie, vétSinou do 80 umol/l, bez znamek jaterniho onemocnéni

v' Trombofilni mutace (vySetfeni predispozi¢nich variant — gent F5 a F2, které ovliviiuji sloZeni a funkci koagulaénich

bilkovin (faktoru V a faktoru Il), jez se vyznamné podili na procesu srazeni krve:

a) Leidenska mutace (FV Leiden) genu pro koagula¢ni faktor V — rizikova varianta v genu F5
oznacovana jako 1691G>A vedouci k zaméné aminokyseliny argininu za glutamin: p.Arg506GIn
(tradi¢ni popis varianty). Dle aktualni systematické nomenklatury se jedna o missense variantu
NM_000130.4:c.1601G>A p.Arg534GIn (rs6025)

b) Mutace genu pro koagulacni faktor Il (F Il protrombin) — rizikova varianta v genu F2 oznacovana jako
G20210A (tradi¢ni popis). Systematicky se jedna o variantu v nekodujici 3'UTR oblasti
NM_000506.4:¢.*97G>A (rs1799963)

Zikladni pi‘ehled metod pouZivanych v laboratoii

Izolace nukleovych kyselin (DNA) pomoci izola¢nich kitd QIAamp DNA Blood Maxi Kit (QIAGEN), uzivanych
pro izolace z 5-8ml periferni krve

Izolace nukleovych kyselin pomoci izolacnich kitti Nucleic Acid Isolation Kit (ROCHE) s uzitim pfistroje MagNA
Pure (ROCHE), pro izolace z 200-400ul periferni krve

Izolace nukleovych kyselin pomoci izolacnich kitd QIAamp Mini QIAcube Kiti s uzitim pfistroje QIlAcube
(QIAGEN)

PCR — polymerazova cyklicka amplifikace vysetfovanych oblasti DNA

Vysokorozlisovaci analyza kiivek tani (HRM - High Resolution Melting) s vyuzitim LCGreen+ na LightScanner
(Idaho Tech.) — pro vyhledavani bodovych mutaci v heterozygotnim stavu

Sekvenovani na 3130 Genetic analyser (Applied Biosystems) — pro pfesnou charakterizaci a potvrzeni detekované
mutace

MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) s provedenim fragmentaéni analyzy na 3130 Genetic
analyser (Applied Biosystems) - pro detekci velkych genomickych deleci/duplikaci zahrnujicich celé exony
analyzovanych gent

digitalniMLPA (Digital Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) s kvantifikaci amplikoni pomoci
MiSeq (Illumina) platformy - pro detekci velkych genomickych deleci/duplikaci zahrnujicich celé exony nékolika
desitek gentll zafazenych v panelu vysetfeni (D001 Hereditary cancer panel)

PCR analyza dlouhych useku (aseky v rozsahu 3-20 Kb genomické DNA) s vyuzitim Expand Long Template PCR
System (ROCHE)

Real-time PCR (LihtCycler 96, Roche) s vyuzitim komerénich diagnostickych IVD kitd s fluorescenéné znacenymi
sondami pro genotypizaci (SNP) konkrétnich variant a genti

Masivni paralelni sekvenovani (NGS): KAPA HyperCap Target Enrichment: Principem postupu je ultrazvukova
fragmentace genomické DNA > indexovani a pool knihovny > enrichment/hybridizacni postup (KAPA HyperCap
protokol). Sekvenaéni béh piipravené knihovny (s MiSeq Reagent kit v3) na MiSeq systému (Illumina).

Bioinformaticka analyza pomoci FinalistDX (integrovany vykonny vypocetni systém od firmy Institute of Applied
Biotechnologies a.s.) s opera¢nim systémem Linux (Ubuntu) umoziujici bioinformatické zpracovani FASTQ
soubort zahrnujici kontrolu kvality, zarovnani k referen¢nimu genomu, analyzu pokryti, anotaci variant, generovani
bam., bai., VCF soubort; véetné detailnich souhrnnych reportii v§ech detekovanych variant. FinalistDX zaroven
umozije provedeni CNV analyzy u homogenné pokrytych panelt.

Bioinformaticka analyza pomoci Software Genovesa, kterd umoziuje analyzu sekvenacnich dat (FASTQ, BAM,
VCF, CNV), kontrolu kvality dat, propojeni s anotaénimi databazemi, filtrace i zalohovani dat.

Datum vydani: 4.9.2023
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3.8. Casova dostupnost vysledku vySetieni

Laboratof provadi indikovana vySetfeni v rezimu ,,rutinniho provozu®. Tj. jednotlivé vzorky jsou zatazovany do
vySetfovaciho cyklu dle druhu vySetfeni a data pfijmu vzorku do laboratofe. Cekaci doba na vySetieni je ddna mnozstvim
pfijatych vzorki na konkrétni vySeteni v ¢ase — podrobné viz. sekce 6.

V odtivodnénych pripadech lze pozadovat prednostni (urgentni) vySetieni: podrobné viz. 4.3.

3.9. Flexibilni rozsah akreditace

Flexibilni rozsah akreditace se vztahuje na akreditované ¢innosti, u nichz je povoleno zafazovat dodate¢né ¢innosti nebo
modifikovat postupy vysetfeni na zakladé vlastniho schvaleni pfi zachovani principu akreditovaného vySetfeni.

Oblast flexibilniho rozsahu akreditace zahrnuje:

SOP-2 Analyza genli metodou piimého sekvenovani (Sangerovo sekvenovani): ptedmeét analyz (oblasti gent)

SOP-4 Analyza genti metodou masivniho paralelniho sekvenovani (MPS =~ NGS): pfedmét analyz (geny, oblasti geni);

nebo modifikace metody za i¢elem zlepSeni vykonnosti, specifity, senzitivity, homogenity atd.
V pfipadé, Ze pro realizaci laboratorniho vysetfeni budou modifikovany akreditované postupy na zakladé ptiznaného
flexibilniho rozsahu akreditace, bude zadavatel vySetieni informovan uvedenim modifikace (zmény) ve vysledkové laboratorni
zpravé. Modifikace budou zadavateli uvedeny jasné, piehledné a jednozna¢né tak, aby byla vysvétlena zména v souvislosti
s flexibilnim rozsahem ve vztahu k platné ptiloze osvédceni o akreditaci.

4, Priruc¢ka pro odbér primarnich vzorki

4.1 Zakladni informace

Laboratot provadi vySetfeni spadajici do odbornosti 816 — laboratot 1ékatské genetiky.

Zékladni piehled nabizenych vySeteni — viz sekce 3.5; podrobngjsi informace k nejéastéjsim diagnézam viz. sekce 10.

Podrobny popis indika¢nich kritérii a doporuceni nasledné péce o osoby s vysokym rizikem dédi¢nych forem nadorového
onemocnéni je uveden v Supplementech Klinické onkologie dostupnych ke staZeni online na: https://www.linkos.cz/casopis-
klinicka-onkologie:

»  Klin Onkol 2009; 22(Suppl 1): 5. Téma: Dispenzarizace dédi¢nych nadorovych syndrom(

»  Klin Onkol 2012; 25(Suppl 1): 6. Téma: Hereditarni nadorova onemocnéni ll|
»  Klin Onkol 2016; 29(Suppl 1): 3. Téma: Hereditarni nadorova onemocnéni IV.
»  Klin Onkol 2019; 32(Suppl 2): Téma: Hereditarni nadorova onemocnéni V.

Zakladni informace jsou dostupné na www.mou.cz (Uvod >> Nase pracovisté >> Zdravotnicka pracovisté >> Oddéleni
epidemiologie a genetiky nadord >> OEGN-laboratof)

Zadanka (pozadavkovy list) na laboratorni vySetieni — viz. Piiloha 1
Informovany souhlas pacienta s genetickym vySetfenim — viz. Ptiloha 2

Tisténé informacni brozury pro pacienty jsou dostupné v genetické ambulanci.

4.2  Pozadavky na vstupni dokumenty k biologickému materialu

Zadanka na molekularné genetické vysetieni dopravena se vzorkem musi obsahovat nasledujici tidaje:

Identifika¢ni idaje pacienta

» Jméno, Cislo pojisténce (osobni zdravotni ¢islo) a zdravotni pojistovnu pacienta
» Pohlavi pacienta v pfipad¢, ze neni dle jména jednozna¢né rozpoznatelné (cizi jména)

» Bydlisté (kontakt na pacienta)

Datum vydani: 4.9.2023
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Identifika¢ni udaje 1ékafe pozadujiciho vySetfeni

> Jméno, odbornost (ICP) a podpis lékate indikujiciho vy3etfeni
» Razitko s adresou pracovisté pro zaslani zpravy a kontaktni telefon

Specifikace poZzadovaného vySetfeni

» Diagnozu a klinickou indikaci k vySetfeni (podrobna rodinnd anamnéza ve vztahu k indikaé¢nim kritériim - nadorova
onemocnéni, nejlépe zakresleny rodokmen);

» pozadavek na vySetfovany gen/y (uvedeni konkrétni mutace — je-li znama)
» Datum indikace vysetieni

Zéaznam o typu primarniho vzorku

»  Druh biologického materialu (krev, DNA,; ve specifickych piipadech bukalni stér, parafinovy blok — s patologickou
specifikaci nadorova / nenadorova tkar)

» Datum a ¢as odbéru materialu (pouze v ptipadé odbéru krve)

Jiné zdznamy nezbytné k upfesnéni rozsahu vySetieni nebo interpretaci nalezu:

» V ptipadg, Ze se jedna o pacienta, ktery v minulosti absolvoval transplantaci kostni diené, je tfeba tuto skute¢nost
uvést na doprovodnou zadanku.

» Ptibuzensky vztah k probandovi, ¢islo rodiny, identifika¢ni udaje o probandu nebo konkrétni mutace s uvedenim
nomenklatury a referen¢ni sekvence apod. v pfipad€ pozadavku na prediktivni vySeteni v roding s identifikovanou
kauzalni mutaci

Vzhledem K privatnosti genetického vySetieni je pozadovan také podepsany informovany souhlas pacienta s genetickym
vySettenim; piipadné prohlaseni klinického genetika o existenci podepsaného informovaného souhlasu pacienta v jeho
evidenci.

V ptipadé, Ze si pacient nepieje ulozeni DNA po ukonceni vySetieni, je tuto skutecnost nutné uvést na zadanku
k laboratornimu vySetfeni. V tomto pfipadé bude DNA po ukonéeni vySetieni v ¢asovém horizontu cca 2 mésict
zlikvidovana a nelze v budoucnu indikovat dopliujici vySetfeni bez nového odbéru.

4.3  Pozadavky na urgentni vySetieni

V oduvodnénych pripadech Ize pozadovat tzv. pfednostni vySetieni. Prednostni vysetfeni indikuje klinicky genetik pii
riziku ¢asového prodleni ve specifickych situacich (napf. planované profylaktické operace, plan 1é¢by PARP inhibitory u
BRCA pozitivnich pacientek) tak, Ze uvede pozadavek na prednostni (urgentni) vySetfeni se struénym odivodnénim na
Zadanku — v piipad¢ zadanky MOU do prostoru ,,Dalsi poznamky*. Je vhodné uvést pozadovany termin pro dodani
vysledku.

Pozadavek na urgentni vySetieni Ize doplnit také v prib&hu vysettovani telefonicky na zakladé zadosti indikujiciho nebo
osetiujiciho lIékatre (onkologa, genetika, atd.) a to vV navaznosti na 1é¢bu pacienta.

4.4  Ustni pozadavky na vySetieni

Ustni pozadavky na vySeteni nejsou akceptovany. Do laboratofe je piijiman pouze fadné oznaceny material (2 identifika¢ni
udaje — jméno a rodné ¢islo) s fadné vyplnénou doprovodnou zadankou.

Ustng Ize pouze doplnit nebo upfesnit pozadovana vysetieni u indikujiciho 1ékaie — dopInéni je v tomto piipadé zapsano na
zadanku pracovnikem laboratoie s datem a podpisem.

45  Pozadovany odbérovy systém

K odbéru periferni krve je v MOU standardné pouzivan uzavieny odbérovy systém Sarstedt Monovette® s K3EDTA. lhned
po odbéru je nezbytné zkumavku nékolikrat promichat — obracenim.

Pii odbéru na externich pracovistich lze provést odbér i do jinych komerénich odbérovych souprav s K3EDTA. lhned po
odbéru je nezbytné zkumavku ne€kolikrat promichat — obracenim.

Datum vydani: 4.9.2023




MO MasarykGv onkologicky ustav
U Masaryky Oddéleni epidemiologie a genetiky nadoru — laboratof
onkologicky Zluty kopec 7, 656 53 Brno

Verze: 13. LABORATORNi PvRiRUéKA STRANA: 11/22

Ve specidlnich ptipadech (napf. stav po transplantaci kostni dien€) lze po dohodé s pracovniky laboratofe pouzit odbérovou
sadu uréenou pro bukalni stér (napt. FLOQSwabs odbérova sada nebo alternativni komeréni produkt). Pro pacienty MOU je
tato odbérova sada k dispozici u Iékate genetické poradny MOU (vyzadani z OEGN laboratofe) véetné ndvodu pro spravny

odbér bukalniho stéru.

4.6  Priprava pacienta pied odbérem
Odbér zilni krve pro molekularné biologicka vysetfeni nespada pod ¢innost laboratofe.

Genetické vySetieni nevyzaduje specialni ptipravu pacienta. Odbéry krve neni potieba provadét nala¢no, jidlo, piti ani
podavani 1€kt nema vliv na vysledky laboratorniho vySetieni.
V ptipad¢ bukalniho stéru nejméné 60 minut pfed odbérem nejist, nepit (mimo neslazené, nesycené napoje), nezvykat ani

neprovadét ustni hygienu. Podrobny navod pro spravny odbér bukalniho stéru je k dispozici u 1ékate genetické poradny
MOU nebo v OEGN laboratofi.

V piipadé, Ze se jedna o pacienta, ktery v minulosti absolvoval transplantaci kostni dfeng, je tfeba tuto skute¢nost uvést na
doprovodnou zadanku.

Pied vlastnim odbérem je nezbytné ovéfit totoznost pacienta (dotazem na jméno a datum narozeni) a prekontrolovat
identifika¢ni udaje.

4.7 Odbér a oznadeni vzorku

4.7.1 Odbér vendzni nesrazlivé krve

V ramci MOU se odbér krve provadi na odbérovych mistech ambulantng, ptipadné je zajistén na lizkovém oddéleni MOU.
Dle pozadavku indikujiciho 1ékafte je vytistén primarni stitek obsahujici typ odbérové soupravy, jméno, rodné Cislo a
identifikaéni kod pacienta. Odbér krve se provadi standardnim zpisobem do pfedem oznacenych zkumavek. Odebirajici
pracovnik MOU provede zaznam o odbéru do NIS. Biologicky material odebrany v MOU je pies centralni pifjem na OLM
dodén do OEGN laboratofie.

Podrobné informace o pozadovanych postupech pii odbéru venézni krve v MOU obsahuje laboratorni piirucka Oddéleni
laboratorni mediciny.

Pfi odbéru vzorku na externim pracovisti je nezbytné oznadit zkumavky alespoti 2 identifika¢nimi symboly (jméno + rodné
¢islo) a datem odbéru (pfipadné lze uvést datum a ¢as odbéru na zadanku). Pracovisté, na kterém je vzorek odebran, musi
také zaznamenavat informace o totoznosti osoby, kterd primarni vzorek odebrala. Totoznost osoby odebirajici primarni
vzorek musi byt dohledatelna pfi kontrole externimi organy.

Odbér krve mize byt proveden pouze ve zdravotnickém pracovisti a to odborné zpasobilym personalem a se souhlasem
pacienta.

Sami pacienti si vzorky pro vysetfeni neodebiraji.

Materialy pouzité pii odbéru se likviduji podle platnych pfedpist jako infekEni biologicky material. Obecné zasady strategie
bezpecnosti prace s biologickym materidlem jsou obsazeny ve Vyhlasce Ministerstva zdravotnictvi, kterou se upravuji
podminky pfedchazeni vzniku a Sifeni infek¢énich onemocnéni a hygienické pozadavky na provoz zdravotnickych zafizeni.

4.7.2 Odbér stéru z bukalni sliznice

Pro uspesné provedeni genetické analyzy je nezbytné provedeni diikladného stéru kartdCkem ze sliznice dutiny ustni a to tak,
aby pro analyzu bylo ziskédno dostate¢né mnozstvi materialu k izolaci DNA (bun€k).

Nejméné 60 minut pted odb&rem nejist a nepit nic mimo neslazené nesycené vody, nezvykat ani neprovadét Gstni hygienu.

Pfed manipulaci se stérovou sadou si pacient dikladné umyje ruce (po dikladném vysvétleni postupu, mize odbér provést
pacient sam za asistence pracovnika genetické poradny nebo laboratote). Pokud provadi odbér pracovnik genetické poradny
(laboratote), pracuje pouze v jednorazovych rukavicich.

Datum vydani: 4.9.2023
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Vyjmout stérovou ty¢inku ze zkumavky pouze za koncovou, nesterilni ¢ast. Béhem celého procesu odebirani vzorku je nutné
dbat na to, aby sterilni ¢ast odbérové sady (celd tyCinka zakoncenéd kartaCkem) nepfisla za zadnych okolnosti do styku se
zadnym jinym materidlem nez s buitkami bukalni sliznice osoby, u které ma byt provedeno pozadované vysetieni!!!

Stérovou ty¢inku vlozit do st a dtikladné otirat bukalni sliznici dutiny ustni (tzn. vnitini strany tvaii) pohybem dopiedu a
dozadu (jako pfi ¢isténi zubi) a zaroveti ty¢inkou otacet tak, aby byla plné vyuZita cela plocha koncového kartacku.

Pro uspésny odbér je vhodné vyvijet stérovou tyCinkou priméfeny tlak na povrch sliznice a otirat sliznice obou tvafi piiblizné
po dobu 1 minuty.

Po odbéru vlozit stérovou ty¢inku s odb&rem do plivodniho obalu (zkumavky) a uzavtit t€sné vickem.

Zkumavka musi byt fadné€ oznacena alespori 2 identifikaénimi symboly (jméno + rodné ¢islo nebo datum narozeni). Oznacené
zkumavky vlozit do uzaviratelného sacku. Pied transportem do laboratofe uchovavat zkumavku s odebranym materidlem pii
pokojové teploté (nechladit, nemrazit).

Na doprovodnou Zadanku k vySetfeni zaznamenat datum a ¢as odbéru a jméno osoby (pokud se 1isi od idikujiciho 1ékate),
ktera odbér provedla (nebo u odbéru bukalniho stéru asistovala pacientovi). Totoznost osoby odebirajici primarni vzorek
musi byt dohledatelna pii kontrole externimi organy.

Odebrané vzorky spole¢né s pozadovanou vyplnénou dokumentaci (zadanka / informovany souhlas) vloZit do obalky a v
nejbliz§im mozném terminu dorucit do laboratote (nejpozdé&ji do 2 dnt od odbéru).

4.8 Pozadavky na mnoZstvi vstupniho materialu k vySetreni

Standardné zpracovavanym materidlem je krev odebrana z periferni Zily do sterilni odbérové zkumavky s K3EDTA jako
protisrazlivym agens. Dilezité je zkumavku s krvi po odbéru n¢kolikrat jemné promichat preklapénim!!!

Od pacientii indikovanych k vySetfeni v MOU jsou standardn& odebirany:

» pro kompletni vySetfeni rizikovych gent S pozadavkem na odhaleni pficiny genetické predispozice k nadorovému
onemocnéni: indikace PROBAND: 1 zkumavka s 7-9 ml krve (znageni B ruzova 9) a 1 zkumavka s 2-3 ml krve
(znaceni B ruzova 4) v odbérovych soupravach s K3EDTA

> pro vySetfeni konkrétni mutace indikace PREDIKTIVNI: 2 zkumavky po 2-3 ml krve v odbérovych soupravach
s K3EDTA (2x znaceni B rizova 4)

Pro vysetfeni metodou masivniho paralelniho sekvenovani pozadujeme:

» 2 nezavisle izolované vzorky DNA pochazejici ze 2 odbéra krve: 1 zkumavka s ptiblizné 20 pg DNA (koncentrace
DNA minimalné 80 ng/ul) + dalsi zkumavka s 0,5-1 pg DNA z jiného odbéru (koncentrace DNA minimalné 20
ng/ul) pro ovéfeni nalezu

nebo

» 1zkumavka s 7-9 ml nesrazlivé krve v EDTA + 1 samostatna zkumavka s 2-3 ml krve v EDTA (pro potvrzeni

nalezu)

Na prediktivni vySetieni konkrétnich familidrnich mutaci (variant) u pfibuzného nebo na cilené vysetieni pozadujeme:
» 2 nezavisle izolované vzorky DNA pochazejici ze 2 odbéra krve: tj. 2 zkumavky s 0,5-2 pg DNA
nebo
» 2 zkumavky po 2-3 ml krve v EDTA (nejlépe komeréni odbérové soupravy s KEEDTA)

U indikace farmakogenetického vySetieni (DPYD, Gilbertiv syndrom, trombofilni mutace) je dostate¢ny:
» 1vzorek DNA s 0,5-2 g DNA
nebo
» 1 zkumavka s 2-3 ml (od malych déti je dostateény cca 1 ml) krve v EDTA (nejlépe komeréni odbérové soupravy
s K3EDTA)

4.9  Pozadavky na transport vzorki

Biologicky material odebrany v MOU je pies centralni ptijem na OLM dodan do laboratote OEGN Vv den odbéru, nejlépe do
3 hodin po odbéru, kdy lze nesrazlivou krev ponechat pii bézné pokojové teploté (mimo piimé sluneéni zafeni nebo jiny
zdroj tepla). Odbér bukalniho stéru pfijimaji ptimo pracovnici OEGN laboratofe.

Datum vydani: 4.9.2023
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Ve vyjimeénych ptipadech (napt. odbér na oddéleni mimo pracovni dobu laboratofe) 1ze odebranou nesrazlivou krev uchovat
max. do 72 hodin pfi +2 az +8°C nebo nejpozdéji po 72 hodinach od piijmu zamrazit (pii teploté pod -15°C) — zajisti sluzba
OLM.

Odesilani vzorku nesrazlivé krve z externich pracovist’

» odebranou krev lze uchovavat do transportu pii pokojové teploté, je-li transport zaji$tén po déle nez 3 hodinach od
odbéru pak v lednici pii rozmezi teplot +2 az +8°C

» vzorky musi byt dopraveny do laboratofe pii rozmezi teplot +2 az +25°C a to nejlépe do druhého dne po odbéru,
nejpozdéji do 72 hodin po odbéru.

» Vv piipadg, Ze nelze zajistit transport vzorku krve do 2 dnii po odbéru krve, 1ze vzorky zamrazit na teplotu pod —
15°C, ale musi pak byt zajistén transport vzorku v zamrazeném stavu tak, aby vzorky nebyly béhem transportu a do
pfijmu vzorku laboratofi rozmrazeny (napf. dostate¢né mnozstvi suchého ledu).

»  Vzorky musi byt zajiStény (zabaleny) takovym zpisobem, aby nemohlo dojit k poruSeni obalu, rozliti nebo jinému
poskozeni vzorku a ohroZeni osob podilejicich se na transportu.

Odesilani vzorku stéru z bukalni sliznice z externich pracovist’ (pouze po dohodé s laboratori)

» Odebrany material uchovavat do transportu a béhem transportu pii pokojové teploté (nechladit, nemrazit,

nezahfivat).
»  Zajistit transport vzorku do laboratofe co nejdiive (pouze pracovni dny), do druhého dne po odbéru nejpozdéji vsak
do 48 hodin.

Odesilani vzorku DNA 7 externich pracovist’

» DNA lIze po izolaci do transportu uchovavat pii +2 az +8°C (¢asove az 1 rok)
» &as doruc¢eni DNA vzorku do laboratofe neni z hlediska stability vzorku limitovan
» na transport DNA vzorki do laboratofe nejsou specialni pozadavky na rozmezi teploty

Biologicky material je mozné dodat do laboratofe spolu s pozadovanou dokumentaci svozovou sluzbou, kuryrem nebo
doporuc¢enou postou (podle ptislusnych bezpecnostnich piedpisii) pii dostate¢ném zajisténi vzorki proti mechanickému nebo
jinému poskozeni. V ptipadé, ze by bylo zjisténo poskozeni (vzorku, obalu), bude odesilajici pracovisté okamzité
informovano o zjisténych problémech. Za zajisténi bezpecného transportu vzorkt zodpovida odesilajici pracoviste.

4.10 Kritéria pro pFijeti vzorki k laboratornimu vysetfeni

Ke zpracovani jsou pfijimany pouze vzorky odebrané do vhodné odbérové soupravy, neposkozené, fadné oznacené a
v dostate¢ném mnozstvi pro provedeni pozadovaného vySetfeni.

Identifikace o vzorku musi byt jednoznacna a ve shodé s informacemi uvedenymi na doprovodné zadance.

411 Kritéria pro odmitnuti odbérového materiilu

Vzorky, které se bud’ svym obsahem nebo dokumentaci odchyluji od pozadavki laboratofe, mohou byt laboratofi odmitnuty.
Dutivodem k odmitnuti je:

» Nejasna identifikace jednotlivych vzorkt: neptitomnost nebo neéitelnost oznaceni zkumavek

» Material ve stavu znemoznujicim standardni zpracovani: vysraZzena krev nebo uziti nevhodného protisrazlivého
agens, rozkladajici se biologicky material; DNA Spatné kvality neumozilujici standardni amplifikaci
» Mechanicky poskozené zkumavky potiisnéné biologickym materidlem
» Nepfilozena zadanka k vySeteni nebo zadanka s neuplnymi udaji znemoziujici uplatnéni thrady za vykony
souvisejici s pozadovanym vysetfenim.
Néprava je vyzadovana telefonicky, pfipadné prostfednictvim e-mailu od zdroje vzorku, o pfislusném jednani je uveden

zaznam na Zadance k vySetieni: napt. doplnéni nebo oprava udajt na Zadance telefonicky, véetné podpisu osoby, ktera
jednani realizovala. Pracovnik laboratote provede zdznam do evidence nestandardnich udalosti.

Pii nedostate¢ném objemu vstupniho materialu k vysetfeni je pozadovan dalsi odbér (nebo vzorek DNA).

d. Vydavani vysledkii a komunikace s laboratori

Datum vydani: 4.9.2023
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5.1.  Vydavani vysledki
Zaverecné zpravy o vysledku molekularné genetického vysetfeni jsou v tisténé podobé po stvrzeni podpisem opravnéného
pracovnika odesilany na zadavatelska pracovisté 1ékafi, ktery vysetieni indikoval.

5.2 HlaSeni vysledku v kritickych intervalech

Na nabizena vySetieni provadéné v laboratofi v ramci odbornosti klinické genetiky se kritické intervaly nevztahuji. Patologické
vysledky jsou predavany formou zavérecnych zprav pouze 1ékafi, ktery vySetfeni indikoval. O dal$im postupu ve vztahu
k pacientovi rozhoduje indikujici 1ékaf.

5.3  Vydavani vysledkii pifimo pacientim

Vysledky laboratorniho vySetieni nejsou vydavany piimo pacientim. Vysledky laboratorniho vysetfeni jsou vydavany pouze
indikujicimu lékafi, ktery je odpovédny za klinickou interpretaci nalezu a predava vysledek srozumitelnou formou pacientovi
Vv pribéhu genetické konzultace.

5.4  Dodatecna vySetieni

Na dodate¢na vySetteni je pozadovana nova zadanka od indikujiciho 1ékate.

Dodatedna vySetieni lze provést pouze V piipad¢ pacienta, ktery souhlasil s ulozenim DNA a za piedpokladu zistatku
dostate¢ného mnozstvi DNA, v opaéném piipadé je pozadovan také novy odbér.

5.5  Zmény vysledki a nalezi

Pracovnici laboratofe se dodrzovanim zasad spravné laboratorni praxe a kontrolnimi opatfenimi snazi zabranit vzniku
nahodilych chyb a omyla (piekleptt).

Vysledkova zprava vychazi z aktualnich poznatkt o detekovanych variantach. Pokud dojde ke zméné vysledku (napi. zména
biologické interpretace dusledku detekované varianty pfi novych poznatcich ve vyzkumu), bude indikujici klinicky genetik
informovan v dobé zjisténi zmén - v zavaznych piipadech telefonicky ihned. Pisemné bude vypracovana opravna zprava
(ptipadné dodate¢na zprava, jsou-li dostupné nové poznatky) se vSemi nalezitostmi zavére¢né zpravy (identifikacni udaje,
datum, podpis) a odivodnénim zmény.

6. Intervaly od dodani vzorku k vydani nalezu

Garantovana doba odezvy laboratofe vychazi z klinickych potieb vzhledem ke kvalité péce o pacienta, standardnimu postupu
a rozsahu pozadovaného vySetieni, z kapacitnich moznosti laboratofe a mnozstvi pozadavki na vySetfeni. Doba odezvy je
stanovena od data pfijeti vzorku (véetné doprovodné zadanky s indikaci vySetfeni) do laboratofe.

» Pro vySetieni neznamé mutace V indikovanych genech metodou masivniho paralelniho sekvenovani za ucelem

odhaleni pfi¢iny dédi¢né predispozice u vysoce rizikovych jedinci:

e Vysetfeni kompletni kodujici sekvence pozadovanych genti (dle diagndzy) vcetné CNV analyzy rozsahlych
intragenovych deleci/duplikaci: do 5 mésici

e priednostni vySetfeni (pouze v odivodnénych piipadech) kompletni kodujici sekvence pozadovanych gend (dle
diagnézy) véetné CNV analyzy rozsahlych intragenovych deleci/duplikaci: do 2 mésicii, v piipadé navaznosti na
1é¢ebny plan (napi. PARP inhibitory) do 6 tydni (krat$i termin dle individualni domluvy a terminu planované
operace/zmény 1é¢ebného planu)

» Pro vySeti‘eni znamé (familidrni) mutace metodou (HRM, LR-PCR, MLPA, Sangerovo sekvenovani) nebo
cilené vySeti‘eni konkrétni oblasti genu (nap¥. GAPPS)
e  Vysetfeni v bézném rezimu: do 3 mésict
e VysSetfeni v urgentnim rezimu: do 1 mésice (kratsi termin dle individualni domluvy, terminu planované operace
nebo zmény lé¢ebného planu)

> Farmakogenetické vySetieni indikované pro potreby indikace 1é¢by (DPYD. Gilbertiv_syndrom, trombofilni

mutace):
e  VySetfeni v urgentnim rezimu: do 2 tydnd (tj. 10 pracovnich dnd, kratsi termin je mozny dle individualni
domluvy, dle terminu Ié¢ebného planu)

Datum vydani: 4.9.2023
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7. Konzulta¢ni ¢innost laboratore

Lékai‘ské konzultace v oblasti klinické genetiky poskytuje prim. Doc. MUDr. Lenka Foretova, Ph.D., a zahrnuji:
a) hereditarni formy nadorovych onemocnéni
b) informace k indika¢nim kriteriim k vySetieni nadorové predispozi¢nich genti
c) Klinickou interpretaci v ptipadé zachytu patogenni (kauzalni) mutace
d) doporuceni ke sledovani a dal$i mozna profylakticka opatfeni u pacientli s podezfenim na hereditarni nadorovy
syndrom nebo u nosi¢li patologické mutace
Konzultace v oblasti molekularni genetiky poskytuje RNDr. Eva Machackova, Ph.D. a zahrnuje:
e) informace o poskytovanych metodach molekularné-genetického vysetieni
f) biologickou interpretaci efektu detekovanych mutaci (variant) u vySetfovanych gent

Informace k odbéru primarnich vzorki a doprovodné Zadance poskytuje: Hana Pavli

8. Zpusob reSeni stiznosti
Na ¢innosti provadéné laboratoii mohou zadavatelé vySetfeni podavat stiznost vedoucimu laboratofe nebo primafi oddéleni a
to pisemnou formou (dopisem, faxem nebo e-mailem).
Za reklamaci vysledku neni povazovana konzultace o klinické nebo biologické interpretaci detekované mutace (varianty).
Okruh stiznosti se mize tykat:

» Vysledku laboratornich analyz (prubéhu vySetfeni, interpretace, formy zavéreénych laboratornich zprav)

» Zpusobu jednani pracovnikl laboratote

» Nedodrzeni ujednani mezi Zadatelem a laboratoii vyplyvajici z pfijeti pozadavku (zaddanky) na provedeni

laboratornich analyz

O stiznostech, jejich vySetieni, pfijatych napravnych opatienich a informovani stézovatele (pisemné, nejpozdéji do 30 dnii)
jsou pofizeny zdznamy o stiznosti.

9.  VySetfovani smluvnimi laboratoiemi

Laboratof v soucasné dobé nevyuziva sluzeb smluvni laboratote.

10. Zakladni informace k poskytovanym vySetienim

Vysetfeni predispozi¢nich gend u hereditdrnich nadorovych syndromt je opravnén indikovat pouze klinicky genetik po
provedeni genetického poradenstvi a podepsani informovaného souhlasu, za ptedpokladu splnéni indikaénich kritérii.
Podrobny popis indika¢nich kritérii a doporuceni nasledné péce o osoby s vysokym rizikem dédi¢nych forem nadorového
onemocnéni je uveden v Supplementech Klinické onkologie dostupnych ke staZeni online na: https://www.linkos.cz/casopis-
klinicka-onkologie:

»  Klin Onkol 2009; 22(Suppl 1): 5. Téma: Dispenzarizace dédi¢nych nadorovych syndrom(
Klin Onkol 2012; 25(Suppl 1): 6. Téma: Hereditarni nadorova onemocnéni lll

Klin Onkol 2016; 29(Suppl 1): 3. Téma: Hereditarni nadorova onemocnéni IV.

Klin Onkol 2019; 32(Suppl 2): Téma: Hereditarni nadorova onemocnéni V.

vV V V V

Kniha: Hereditarni nadorova onemocnéni v klinické praxi. Lenka Foretova, Renata Gaillyova, Eva Machackova
a kolektiv. Nakladatel: Grada 2022

Zéakladni informace k frekvenéné nejcastéj$im nddorovym syndromiim jsou dostupné také na webovych strankach oddéleni:
www.mou.cz (Uvod >> NaSe pracovisté >> Zdravotnicka pracovi§té >> Oddéleni epidemiologie a genetiky nadora >>
Genetické poradenstvi u rizikovych nddorovych rodin / indikaéni kritéria testovani).

10.1 Analyza genii metodou masivniho paralelniho sekvenovani: testovani nadorové predispozice

Datum vydani: 4.9.2023
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Cilené sekvenovani na principu hybridizaéniho nabohaceni cilovych oblasti (Target Enrichment with hybridization
capture) — s vyuzitim panelu genti ,,CZECANCA* (cileny na hereditarni nddorové syndromy)

Zakladni charakteristika vySetieni:

KAPA HyperCap Target Enrichment: Principem postupu je ultrazvukova fragmentace genomické DNA > indexovani a
pool knihovny > enrichment/hybridiza¢ni postup (KAPA HyperPrep protokol). Sekvenaéni béh ptipravené knihovny

(s MiSeq Reagent kit v3) na MiSeq systému (Illumina). Bioinformaticka analyza pomoci FinalistDX softwaru (Institute of
Applied Biotechtologies a.s.) na opera¢nim systému Linux (Ubuntu) véetné CNV analyzy

Seznam gentl zahrnutych na panelu (moZnost zmény v prub&hu ¢asu):
Hereditary cancer panel: CZECANCA

Seznam zahrnutych genii: AIP; ALK; APC; APEX1; ATM; ATMIN; ATR; ATRIP; AURKA; AXIN1; BABAM1; BAP1; BARD1; BLM; BMPRIA;
BRAP; BRCA1; BRCA2; BRCC3; BRE; BRIP1; BUB1B; C110rf30; C190rf40; casp8; CCND1; CDC73; CDH1; CDK4; CDKN1B; CDKN1C; CDKN2A;
CEBPA; CEP57; CLSPN; CSNK1D; CSNK1E; CWF19L2; CYLD; DCLRELC; DDB2; DHFR; DICER1; DIS3L2; DMBT1;DMC1; DNAJC21; DPYD; EGFR;
EPCAM; EPHX1; ERCC1; ERCC2; ERCC3; ERCC4; ERCCS; ERCC6; ESR1; ESR2; EXO1; EXT1; EXT2; EYA2; EZH2; FAM175A; FAM175B; FAN1;
FANCA; FANCB; FANCC; FANCD2; FANCE; FANCF; FANCG; FANCI; FANCL; FANCM; FBXW?7; FH; FLCN; GADD45A; GATA2; GPC3; GRB7;
HELQ; HNF1A; HOXB13; HRAS; HUS1; CHEK1; CHEK2; KATS; KCNJ5; KIT; LIG1; LIG3; LIG4; LMO1; LRIG1; MAX; MCPH1; MDC1; MDM2;
MDM4; MEN1; MET; MGMT; MLH1; MLH3; MMPS8; MPL; MRE11A; MSH2; MSH3; MSH5; MSH6; MSR1; MUS81; MUTYH; NAT1; NBN;
NCAM1; NELFB; NF1; NF2; NFKBIZ; NHEJ1; NSD1; OGG1; PALB2; PARP1; PCNA; PHB; PHOX2B; PIK3CG; PLA2G2A; PMS1; PMS2; POLB;
POLD1; POLE; PPM1D; PREX2; PRF1; PRKAR1A; PRKDC; PTEN; PTCH1; PTTG2; RAD1; RAD17; RAD18; RAD23B; RAD50; RAD51; RADS1AP1;
RAD51B; RAD51C; RAD51D; RAD52; RAD54B; RAD54L; RAD9A; RB1; RBBPS; RECQL; RECQL4; RECQLS; RET; RFC1; RFC2; RFC4; RHBDF2;
RNF146; RNF168; RNF8; RPAL; RUNX1; SBDS; SDHA; SDHAF2; SDHB; SDHC; SDHD; SETBP1; SETX; SHPRH; SLX4; SMAD4; SMARCA4;
SMARCB1; SMARCE1; STK11; SUFU; TCL1A; TELO2; TERF2; TERT; TLR2; TLR4; TMEM127; TOPBP1; TP53; TP53BP1; TSC1; TSC2; TSHR;
UBE2A; UBE2B; UBE2I; UBE2V2; UBE4B; UIMC1; VHL; WRN; WT1; XPA; XPC; XRCC1; XRCC2; XRCC3; XRCC4; XRCCS; XRCCE; ZNF350;
ZNF365.

Indikace K vySetfeni: vySeteni je opravnén indikovat pouze klinicky genetik.

Primarni material k vySetieni: periferni nesrazliva krev v EDTA

Tvwr

Podrobngjsi informace o CZECANCA panelu jsou dostupné v Klinické onkologii 2016 Supplementum: Hereditarni nadorova
onemocnéni IV: A jsou dostupna volné ke stazeni na: http://www.linkos.cz/casopis-klinicka-onkologie:

o https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/200/4877.pdf

Anglicka publikace: Soukupova et al. Validation of CZECANCA (CZEch CAncer paNel for Clinical Application) for targeted
NGS-based analysis of hereditary cancer syndromes. PL0oS One 2018; 13(4): e0195761. (doi: 10.1371/journal.pone.0195761)

Vysledek laboratorniho vySetieni:

Byla/nebyla detekovana kauzalni (patologickd) mutace v nékterém znadorové predispoziénich gent (dle spektra
predpokladané nadorové predispozice)

Byla/nebyla detekovana potencialné rizikova varianta/varianty nejasného vyznamu v genu/genech vysokého rizika pro
nadorovou predispozici.

ZavéreCna laboratorni zprava obsahuje genotyp, biologickou interpretaci nalezu (disledku na funkci proteinu) a obecnou
klinickou interpretaci rizika v ptipadé zachytu kauzalni (patogenni) mutace dle soucasnych mezinarodnich poznatki
(publikované vysledky rozsahlych studii) a doporuéeni.

Upozornéni: vysledky vySetfeni genl s nejasnym vztahem k nddorovému onemocnéni, které jsou na panelech zarazeny
z vyzkumnych diivodi, nebudou laboratofi interpretovany

* Pozndamka: Za stanoveni diagndzy, ptedani zpravy pacientovi srozumitelnou formou jakoz i nésledna doporuceni pro klinicka
sledovani, profylaktické vykony nebo doporuceni pro rodinné piislusniky je odpovédny klinicky lékat indikujici vySetfeni.

10.2 Hereditarni syndrom nadoru prsu a/nebo ovaria
Zakladni charakteristika syndromu:

Autozomalné dominantni syndrom s neuplnou penetranci. Pfi¢inou je nejcastéji kauzalni (patogenni) mutace v genu BRCA1
nebo BRCA2. Celozivotni kumulativni riziko vzniku nadoru je u nosi¢ek BRCA mutace zvyseno na 65-85%. ZvySeny vyskyt
nadoru prsu a/nebo ovaria Vv rodinné anamnéze. Vyskyt nadoru v mladém véku. Dalsi geny zvysujici riziko vyskytu nadoru
prsu: TP53, PALB2, CDH1, PTEN, STK11, ATM, BARD1, CHEK2, NBN. Dalsi geny zvysujici riziko vyskytu nadoru ovaria:
BRIP1, RAD51C, RAD51D, MLH1, MSH2, MSH6, STK11.

Datum vydani: 4.9.2023
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Indikace K vySetieni: vySetieni je opravnén indikovat pouze klinicky genetik
Zékladni indikacni kritéria

» Epitelovy karcinom ovaria/tuby/primarni peritonealni karcinom v jakémkoliv véku
Triple negativni nador prsu (ER, PR a HER2 negativni/medularni) do 60 let

zeny s duplicitou nadoru prsu a slinivky v jakémkoliv véku

unilateralni karcinom prsu do 45 let (do 50 let, pokud neni znama zadna rodinna anamnéza)
dva samostatné primarni karcinomy prsu, prvni do 50 let, nebo oba do 60 let

vyskyt karcinomu prsu u muze

YV V.V YV V VY

opakovany vyskyt nadorti prsu v rodiné (alespon tfi pfibuzni jakéhokoliv véku, nebo dva pfibuzni, alespon jedna
diagnostikovana pod 50 let véku, nebo obé pod 60 let véku)

> probandka s karcinomem prsu do 50 let a pfimym pfibuznym s nadorem slinivky/prostaty
Primarni material k vySetieni: periferni nesrazliva krev v EDTA

Laboratorni postup vySetieni:

Vysetfeni je provadéno z genomické DNA izolované z nesrazlivé periferni krve.
KAPA HyperCap Target Enrichment — panel gent CZECANCA - viz. sekce 10.1

Detekované vysoce rizikové bodové mutace jsou potvrzeny PCR amplifikaci a Sangerovym sekvenovanim, V piipadé
pozitivniho zachytu CNV je nalez potvrzen pomoci MLPA analyzy.

Vysledek laboratorniho vySetieni:

Byla/nebyla detekovana kauzalni (patologicka) mutace v genu /genech zvysujicich riziko vyskytu nadoru prsu a/nebo ovaria

Byla/nebyla detekovana potencialné rizikova varianta/varianty nejasného vyznamu Vv genu/genech vysokého/stiedniho rizika
pro nadorovou predispozici.

Zavéreéna laboratorni zprava obsahuje genotyp, biologickou interpretaci nalezu (dusledku na funkei proteinu) a obecnou
klinickou interpretaci rizika v pfipadé zachytu kauzalni (patogenni) mutace dle soucasnych mezinirodnich poznatki
(publikované vysledky rozsahlych studii) a doporuc¢eni EMQN (European Molecular Genetics Quality Network).

* Poznamka: Za stanoveni diagndzy, pfedani zpravy pacientovi srozumitelnou formou jakoz i nasledna doporuéeni pro klinicka
sledovani, profylaktické vykony nebo doporuceni pro rodinné piislusniky je odpovédny klinicky Iékat indikujici vysetieni.

10.3 Hereditarni nepolypézni kolorektalni karcinom (HNPCC, Lynchiiv syndrom)

Zakladni charakteristika syndromu:

Autozomalné dominantni syndrom s netiplnou penetranci. Pfi¢inou je nejcastéji mutace v nékterém z gentt MMR systému
(reparace chybného parovani bazi): vysoce rizikové geny MLH1, MSH2, MSH6. Celozivotni kumulativni riziko pro vznik
kolorektalniho karcinomu je u nosi¢i mutace zvyseno na 28-75%. Zvyseny vyskyt kolorektalniho nadoru, nadoru
endometria, méné ¢asté jsou nadory prsu, GIT, pankreatu, glioblastom a dalSich nadora v rodinné anamnéze. Vyskyt nadoru
v mladém véku. Jiné geny, které zvysuji riziko vyskytu kolorektalniho karcinomu: PMS2, EPCAM, POLE, POLD1, EXOL1,
CHEK?2, APC (atenuovana forma), MUTYH, STK11, BMPR1A, SMADA4)

Indikace K vySetieni: vySetieni je opravnén indikovat pouze klinicky genetik

Zakladni indikaéni kritéria (podrobné viz. Amsterdamska kriteria I, II; Bethesda kriteria)
» opakovany vyskyt nadort tlustého stfeva a délohy v rodiné (dva a vice pfipadi v linii)
» nador kolorekta nebo nador délohy pted 40 rokem véku

» Bethesda kritéria (http://www.lynch.cz/Muir-Torre-syndrom/slovnik/revidovana-kriteria-Bethesda.php)
Primarni material k vySetieni: periferni nesrazliva krev v EDTA

Laboratorni postup vySetieni:

Vysetieni je provadéno z genomické DNA izolované z nesrazlivé periferni krve.
KAPA HyperCap Target Enrichment — panel gent CZECANCA - viz. sekce 10.1

Detekované vysoce rizikové bodové mutace jsou potvrzeny PCR amplifikaci a Sangerovym sekvenovanim, v piipadé
pozitivniho zachytu CNV je nalez potvrzen pomoci MLPA analyzy (je-li dostupna).

Vysledek vySetieni:

Datum vydani: 4.9.2023
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Byla/nebyla detekovana kauzalni (patologickd) mutace v genu MLH1, MSH2 nebo MSH6 nebo v jiném genu zvysujicim riziko
vyskytu CRC.

Byla/nebyla detekovana potencialné rizikova varianta/varianty nejasného vyznamu v genu/genech vysokého/stredniho rizika
pro nadorovou predispozici.

Zaverecna laboratorni zprava obsahuje genotyp, biologickou a klinickou interpretaci nalezu dle soucasnych mezinarodnich
poznatkt (publikované vysledky rozsahlych studii) a doporu¢eni EMQN (European Molecular Genetics Quality Network).

* Poznamka: Za stanoveni diagndzy, pfedani zpravy pacientovi srozumitelnou formou jakoz i nasledna doporuceni pro klinicka
sledovani, profylaktické vykony nebo doporu€eni pro rodinné ptislusniky je odpoveédny klinicky lékar indikujici vySetieni.

10.4 Hereditarni polyp6zni syndromy traviciho traktu s vysokym rizikem malignizace
Zakladni charakteristiky syndromd:

Autozomaln¢ dominantni polypézni syndromy traviciho traktu:

o Familiarni adenomatézni polypéza (FAP) s rozvojem stovek az tisict polypt v tlustém stievé. K vyskytu polypi
obvykle dochazi od puberty. Pfi¢inou jsou mutace v genu APC, vzacné AXIN2.

o Peutz-Jaghers syndrom (PJS): hamartomatozni polypy GIT (Easto jejunu, ileu, duodenu), nadory jicnu, Zaludku, prsu,
ovaria, pankreatu, ¢asto také melaninové skvrny (od cca 5 let) na rtech a bukalni sliznici. Pfi¢inou jsou mutace v genu
STK11.

o Juvenilni polypéza: juvenilni polypy GIT (zaludek, tenké strevo, kolorektum), vyskyt juvenilnich polypt od 20 let
véku. Pii¢inou jsou mutace v genech SMAD4, BMPR1A, PTEN.

o Masivni polypdza zaludku (GAPPS syndrom, dle Li et al., 2016): analyza promotoru 1B genu APC

Autozomalné recesivni forma adenomatozni polypozy:

o Bialelické mutace v genu MUTYH (MAP syndrom)
o Bialelické mutace v genu NTHL1 (NAP syndrom) — byla popsana evropska ,founder mutace: p.GIn90*
Vv homozygotnim stavu u n€kolika evropskych rodin (Weren at al., 2015). Frekvence v ¢eské populaci v soucasné
dob¢ neni znama.
Indikace K vySettfeni: vySetfeni je opravnén indikovat pouze klinicky genetik.
Zakladni indikaéni kritéria

» Mnohocetné adenomatozni polypy v tlustém stievé v mladém véku
» Polypy GIT traktu (hamartomatozni nebo juvenilni typ) v mladém véku

Primarni material k vySetieni: periferni nesrazliva krev v EDTA

Laboratorni postup vySetieni:

Vysetteni je provadéno z genomické DNA izolované z nesrazlivé periferni krve.
KAPA HyperCap Target Enrichment — panel gent CZECANCA — viz. sekce 10.1

Detekované vysoce rizikové bodové mutace jsou potvrzeny PCR amplifikaci a Sangerovym sekvenovanim, v piipadé
pozitivniho zachytu CNV je nalez potvrzen pomoci MLPA analyzy.

V piipad€, ze nebyla detekovana mutace ve vysoce rizikovych dominantnich genech ani v genu MUTYH u pfedpokladu
recesivni formy FAP, lze vysetfeni doplnit o pfimé sekvenovani exonu 2 genu NTHL1,

Vysledek laboratorniho vySetieni:

Byla/nebyla detekovana kauzalni (patologické) mutace ve vysoce rizikovém genu.

Byla/nebyla detekovana potencidlné rizikova varianta/varianty nejasného vyznamu v genu/genech vysokého/stiedniho rizika
pro nadorovou predispozici.

Zaveérecna laboratorni zpradva obsahuje genotyp, biologickou interpretaci nalezu (duisledku na funkci proteinu) a obecnou
klinickou interpretaci rizika v piipadé zachytu kauzalni (patogenni) mutace dle soucasnych mezindrodnich poznatki
(publikované vysledky rozsahlych studii) a doporuceni.

* Poznamka: Za stanoveni diagnozy, predani zpravy pacientovi srozumitelnou formou jakoz i nasledna doporuceni pro klinicka
sledovani, profylaktické vykony nebo doporuceni pro rodinné piislusniky je odpovédny klinicky lékar indikujici vySetfeni.

Datum vydani: 4.9.2023
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10.5 Hereditarni syndrom Li-Fraumeni
Zakladni charakteristika syndromu:

Autozomalné dominantni syndrom s uplnou penetranci. Pfi¢inou je mutace v genu TP53. Celozivotni kumulativni riziko pro
vznik nadoru dosahuje u nosi¢t mutace 100%. Zvyseny vyskyt sarkomil, nadortt CNS, kury nadledvin, prsu, leukémie,
mozné navyseni rizika pro jakykoli nador Vv rodinné anamnéze. Vyskyt nadoru jiz v détském veéku (pfedevsim détské nadory
mozku, rhabdomyosarkomy). Primarni viceéetné nadory. Jiné geny zvysujici riziko vzniku nadort ve spektru LFS: CHEK2,
CDKN2A)

Idikace K vySetieni: vySetfeni je opravnén indikovat pouze klinicky genetik

Zakladni indikaéni kritéria: (podrobné viz. kriteria podle Chompretové)

» 2 ptibuzni s nadorem typickym pro Li-Fraumeni syndrom (sarkom, mozkovy nador, adrenokortikalni karcinom, nador
prsu), alespon jeden s diagnozou pod 45 let

» vicecetny vyskyt primarnich malignich nadort (sarkom, mozkovy nador, adrenokortikalni karcinom, nador prsu)
» pacient s adrenokortikdlnim nadorem bez ohledu na vék

Primarni material k vySetieni: periferni nesrazliva krev v EDTA

Laboratorni postup vySetfeni:

Vysetfeni je provadéno z genomické DNA izolované z nesrazlivé periferni krve.
KAPA HyperCap Target Enrichment — panel gent CZECANCA — viz. sekce 10.1

Detekované vysoce rizikové bodové mutace jsou potvrzeny PCR amplifikaci a Sangerovym sekvenovanim, v piipadé
pozitivniho zachytu CNV je nalez potvrzen pomoci MLPA analyzy.

Vysledek vySetieni:

Byla/nebyla detekovana kauzalni (patologicka) mutace v genu TP53 nebo v jiném genu zvySujicim riziko vyskytu nadorového
onemocnéni.

Byla/nebyla detekovana potencialné rizikova varianta/varianty nejasného vyznamu v genu/genech vysokého/stiedniho rizika
pro nadorovou predispozici.

Zavéreéna laboratorni zprava obsahuje genotyp, biologickou a klinickou interpretaci nalezu dle soucasnych mezinarodnich
poznatkl (publikované vysledky rozsahlych studii) a doporuc¢eni EMQN (European Molecular Genetics Quality Network).

* Poznamka: Za stanoveni diagndzy, pfedani zpravy pacientovi srozumitelnou formou jakoz i nasledna doporuceni pro klinicka
sledovani, profylaktické vykony nebo doporuceni pro rodinné piislusniky je odpovédny klinicky 1ékat indikujici vySetieni.

10.6 DalSi vzacnéjsi formy dédi¢né predispozice k nadorovému onemocnéni

v' Dé&diéna predispozice k nadoru Zaludku (geny vysokého rizika: CDH1 — diftzni forma, ostatni rizikové geny:
MLH1, MSH2, MSH6, APC, STK11, BMPR1A, SMAD4)

v' Dé&di¢né nadory pankreatu (rizikové geny: BRCA2, PALB2, CDKN2A, APC, STK11)

v' Dé&di¢na forma nadori ledvin (rizikové geny: MET, FH, FLCN, SDH geny)

v" Von Hippel Lindau syndrom: vyskyt hemangioblastomu, feochromocytomu a pankreatickych cyst s vysokym
rizikem malignizace (rizikové geny: VHL)

v" Neurofibromatéza (rizikové geny: NF1, NF2)

v Tuberézni skleréza (rizikové geny: TSC1, TSC2)

v' Dédi¢na forma maligniho mezoteliomu a uvealniho melanomu (rizikové geny: BAP1)

v' Dé&diéna forma meduloblastomu (rizikové geny: SUFU)

v' Dédi¢na forma rhabdoidnich nadori (rizikové geny: SMARCB1, SMARCA4)

v'  Dédi¢na forma paragangliomu a pheochromocytomu (TMEM127, SDH geny)

v' Mnohodetna endokrinni neoplazie IT. - MEN2 (rizikové geny: RET)

v" Mnohodetna endokrinni neoplazie I. - MEN1 (rizikové geny: MEN1, CDKN1B)

v Retinoblastom (gen RB1)

v" Wilmsiiv tumor — nefroblastom (gen WT1)

v Familidrni cylindromat6za (turban tumor sy.) a mnohoé&etné trichoepitheliomy (gen CYLD)

Datum vydani: 4.9.2023
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Nadory Sertoli-Leydigovych bunék — testikularni nadory a nadory vajeénikd u mladych dospélych (gen DICER1)
Silver-Russell syndrom (gen GRB7)
Familiarni forma gastrointestinalniho stromalniho nadoru — familidrni GIST (gen KIT)
Carneyho komplex — mnohocetné neoplazie (gen PRKAR1A)
Recesivni syndromy détského véku spojené s vysokym rizikem nadorovym onemocnénim:
o Ataxia Telangiectasia (geny ATM, MRE11A)
Fanconiho anemie (FANC geny, SLX4)
Xeroderma pigmentosum (XP = ERCC geny)
Nijmegen breakage syndrom (gen NBN/NBS1, MRE11, RAD50)
Syndromy defektnich helikaz s téZkym vyvojovym postizenim: Bloom sy., Werner sy., Rothmund-
Thomson sy., Baller-Gerold sy., Rapadilino sy. (geny BLM, WRN, RECQL, RECQL5, RECQL4)

NSRRI NN

O O O O

Indikace K vySetfeni: vySetieni je opravnén indikovat pouze klinicky genetik dle platnych doporuceni
Zékladni indikaéni kritéria:

» vicecetny vyskyt konkrétni malignity v rodiné

» vyskyt malignity v mladém véku (minimalné o 10 let diive, nez je zaznamenany median pro vyskyt onemocnéni)

» ViceCetna malignita u pacienta ve spektru dédi¢ného nadorového syndromu

Primarni material k vySetfeni: periferni nesrazliva krev v EDTA

Laboratorni postup vySetfeni:

Vysetfeni je provadéno z genomické DNA izolované z nesrazlivé periferni krve.
KAPA HyperCap Target Enrichment — panel gent CZECANCA — viz. sekce 10.1

Detekované vysoce rizikové bodové mutace jsou potvrzeny PCR amplifikaci a Sangerovym sekvenovanim, v piipadé
pozitivniho zachytu CNV je nalez potvrzen pomoci MLPA analyzy.

Vysledek vysSetieni: Byla/nebyla detekovana kauzalni (patologicka) mutace v indikovaném genu nebo v jiném genu zvysujicim
riziko vyskytu nadorového onemocnéni.

Byla/nebyla detekovana potencialné rizikova varianta/varianty nejasného vyznamu v genu/genech vysokého/sttedniho rizika.

ZavéreCna laboratorni zprava obsahuje genotyp, biologickou a klinickou interpretaci nalezu dle souc¢asnych mezinarodnich
poznatkl (publikované vysledky rozsahlych studii) a doporuc¢eni EMQN (European Molecular Genetics Quality Network).

* Poznamka: Za stanoveni diagndzy, pfedani zpravy pacientovi srozumitelnou formou jakoz i nasledna doporuceni pro klinicka
sledovani, profylaktické vykony nebo doporuceni pro rodinné piislusniky je odpovédny klinicky l€kat indikujici vySetfeni.

10. 7 Farmakogenetické vySetieni

VySetieni indikovana klinickym lékai‘em, za predpokladu splnéni klinickych piiznaki, biochemickych hodnot nebo
vySetieni pfedchazejici indikaci specifickych 1é¢iv

10. 7.1 Varianty v genu DPYD zodpovédné za snizenou aktivitu Dihydropyrimidine dehydrogendzy

Varianty ovliviiujici metabolismus Fluoropyrimidinovych 1é¢iv (dle mezinarodnich doporuceni: Lunenburg et al.,
Eur J Hum Genet. 2020, PMID: 31745289; Meulendijks et al., Lancet Oncol. 2015 PMID: 26603945)

VySetfované mutace
e haplotyp HAPB3: rizikova varianta v intronu DPYD NM_000110.3:¢.1129-5923C>G zpusobujici krypticky sestiih
(je ve vazbé se silent variantou €.1236G>A) - NFE:2.1023%, dbSNP: rs75017182
e DPYD NM_000110.3:c.1679T>G p.l1le560Ser (alela DPYD*13), NFE:0.062% dbSNP: rs55886062
e DPYD NM_000110.3:c.1905+1G>A (alela DPYD*2A), sestiihova varianta, NFE: 0.57% dbSNP: rs3918290
e DPYD NM_000110.3:¢c.2846A>T p.Asp949Val, NFE:0.52 dbSNP: rs67376798

Zékladni indikaéni kritéria:
» Lécba Fluoropyrimidinovymi derivaty, piipadné jinymi 1éCivy metabolizovanymi Dihydropyrimidine
dehydrogenédzou u onkologickych pacientii

Datum vydani: 4.9.2023
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Indikace k vySetiteni: klinicky 1ékaf indikujici 1é¢bu
Primarni material k vySetieni: periferni nesrazliva krev v EDTA

Laboratorni postup vySetfeni:

Vysetfeni genomické DNA izolované z periferni krve. Diagnosticky kit gb PHARM DPYD na principu alelické
diskriminace (Generi Biotech). Real-time PCR na LightCycler-96 (Roche) stanoveni DPYD variant: *2A (¢.1905+1G>A),
*13 (c.1679T>G),HapB3 (c.1236G>A) a ¢.2846 A>T (4 varianty dle doporuceni guidelines PMID: 31745289).

Piipadné je mozny alternativni postup: PCR amplifikaci exonii 13, 14, 22 a éasti intronu 10 genu DPYD a vySetieni
metodou piimého Sangerova sekvenovani na 3130 Genetic Analyser.

Vysledek vySetieni:

Byla/nebyla zjisténa rizikova varianta ve vySetfovanych oblastech genu DPYD.
Nosicim patogenni varianty v genu DPYD je doporuceno snizeni davky 5-FU. Interpretace pfi zachytu varianty vychazi
z Guidelines dle:
o Lunenburg CATC, et al. Dutch Pharmacogenetics Working Group (DPWG) guideline for the gene-drug interaction
of DPYD and fluoropyrimidines. Eur J Hum Genet. 2020 Apr;28(4):508-517. PMID: 31745289.
o Meulendijks et al. Clinical relevance of DPYD variants ¢.1679T>G, ¢.1236G>A/HapB3, and ¢.1601G>A as
predictors of severe fluoropyrimidine-associated toxicity: a systematic review and meta-analysis of individual
patient data. Lancet Oncol. 2015 Dec;16(16):1639-50. PMID: 26603945)

* Poznamka: K vySetfeni nejsou pozadovany informace o rodinné anamnéze. Za stanoveni diagnozy, predani zpravy pacientovi
srozumitelnou formou jakoz i naslednou medikaci je odpovédny klinicky 1ékaft indikujici vySetieni.

10. 7. 2 Gilbertiiv syndrom: stanoveni po¢tu TA repetice v promotoru UGT1A1 genu
Zakladni charakteristika:

Autozomalné recesivni typ dédi¢nosti. Jako Gilbertiv syndrom (GS) je oznacovana benigni forma nekonjugované
hyperbilirubinemie. Polymorfismus v promotorové oblasti genu UGT1A1 (= UDP-glucuronosyltransferaza 1) je ¢astou
pti¢inou Gilbertova syndromu v bélosské populaci (az u 90% jedinct s klinickymi pfiznaky GS). Inzerce di-nukleotidu TA
v oblasti TATA boxu genu UGT1A1 redukuje expresi enzymu UDP-glucuronosyltransferazy. Normalni (,,wild type*) alelu
tvoti sekvence A(TA)sTAA (0znaCovana jako alela *1), alela s inzerci je A(TA)7TAA (0zna¢ovana jako alela *28 =
UGT1A1*28). Homozygotni genotyp UGT1A1*28/*28 A(TA):TAA | A(TA)7TAA - zkracené (TA)7/(TA) 7 se nachazi u cca
9% evropské populace, heterozygotni forma UGT1A1*1/*28 A(TA)sTAA [/ A(TA)7TAA - zkracené (TA)s/(TA) 7u 32%
evropské populace.

Jedinci s genotypem UGT1A1*28/*28 (TA)7/(TA) 7 maji vysoké riziko zavazné neuropenie a gastrointestinalni toxicity pii
1é¢bé irinotecanem. Je nutna zvysena opatrnost (doporuéené davkovani viz. PMID: 34860573)

VysSetiované mutace:

Genotypizace promotorové oblasti genu UGT1A1: stanoveni poctu TA repetice
Zékladni indikaéni kritéria:

»  Chronicka nekonjugovana bilirubinémie bez pfitomnosti jinych pfiznakt jaterniho onemocnéni

» Lécba irinotekanem u onkologickych pacienti
Indikace K vysetieni: klinicky 1ékaf

Primarni materidl k vySetfeni: periferni nesrazliva krev v EDTA

Laboratorni postup vySetieni:

Vysetieni genomické DNA izolované z periferni krve. Diagnosticky kit gb PHARM UGT1A1 (Generi Biotech) na principu
analyzy kiivek tani s vyuzitim Real-time PCR LightCycler-96 (Roche). Kit umoziuje detekovat varianty polymorfismt STA
(UGT1A1*36), 6TA (UGT1A1*1), 7TA (UGT1A1*28) a 8TA (UGT1A1*37).

Najcastéjsi vysledek vySetieni:

Genotyp UGT1A1 alela *1/*1: (TA)e/(TA)s - homozygot pro nativni ,,wild type* alelu, nerizikovy genotyp

Genotyp UGT1A1 alela *1/*28: (TA)s/(TA)7 - heterozygot s primérnymi hodnotami aktivity enzymu

Genotyp UGT1AL1 alela *28/*28 (TA)7/(TA)7 - homozygot asociovany s piiznaky Gilbertova syndromu, rizikovy genotyp

Raritni nalezy:

Datum vydani: 4.9.2023




MO MasarykGv onkologicky ustav
U Masaryky Oddéleni epidemiologie a genetiky nadorti — laborator
onkologicky Zluty kopec 7, 656 53 Brno
Verze: 13. LABORATORNI PRIRUCKA STRANA: 22/22

alela UGT1A1*37 repetice 8TA [(TA)sTAA] snizuje aktivitu promotoru UGT1A1 vyraznéji nez alela *28 — asociovana
s piiznaky Gilbertova syndromu = niz$i hladina enzymu

alela UGT1A1*36 repetice 5TA — raritni alela s protektivnim efektem, asociovana se zvy$enou aktivitou promotoru (Dean et
al., 2015 PMID: 28520360) = vyssi hladina enzymu

* Poznamka: K vySeteni nejsou pozadovany informace o rodinné anamnéze. Za stanoveni diagnozy, predani zpravy pacientovi
srozumitelnou formou jakoz i naslednou medikaci je odpovédny klinicky 1ékat indikujici vySetieni.

10. 7. 3 Trombofilni mutace - vySetfeni predispozicnich variant gent F5 a F2, které ovliviiuji sloZeni a funkci
koagulagnich bilkovin (faktoru V a faktoru Il), jez se vyznamné podili na procesu srazeni krve:

VySetfované mutace:

o Leidenska mutace (FV Leiden) genu pro koagulacni faktor V — rizikova varianta v genu F5 oznaCovana jako
1691G>A vedouci k zaméné aminokyseliny argininu za glutamin: p.Arg506GiIn (tradi¢ni popis varianty). Dle aktualni
systematické nomenklatury se jedna o missense variantu NM_000130.4:c.1601G>A p.Arg534GIn (rs6025)

e Mutace genu pro koagulaéni faktor Il (F Il protrombin) — rizikova varianta v genu F2 oznacovana jako G20210A
(tradiéni popis). Systematicky se jedna o variantu v nekodujici 3 'UTR oblasti NM_000506.4:¢.*97G>A (rs1799963)

Zakladni indika¢ni kritéria:
Pred indikaci hormonalni terapie, pfi pozitivni rodinné anamnéze trombotickych pfihod, u opakované trombozy.
Indikace K vySetteni: klinicky 1ékai indikujici 1é¢bu

Primarni material k vySetieni: periferni nesrazliva krev v EDTA
Laboratorni postup vysSetieni:

VySetfeni genomické DNA izolované z periferni krve. Diagnosticky kit gbHEMO FV (G1691A) a FIl (G20210A) na principu
alelické diskriminace (Generi Biotech). Real-time PCR na LightCycler-96 (Roche) stanoveni trombofilnich mutaci F5
NM_000130.4:c.1601G>A a F2 NM_000506.3:c.*97G>A.

Pripadné je mozny alternativni postup: PCR amplifikace vySetirovanych usekit a analyza metodou primého Sangerova
sekvenovani na 3130 Genetic Analyser.

Vysledek vySetieni:

Byla/nebyla zjisténa mutace trombofilni mutace.

o Leidenska mutace (FV Leiden 1691G>A) je nejcastéjsi genetickou pti¢inou tromboembolické nemoci v evropské
populaci (3-8%). Heterozygotni nosi¢i Leidenské mutace maji 5-7x vys8i riziko vzniku hluboké Zilni trombdzy; u
homozygott je pravdépodobnost trombofilnich komplikaci uvadéno az s 80x navySenim.

o Mutace v genu pro faktor Il (F2 Protrombin G20210A) patii mezi populacné Casté mutace ovliviiujici srazlivost
krve. Alelicka frekvence vyskytu v evropské populaci je NFE:1.25% (gnomAD). Tato mutace je asociovana se
zvySenou hladinou protrombinu a zvySenym rizikem hluboké Zilni trombozy, které je v ptipadé heterozygotni mutace
zvyseno 2-3X ve srovnani s béznou populaci (OMIM *176930).

* Poznamka: K vySetfeni nejsou pozadovany informace o rodinné anamnéze. Za stanoveni diagnozy, predani zpravy pacientovi
srozumitelnou formou jakoz i naslednou medikaci je odpovédny klinicky 1ékaft indikujici vySetieni.

11. P¥ilohy

Zadanka (pozadavkovy list) na laboratorni vysetfeni (indikace klinicky genetik) — viz. Pfiloha 1
Informovany souhlas pacienta S genetickym vySetienim — viz. Ptiloha 2
Zadanka a informovany souhlas pro farmakogenetické vysetieni (indikace klinicky 1ékaf) — viz. P¥iloha 3
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