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Souhrn

Cilem této bakalatské prace bylo zjisténi presnych pozic zlomi DNA, vedoucich k
velkym intragenovym piestavbam v genech reparacniho systému BRCA1, BRCA2 a CHEK?2.
Prace vychdzi z intragenovych piestaveb, které¢ byly zachyceny v diagnostické laboratofi pfi
rutinnich vySetfenich a je rozdélena do dvou casti. Teoreticka Cast se vénuje literarni resersi
jednotlivych gent, jejich struktuie a funkci a shrnuje zachyty rtiznych ptestaveb v téchto
genech v ramci Evropy 1 ve svété. Zaroven uvadi mozné divody vzniku téchto zmén v DNA
ve vztahu k pritomnosti repetitivnich sekvenci v genech. Je zde také stru¢né shrnuta struktura
lidského genomu, zvlasté pseudogeni a Alu elementd, které se v téchto genech vyskytuji. V
posledni ¢asti teoretického tUvodu jsou charakterizovany metody molekularni biologie

vyuzivané pii analyze intragenovych ptrestaveb.

V experimentalni ¢asti jsou uvedeny vysledky charakterizace zlomovych mist ve vyse
zminénych tfech tumor supresorovych genech, vcéetné obrazkl elektroforetickych geld,
Sangerovych sekvenaci a popisu oblasti tvoticich pfestavbu. V ramci prace byla popséna takeé
intragenova delece genu BRCA2, ktera byla zachycena v CR poprvé v laboratofi v Novém
Ji¢in€. Ze Ctyf zachytu zjisténych pomoci metody multiplex ligation-dependent probe
amplification jsme u tii pfipadi metodami molekularni biologie pfesné popsali zlomova

mista.



Summary

The point of this bachelor thesis was to find exact positions of DNA breakpoints, which leads
to large genomic rearrangement (LRG) in DNA repair genes BRCAL, BRCA2 and CHEKZ2. This thesis
is based on LRGs, which were detected in the diagnostic laboratory during routine examinations and is

divided into two parts.

The theoretical part is focused on the literary search of the above mentioned genes, their
structure and function, and summarizes the results of various LRGs detected in these genes within
Europe and around the world. Thesis subsequently states the possible reasons for these changes in
DNA in relation to the presence of repetitive sequences in the genes and briefly summarizes the
structure of the human genome, especially pseudogens and Alu elements found in these genes. In the
last part of the theoretical introduction, the molecular biology methods used in the analysis of

intragenic reconstructions are characterized.

In the experimental part, the results of the characterization of the breakpoints in three tumor
suppressor genes, including the images of the electrophoretic gels, the Sanger sequencing results and
the description of the regions forming the rearrangement, are presented. The work also described the
intragenic deletion of the BRCA2 gene, which was detected for the first time in Czech Republic. Of the
four LRGs detected using the multiplex ligation-dependent probe amplification method, in three cases,

molecular biology methods accurately described breakpoints.
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Seznam pouzitych zkratek

Y BRCAI pseudogen genu BRCAL
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Asp Asparagova kyselina
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BRCT doména BRCA1 C-koncova doména (BRCA1 C-terminal domain)
BRIP1 BRCAL interacting protein C-terminal helicase 1
cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina
dNTP deoxyribonukleotidtrifosfat

ddNTP dideoxyribonukleotidtrifosfat

del delece

delins inseréné-dele¢ni mutace

DMSO dimethylsulfoxid

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

ER estrogenovy receptor

ERVs endogenni retroviry

HER?2 transmembranovy receptor

CHEK?2 checkpoint kinase 2

lle Isoleucin

Ins inserce

kb kilobaze

kDa kilodalton

Leu Leucine

LINE-1 long interspersed nuclear elements

LR-PCR long — range PCR

LRG large genomic rearrangement

LTR dlouh¢ termindlni repetitivni sekvence
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Phosphatase and tensin homolog
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relativni odstfediva sila
N-konc. doména proteinu BRCA1 (really interesting new gene)
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sympaticky nervovy systém
signal recognition particle
short tandem repeats
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Tris-borat-EDTA
transpozony
Threonin
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triple negativni karcinom prsu
tumor supresorovy gen

nepiekladana oblast (untranslated region)
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1 Uvod

Nédor prsu je multifaktoridlni onemocnéni, za jehoz vznik je zodpovédné genetické
pozadi organismu a vliv okolniho prostfedi. V nasi populaci je to velmi ¢asté onemocnéni,
piiblizn¢ kazda desatd zena onemocnéni béhem svého zivota karcinomem prsu. Velice
dilezitou roli zde hraje i rodinnd anamnéza. Patii mezi nejcastéj$i nddorovd onemocnéni

u zen, nejen v Ceské republice.

Pfevazna vétSina nadort prsu vznika spontanné v dasledku ndhodnych genetickych
udélosti v pribchu Zivota. Jen za malou ¢ast je zodpoveédna genetické predispozice, ktera je
spojena s germindlnim poskozenim vyznamnych tumor supresorovych genii BRCAL
(breast cancer type 1 susceptibility gene) a BRCA2 (breast cancer type 2 susceptibility
gene). Poskozeni téchto geni vede k vysokému celozivotnimu riziku vzniku nejenom
nadorového onemocnéni prsu, ale také vajecnikil a k vzniku jinych typl nadorti. Patogenni
zmény DNA vyskytujici se v obou genech jsou jednonukleotidové zamény, malé duplikace
a delece nebo velké intragenové prestavby. Tyto velké intragenové piestavby zplsobuji
rozsahlé delece nebo inzerce celych exonll i intront a vedou tak k zdvaznému poSkozeni
struktury genl. Protein je pifi téchto zménéach Casto téZzce poSkozen, nefunkéni nebo

nedojde vibec k jeho syntéze v disledku pred¢asné degradace RNA mutované alely.

V rutinni diagnostické laboratofi se standartné neprovadi charakterizace zlomovych
mist u zjisténych rozsahlych intragenovych piestaveb. Tyto zmény nelze detekovat PCR,
proto se k jejich odhaleni vyuziva metoda MLPA (multiplex ligation-depedent probe
amplification). Na zachyty velkych deleci v genech BRCA1, BRCA2 a CHEK2 (checkpoint
kinase 2), zjisténych pfi rutinni laboratorni diagnostice pomoci MLPA, navazuje pfesna

charakterizace téchto mist, ktera je cilem této bakalarské prace.



2 Cile prace
1. Sepsat literarni pfehled o genech repara¢niho systému BRCAL1, BRCA2 a CHEK2.
2. Zjistit frekvenci vyskytu velkych intragenovych prestaveb téchto genti v Evropé a ve
svete.
3. Co nejpresnéji charakterizovat zlomova mista velkych intragenovych pfestaveb genu
BRCA1 a BRCA2 popt. CHEKZ, které byly diive zachyceny metodou MLPA u pacientek

s karcinomem prsu.



3 Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 Geny reparaénich systémii (homologni rekombinance)

Geny BRCAL a BRCA2 jsou dva z nejvyznamngjsich predispozi¢nich genti pro
vznik karcinomu prsu nebo vaje¢niku. Zeny s mutacemi zarodeéné linie vykazuji zvysené
riziko vzniku karcinomu prsu a vajeéniku (Tinelli et al.,, 2010). Vznik nadorového
onemocnéni u jedinci s embryonalnimi mutacemi geni BRCAl1 a BRCAZ2 vyzaduje
somatickou inaktivaci zbyvajici funk¢ni alely, coz naznacCuje, ze oba geny jsou
nadorovymi supresory (Smith et al., 1992; Collins et al., 1995). Fenotypy obou gent jsou
si velmi podobné. Kromé zen muze karcinom prsu ve vzacnych piipadech postihnout
1 muZze, obvykle ve v€ku 60-70 let. Rizikovymi faktory jsou ozatfovani, rodinnd anamnéza
vyskytu karcinomu prsu a vysoka hladina estrogenu (Pisano et al., 2011). Pfiblizné u 80 %
jedinci s mutaci BRCA1 nebo BRCA2 genu se vyvine karcinom prsu do 70 let véku,
zatimco u 40 % jedincti s mutaci v genu BRCAL a 20 % v genu BRCA2 se objevi karcinom
vaje¢niku (Begg et al., 2008; Stratton et Rahman, 2008). Bodové mutace se vyskytuji
Vv celé kodujici sekvenci obou genti a tvoii 10 % az 50 % zarodecnych mutaci dédi¢né
formy karcinomu prsu a vaje¢niku (Agata et al., 2005; Vasickova et al., 2007). Oba geny
jsou zapojeny do zakladnich bunéénych procest slouzicich k udrzeni genomové integrity
a transkripcni regulace (Welcsh et King, 2001). Produkty obou genl zaroven reguluji
transkripci jinych gent zapojenych do dalsich bunéénych funkci (Harkin et al., 1999).

-----

genech, jejichZ produkty jsou jaderné proteiny, které se podileji na udrZzeni genomové
integrity, jako jsou napftiklad geny TP53, PTEN, ATM, NBS1, RAD50, BRIP1 a PALB2.
Jednim z téchto genl je také gen CHEK2, ve kterém se vyskytuji rozsahlé intragenové
delece a jehoz popis je uveden v kapitole 3.1.3. Lokalizace vybranych genti BRCAL,
BRCA2 a CHEK2 v lidském genomu jsou uvedeny na Obrazku 1.



Obrazek 1: Pozice geni BRCALl, BRCA2, CHEK2 a ostatnich sousedicich genii na

jednotlivych chromozomech lidského genomu.

Chromosome 17 - NC_000017.11
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Ptevzato a upraveno z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=(brcal[gene])%20AND%20(Homo%20sapiens[orgn])%20AND%
20alive[prop]%20NOT%20newentry[gene]&sort=weight ,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=(brca2[gene])%20AND%20(Homo%20sapiens[orgn])%20AND%
20alive[prop]%20NOT%20newentry[gene]&sort=weight ,
https://www.nchi.nlm.nih.gov/gene?term=(chek2[gene])%20AND%20(Homo%?20sapiens[orgn])%20AND%
20alive[prop]%20NOT%20newentry[gene] &sort=weight



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=(brca1%5bgene%5d)%20AND%20(Homo%20sapiens%5borgn%5d)%20AND%20alive%5bprop%5d%20NOT%20newentry%5bgene%5d&sort=weight
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=(brca1%5bgene%5d)%20AND%20(Homo%20sapiens%5borgn%5d)%20AND%20alive%5bprop%5d%20NOT%20newentry%5bgene%5d&sort=weight
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=(brca2%5bgene%5d)%20AND%20(Homo%20sapiens%5borgn%5d)%20AND%20alive%5bprop%5d%20NOT%20newentry%5bgene%5d&sort=weight
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=(brca2%5bgene%5d)%20AND%20(Homo%20sapiens%5borgn%5d)%20AND%20alive%5bprop%5d%20NOT%20newentry%5bgene%5d&sort=weight
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=(chek2%5bgene%5d)%20AND%20(Homo%20sapiens%5borgn%5d)%20AND%20alive%5bprop%5d%20NOT%20newentry%5bgene%5d&sort=weight
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=(chek2%5bgene%5d)%20AND%20(Homo%20sapiens%5borgn%5d)%20AND%20alive%5bprop%5d%20NOT%20newentry%5bgene%5d&sort=weight

3.1.1 GenBRCAl

BRCA1l je tumor supresorovy gen, ktery vykazuje autozomalné dominantni
dédic¢nost s vysokou penetranci. Je lokalizovan na dlouhém raménku 17. chromozomu
v pozici 17g21. Kdéduje 1863 aminokyselin a je mimo jiné zapojen do regulace genové
exprese (Zhang et al., 2010). Gen BRCAL byl identifikovan na pocatku roku 1990
(Hall et al., 1990) a nasledné byl o 4 roky pozdéji klonovan (Miki et al., 1994). Obsahoval
puvodné 24 exonu (Smith et al., 1996), ale podle novéjsich informaci uvedenych v LRG
databazi je téchto exonu 23 (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/Irgex/LRG _292.xml).

Nejrozsahlejsi je exon 11, jehoz délka je 3,5 kilobaze (kb) a obsahuje nejcastéj$i mutace.
BRCA1 gen ma extrémné vysokou hustotu Alu repetitivnich sekvenci v oblasti introni
a obsahuje pseudogen v duplikované promotorové oblasti. Pseudogen je nefunk¢ni gen,
ktery ztratil schopnost kddovat proteiny. Tento pseudogen vede ke vzniku takzvanych
hotspot mist, ve kterych dochézi Castéji k nerovnomérnym homolognim rekombinacim

(Smith et al., 1996; Puget et al., 2002).

Zeny s mutaci v BRCAL genu maji vice nez 60% celozivotni riziko vzniku
karcinomu prsu a cca 40% riziko karcinomu vaje¢niku. Mohou se vSak vyskytnout také
jiné typy nadort, jako jsou karcinomy slinivky bfisni, prostaty u muzi a dalSich, ale jiz
s niz§im rizikem vzniku (King et al., 2003; Metcalfe et al., 2010). Velké genomové
pfestavby tohoto genu mohou tvofit az jednu tfetinu vSech mutaci zplsobujicich
onemocnéni v ridznych populacich. Tyto prestavby jsou vysledkem homolognich
rekombinaci mezi BRCA1 genem a homolognimi pseudogenovymi sekvencemi (Hansen et
al., 2009, Zhang et al., 2010). Zarode¢né piestavby genu BRCA1, maji charakterizovana
zlomova mista, kterd jsou roztrousena po celém genu a vétSina z nich jsou delece

a duplikace (Ewald et al., 2009).

3.1.1.1 Struktura a proteinové interakce genu BRCA1

Gen BRCA1 obsahuje RING (really interesting new gene) finger doménu, ktera
zprostiedkovava interakce proteinti a vykazuje Cinnost E3 ubiquitin ligdzy na svém N-
konci (aminokyseliny 20-64) a C-terminalni kyselou transkripéni aktivaéni doménu
(TAD, aminokyseliny 1560-1863) (Miki et al., 1994; Monteiro et al., 1996). Druha
doména (ADI, aminokyseliny 1293-1560), kterou lze nezavisle aktivovat transkripci
s C-terminalni TAD (Hu et Li, 2002) je také transaktivaéni (Obrazek 2, Obrazek 3).
BRCALI je jaderny protein, a proto je pro jeho spravnou funkci dilezitd oblast ozna¢ovana

jako jaderny lokalizacni signal NLS (nuclear localization signal), ktery po proteosyntéze


ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/lrgex/LRG_292.xml

sméruje protein z cytoplasmy do jadra. Produkt genu BRCA1l se ucastni reparace
poskozené DNA, regulace bunééného cyklu, apoptdzy, transkripce a udrzuje integritu

genomu (Rosen et al., 2006).

RING finger jsou malé domény vazajici atomy zinku a nachazeji se v mnoha
riznych funkénich proteinech. Doména BRCT (BRCA1 C-terminal domain) se sklada ze
dvou 90-100 aminokyselinovych repetitivnich sekvenci v uspofadani “head-to-tail”, které
jsou si strukturné podobné. Tato doména se nachazi v C-termindlni oblasti, interaguje
s riznymi proteiny véetné pS3 nebo BRCA2 (Obrazek 2) a je nezbytnd pro spravnou tumor
supresorovou funkci BRCAL proteinu (Chapman et Verma, 1996; Ouchi et al., 1998;
Zhang et al., 1998; Chai et al., 1999; Williams et al., 2001; Tan et al., 2012; de Sousa Dias
et al., 2013). Mutace vedouci k posunu c¢teciho ramce nebo ke vzniku pied¢asného
termina¢niho kodonu v BRCT doméné jsou asociovany s ¢asnym nastupem vzniku
karcinomu prsu (Friedman et al., 1994; Futreal et al., 1994; Miki et al., 1994; Gayther et
al., 1996).

Obrazek 2: Struktura proteinu BRCA1 a lokalizace proteinovych interakci.

RING MES LXCXE NLS1 TAD

7R 2R

e
BRCT1 BRCT2
[ mn B |

1863

_— I I ————————
BARD1 RB1  STATH Rad51 RB1, RbAp46/48, HDAC1/2, LMOA4, c-Abl
ATF1, BAP1 CtIP-CIBP CAK, BACH1, 11O, TRAP220
53
P BRCA2 pS3

Legenda: Obrazek ukazuje jednotlivé funkéni domény proteinu véetné NLS, RING a BRCT domény. Jsou
zde zobrazeny interagujici proteiny jako napt. BRCA2, p53, RB1. Pfevzato a upraveno z: (Rosen et al., 2006)

3.1.2 Gen BRCA2
BRCA2 je velkym tumor supresorovym genem, ktery je lokalizovan na dlouhém
raménku 13. chromozomu v pozici 13q12-13. Byl objeven v roce 1994 profesorem
Michaelem Strattonem a doktorem Richardem Woosternem (Institute of Cancer Reseaech,
UK) (Pisano et al., 2011). Vykazuje stejné jako gen BRCAL autozomalné dominantni
dédicnost s vysokou penetranci. Obsahuje 27 exont a nejvétsim je exon 11. Protein

koédovany timto genem je dlouhy 3418 aminokyselin a hraje dtileZitou roli v bezchybnych



opravach dvoufetézcovych zlomli DNA a opravach pomoci homologni rekombinance

podobn¢ jako BRCA1 (Venkitaraman, 2002; Pisano et al., 2011).

Mutace v genu BRCAZ2 jsou pfi¢innou predispozice ke vzniku nadoru prsu
a vajeCniku u 1/3 pfipadid vysoce rizikovych rodin (Ford et al., 1998). Nosi¢ mutace
v BRCA2 genu mé vysoké celozivotni riziko vzniku karcinomu prsu, vaje¢niku a zvysené
riziko vzniku nadort prostaty, slinivky, zlu¢niku, zlucovych cest, karcinomu Zzaludku
a melanomu (Breast Cancer Linkage Consortium, 1999). V genu BRCA2 jsou mén¢ ¢asto
pozorované velké genomové prestavby (Hansen et al., 2009). V CR byl dosud zachycen

pouze jediny typ pfestavby v tomto genu (nepublikovany udaj z laboratofe).

3.1.2.1 Struktura a funkce genu BRCA2

Gen BRCAZ2 koéduje protein o velikosti 3418 aminokyselin. Obsahuje osm
opakujicich se sekvenci, nazyvanych BRC opakovéni, které koduje exon 11
(Bork et al., 1996; Bignell et al., 1997). Sest z téchto konzervovanych BRC opakovani
(BRC 1-4, BRC7 a BRCR) je zapojenych do interakce mezi proteiny BRCA2 a RADS1
(Mizuta et al., 1997; Wong et al., 1997; Chen et al., 1998; Marmorstein et al., 1998)
(Obrazek 3). RADSI je protein, ktery je nezbytny pro homologni rekombinace a opravy
DNA (Baumann et al., 1996). RADS51 vazebné misto se nachazi v blizkosti C-terminalniho
konce genu BRCA2 (Mizuta et al., 1997; Sharan et al., 1997). Nedostateéna funkce
BRCA2 proteinu vede ke spontannim chromozomovym prestavbam a radiosensitivité

(Patel et al., 1998; Veronica et al., 2000).

3.1.3 Gen CHEK2

CHEK2 je gen, lokalizovany na dlouhém raménku 22. chromozomu v pozici
22012.1 (Bartek et al., 2001), nicméné v genomu lze nalézt také 5 vysoce homolognich
oblasti, pseudogenti, lokalizovanych na riiznych chromozomech. Sklada se ze 14 exonil
a jeho piiblizna velikost je 50 kb (Nevanlinna et Bartek, 2006). Patfi mezi nizce
penetrantni geny (Cybulski et al., 2004). CHEK2 gen koduje lidsky analog kvasinkové
kinazy, ktera se ucastni regulace oprav DNA a replikace (Matsuoka et al., 1998). CHEK2
byl poprvé popsan v roce 1999, kdy byly objeveny tfi zarodecné mutace tohoto genu
v rodinach s Li-Fraumeniho syndromem (Bell et al., 1999). Tento gen zvySuje riziko
vzniku karcinomu prsu az 4krat a souvisi rovnéz s vyskytem jinych nédort jako je
karcinom §titné zlazy, plic, vajecnikii, mozku a karcinomu prostaty u muza (Plevova et al.,

2009).



CHEK2 protein se ucastni odpovédi na poskozeni DNA u mnoha typli bunék.
Aktivace tohoto proteinu, v odezvé na poskozeni DNA, brani buiice vstoupit do mitozy
(Cybulski et al., 2004). Somatické mutace se v genu CHEK2 vyskytuji vzacné. Byly
detekované u raznych typt nadorh, jako napiiklad v nékterych nadorech prsu
(Sullivan et al., 2002), osteosarkomu, karcinomu vajecniki, plic (Miller et al., 2002),
mocCového méchyfe (Bartkova et al., 2004; Bartkova et al., 2005) a wvulvy
(Reddy et al., 2002). Celosvétoveé rozsifend mutace ¢.1100delC se vyskytuje pievazné
v heterozygotnim stavu a je charakterizovana jako nizko penetrantni alela, zvysujici riziko

vzniku karcinomu prsu 2-4 krat (Offit et al., 2003).

3.1.3.1 Struktura genu CHEK2

Gen CHEK2 koduje protein o velikosti 543 aminokyselin. Sklada se ze tfi domén,
kterymi  jsou N-terminalni doména (aminokyselinové zbytky dlouhé 20-75),
serin/threoninové kindzovad doména (225-490 zbytky) a FHA doména. FHA doména je
tvofena 112-175 aminokyselinovymi zbytky a je zapojena do interakce s jinymi
fosforylovanymi proteiny, na jejich fosfothreoninovém zbytku (viz Obrazek 3).
Katalytickd kindzovd doména zaujima téméf celou karboxylovou termindlni polovinu
proteinu CHEK2, vcetné aktivacni smycky s jinymi serin/threoninovymi kindzami

(Nevanlinna et Bartek, 2006). Protein obsahuje i jaderny lokaliza¢ni signal NLS.

Obrazek 3: Struktura genti BRCAL, BRCA2 a CHEK2.

RING NLS BRCT 1 BECT2
BrRCcAl | [ | EXON 11 T ] 1863 AMK
BARDI RAD30 CtIP
BAP1 IBRK1 HDACI12
BRC opakovini NLS
mesz  [T] [T 1] T oo
PICAF RADS51 D&S1
NLS
CHER2 ] | ] R | Jseax
N-terminalni FHA serin/threoninova kindzova
doména doména

Legenda: RING: N-koncova doména; NLS: jaderny lokaliza¢ni signal, BRCT1/2: C-koncové domény;
RADSL1: protein dilezity pro opravu DNA; FHA: doména

Pievzato a upraveno z: http://www.nature.com/onc/journal/v19/n53/fig_tab/1203968f1.html ,
http://www.nature.com/nrc/journal/v7/n12/fig_tab/nrc2251 F2.html
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3.2 Frekvence vyskytu intragenovych piestaveb genii BRCAL a
BRCAZ2 v ruznych populacich

Zeny, nosi¢ky mutaci v genech BRCA1 nebo BRCA2 maiji celoZivotni vysoké riziko
vzniku karcinomu prsu nebo vajeniku. NejcastéjSimi mutacemi jsou malé delece nebo
duplikace, o velikosti n¢kolika part bazi (bp) nebo jednonukleotidové substituce, jejichz
vysledkem je vznik pfed¢asného termina¢niho stop kodonu (Perrin-Vidoz et al., 2002;
Narod et Foulkes, 2004). Velké intragenové piestavby v tumor supresorovych genech
u rodin s hereditarni formou karcinomu prsu nebo vaje¢nikli predstavuji mensi cast
z celkového poctu zmén DNA. Tyto intragenové prestavby jsou vétSinou patogenni
a zpuasobuji tvorbu poskozeného proteinu a poruchu jeho funkce (Preisler-Adams et al.,
2006). Dédi¢na forma karcinomu prsu je povazovana za vysoce heterogenni genetické

onemocnéni (Walsh et al., 2006; Walsh et King, 2007).

Velké intragenové piestavby jsou Casto nezjistitelné metodami zaloZenymi na PCR.
K jejich odhaleni je nutné vyuzit kvantitativni metody jako je napt. MLPA (Armour et al.,
2002). V Ceské republice bylo detekovano nékolik druhii téchto zmén, jedna se zejména
o delece exoni 1A/1B-2, exond 5-14, exond 11-12, exond 18-19, exonu 20 a exonu
21-22 genu BRCAL1 (Vasitkova et al., 2007). Cetnost téchto zmén se v§ak v jednotlivych
populacich lisi. Naptiklad v severoitalské populace tvoii genomové piestavby az 40 %
vSech sekvenénich zmén zachycenych v genu BRCA1 (Montagna et al., 2003), zatimco
ve francouzsko-kanadské populaci zadné takové piestavby nebyly nalezeny (Moisan et al.,
2006). Jejich vyskyt v iranské, francouzské a nizozemské populaci se pohybuje
od 0 % do 27 % (Hogervorst et al., 2003; Pietschmann et al., 2005). Podle nékterych praci
tvofi v Nizozemsku genomové piestavby genu BRCAL 27 % az 36 % vsech zarodecnych
mutaci (Petrij-Bosch et al., 1997; Hogervorst et al., 2003). V danskych rodinach se
prestavby BRCAL genu objevuji u 3,8 % populace s karcinomem prsu nebo vajecniku
(Thomassen et al., 2006). V americké populaci je prevelance od 12 % do 12,7 %
(Hendrickson et al., 2005; Walsh et al., 2006). Ve Finsku se mezi 82 rodinami se stfednim
az vysokym rizikem vzniku karcinomu prsu a vaje¢niku nepodatilo pfitomnost piestaveb
prokazat (Lahti-Domenici et al., 2001). Podobn¢ je tomu v kanadské populaci
(Moisan et al., 2006). Ve francouzské populaci byly popsany velké genomové piestavby,
které zahrnovaly delece exont 8-13 (Gad et al., 2002), v hispanské populaci USA delece
exonu 9-12 (Weitzel et al., 2007) a v belgické populaci duplikace exonu 11 (Teugels et al.,
2005).



V tabulce 1 a grafu 1 je uveden souhrn celosvétového vyskytu velkych genomovych

prestaveb, véetne deleci a duplikaci jednoho ¢i vice exontl.

Tabulka 1: Frekvence vyskytu genomovych piestaveb BRCAL a BRCA2 v rtiznych populacich.

< Studovany Prev Proportion -
Zemé gen BRCA Prevalence - Popsané prestavby Reference
BRCAZ1: Del. ex 3, ex
. 5, ex 21-23 Woodward et al.
. o ) ) ,
Australie BRCA1/2 Ano 2% BRCAZ: Del. ex 1.2, (2005)
ex 14-16
v, Del. ex 1A/1B-2, ex 5- XLk
Rfﬁsé‘l?ka BRCAL Ano 6% - 14, ex 11-12, ex 18-19, Vas‘c(';‘(’)g%m al.,
P ex 20, ex 21-22
BRCAL: Del. ex 3-16 Thomassen et al.
. o o ) ,
Dénsko BRCA1/2 Ano 1,3% 3,8% ex 1315 (2006)
. i Lahti-Domenici et
Finsko BRCA1/2 Ano 0% 0% zadny al., (2001)
- Del. ex 1A/1B-2, ex 9— Montagna et al.
0 0 il ]
Italie BRCA1 Ano 23 % 40 % 19, ex 1819, ex 20 (2003)
- Del. ex 17-18, ex 8-11 Agata et al.
0, - 1 ’ 1
Italie BRCA2 Ano 25 % ex 20 (2005)
Kanada BRCAL/2 Ano 0% 0% Fadny Mo'(szf’z)”ogg al,
Hofmann et al.,
: Del. ex , Hartmann
BRCAL: Del 2003), H
Némecko BRCA1/2 Ano 1,7-57% 8 % 1A/1B-2, ex 5, ex 5— et al., (2004);
7,ex 17; Dupl. exon13 Preisler-Adams et
al., (2006)
Del. ex 8, ex 13, ex 20— Petrij-Bosch et
. , 22, ex 22; Dupl. ex 13, al., (1997);
| 0, ! 0,
Nizozemi BRCAL Ano 7-91% 27-36 % ex 21-23; Tripl. ex 17— | Hogervoest et al.,
19 (2003)
BRCAU1: Del. ex Ratajska et al.
[0) [0) 3
Polsko BRCA1/2 Ano 4,7 % 45 % 1A/1B-2, ex 17-19 (2008)
Del. ex 1-22, ex 8-13, Casilli et al
Portugalsko BRCAl Ano 9,6 % - ex 15-16; Dupl. ex 3-8, (2002) "
ex 18-20
Portugalsko | BRCAL2 | Ano 11% 67% | BRCAL: Del. ex 11-15 Pe'?gg’og; al.,
Portugalsko BRCA2 Ne 8 % - Dupl. exon 3 Mac?ggg;)zt al.,
Portugalsko | BRCAL/2 Ano 1,1% 6,7 % BRCAL: Del. ex 11-15 Pe"égg%g; al.
BRCAZ1: Del. ex 13-15;
Singapur BRCAL/2 Ano 3% 14,3 % Dupl. ex 13 Lim et al., (2007)
BRCAZ2: Dupl. ex 4-11
Gutierrez-
Spanélsko BRCA2 Ano 1,5% - Del'é ei‘Gz,'SL‘pllogizz'Oex Enriquez et al.,
s ) (2007)
Del. ex 14-20, ex 22, ex Hendrickson
0 - il il
USA BRCAL Ano 12,7 % 13; Dupl. ex 13 etal., (2005)
BRCAL1: Del. ex
1A/1B-2, ex 3, ex 8-9 Walsh et al.
o ) ) ) ) ,
USA BRCA1/2 Ano 12% ex 17, ex 20; Dupl. ex (2006)
13, mezi ostatnimi
USA .
hispénsks BRCAL Ano 38% - Del. ex 9-12 We'(tzzgg% al.
komunita

_Legenda: Prev BRCA: dfive negativni pacienti, Prevalence: prevalence pifestaveb ve studovanych rodinach,

Proportion: podil pfestaveb ve vztahu ke vSem mutacim, (*): ve vétSiné studii nebyly bodové mutace vylouceny. Del:

delece, Dupl: duplikace, Ex: exon, Tripl: triplikace. Pfevzato a upraveno z: (Petroni et al., 2009)
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Graf 1: Shrnuti frekvence vyskytu patogennich genomovych piestaveb genu BRCAL

Vv riznych populacich.
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Pfevzato a upraveno z: (Sluiter et van Rensburg, 2011)
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3.3 Struktura lidského genomu

Roku 1977 Phillip Sharp a Richard J. Roberts zjistili, ze geny eukaryot jsou slozené
z intronl a exond. Za tento objev ziskali Nobelovu cenu v roce 1993. Haploidni lidsky
genom je velky ptiblizné 3 100 mega bazi (Mb). Sklada se ze sady dlouhych linearnich
molekul DNA ve formé 23 chromozomu a obsahuje cca 25 000 geni. Genom je kromé
genti slozen z geniim podobnych sekvenci a negenovych sekvenci (viz Obrazek 4).
Kodujici oblasti nesou informace potiebné pro syntézu proteinti a jsou tvoreny exony.
Ty jsou prerusovany nekddujicimi oblastmi intrond, které jsou posttranskripéné vystiizeny,
coz vede ke vzniku mediatorové RNA (mRNA). V ramci velkych intragenovych ptestaveb
mohou byt exony i introny deletovany, duplikovany nebo v nich miize dojit k inzerci ¢asti
jiného genu. Mechanismy vzniku téchto pfestaveb jsou asociovdny s piitomnosti
repetitivnich sekvenci, napt. Alu repetice, nebo vysoce homolognich sekvenci typa
pseudogenti. V dalSich odstavcich se proto zaméfim na popis oblasti nekddujici DNA,

konkrétn€ na pseudogeny a rozdé€leni repetitivni DNA.

Obrazek 4: Struktura a usporadani genii v genomu.

Geny a genim
podobneé selovence

Kodujici DNA Nekodujici DN A

Pievzato a upraveno z: http://www.carolguze.com/text/442-1-humangenome.shtml
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3.4 Pseudogeny

Pfi¢inou nerovnomérné rekombinace v kodujici oblasti nékterych genit mize byt
ptitomnost pseudogent, tj. nefunk¢nich kopii genii S vysokou homologii k ptivodni
sekvenci. Pseudogeny jsou piibuzné znamych genu, které ztratily schopnost kodovat
proteiny (Vanin, 1985). Puget et al., (2002) podali prvni zpravu o tomto muta¢nim
mechanismu pro BRCAL gen. U dvou rodin s rakovinou prsu a vaje¢niku, tito autofi
ukazali, ze prvni exony (1A, 1B) v genu, byly nahrazeny pseudogenem BRCA1
(¥ BRCA1l). Bylo prokazano, Ze tento pseudogen diive lezel 30 kb proti proudu
BRCAL1 genu (Barker et al., 1996; Brown et al., 1996). Identifikaci dvou riznych
rekombina¢nich udalosti tykajicich se homologni oblasti, umisténé v BRCA1 genu
a ¥ BRCAL, vedl autory k ptedpokladu, ze tyto oblasti jsou silné hotspots mista pro
rekombinaci (Ewald et al., 2009).

3.5 Tandemové repetice

Tandemové repetice patii spolu s rozptylenymi repeticemi mezi repetitivni DNA.
Jsou to kratké tandemové€ uspotradané opakujici se sekvence, které mohou vznikat deleci ¢i
inzerci. Mohou byt jednoduché od 1-10 nukleotidii nebo stfedn¢ dlouhé od desitek az
stovek nukleotidl. Bloky téchto repetic se nachazeji v riznych ¢astech genomu (Ewald et
al., 2009). Tandemové repetice jsou také soucasti satelitti, ¢imz jsou sekundarni konstrikci
oddélené struktury, které se podili na vytvofeni jadérka a obsahuji geny pro syntézu

ribozomalni RNA.

Podle délky repetitivni jednotky délime tandemové repetice na satelity, minisatelity

a mikrosatelity.

3.5.1 Satelity
Satelitni DNA tvoii vétSinu heterochromatickych oblasti genomu. Vyskytuji se
v blizkosti centromery. Skladaji se z velkych blokl tamdemové repetitivni DNA dlouhych
az n¢kolik Mb (Ewald et al., 2009).

3.5.2 Minisatelity
Minisatelity jsou kratké tandemové repetice o velikosti 6 az 100 bp. Minisatelity
jsou vysoce polymorfni multialelické markery vyuzivané pro vazebné studie (Nakamura et
al., 1987) nebo k identifikaci osob (Jeffreys et al., 1985). Jejich vysoky polymorfni
potencial vyplyva z rozdili v poctu opakovani. Velmi casto se vyskytuji

v subtelomerickych oblastech chromozomii.
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3.5.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity (STRs = short tandem repeats) jsou typem tandemové repetice, ktera
je dlouha cca 1-9 bp (Goldstein et Pollock, 1997; Schlotterer et al., 1998). Zaroven jsou
nejcastéjsi formou repetitivnich sekvenci. Mikrosatelity jsou charakteristické predev§im
mendelovskou dédi¢nosti a kodominanci. V lidském genomu jsou rovnomérné rozmistény
a mezi jednotlivci se 1isi v poctu opakujicich se repetic podobné jako je tomu u minisatelitti
(Goldstein et Pollock, 1997). U lidi jsou ¢asto spojovany s non-LTR retrotranspozony
LINE-1 (long interspersed nuclear elements) (Nadir et al., 1996; Kelkar et al., 2011).
Mikrosatelity jsou somaticky stabilni a vyuzivaji se jako molekularni markery, predevs§im
v rostlinném genetickém vyzkumu nebo pfi identifikaci osob. Uplatiiuji se také v mnoha
dalsich oblastech, jako je naptiklad populaéni genetika, fizeni a zabezpeceni genofondu

(Tautz, 1989; Jarne et Lagoda, 1996; Zane et al., 2002).

3.6 Rozptylené repetice - Transpozony

Transpozony (TEs) jsou useky nukleovych kyselin (sekvence DNA), které
se pohybuji z jednoho mista na druhé uvniti genomu. Tato schopnost je zprostfedkovana
DNA transpondzou nebo reverzni transkriptizou. Tyto TEs jsou oznacované
jako autonomni. V jinych piipadech jsou nekddujici transpozony oznacovany jako
neautonomni, které¢ se dokdzou prenaset jen s pomoci piibuznych autonomnich elementi.
Autonomni 1 neautonomni transpozony tvoii vice nez 50 % sav¢iho genomu a z toho
az dvé tietiny lidského genomu (Smit, 1996; Smit, 1999; Lander, 2001; de Koning et al.,
2011).

V roce 1956 Barbara McClintock polozila zdklady pro vyzkum transpozoni
(McClintock, 1956). Tyto sekvence existuji téméf u vSech zivych organismi a jsou
zdrojem velkého poctu mutaci. Povazuji se za jednu z hlavnich pfi¢in genetickych nemoci
u lidi (Belancio et al., 2008), nebo u octomilky, kde jsou zodpovédné za vice nez 80 %

spontannich mutaci (Green, 1988).

U pocate¢niho vyzkumu sekvence lidského genomu se odhadovalo, Ze pfiblizné
45 % nasi genomové DNA je odvozeno od TEs (Lander, 2001). Vétsina téchto sekvenci
odpovida fragmentim nebo neaktivnim elementiim, které ztratily schopnost pohybovat se
v genomu Vv disledku néckolika mutaci, zejména prostfednictvim epigenetickych

mechanismu.
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Transpozony se déli do dvou tfid, podle zpiisobu pohybu v genomu (Finnegan,
1989; Wicker et al., 2007). Prvni tfidou jsou DNA transpozony a druhou tiidu tvofi

retrotranspozony.

3.6.1 DNA transpozony
DNA transpozony jsou pohyblivé sekvence DNA, které se mobilizuji
prostfednictvim mechanismu vystiizeni a vlozZeni. Jsou vyfiznuty ze svého pavodniho
mista a pohybuji se k mistu druhému. Nékteré geny v lidském genomu jsou odvozeny od

DNA transpozonu (Lander, 2001).

3.6.2 Retrotranspozony
Retrotranspozony jsou repetitivni DNA elementy tvotici 10 % lidského genomu.
Zahrnuji prvky k pfesunu mechanismem vystfizeni a vlozeni, které obsahuji RNA
meziprodukt (Boeke et al., 1985; Garfinkel et al., 1985). Vyuzivaji RNA polymerazy 11
nebo III, diky kterym jsou pfepsany do RNA a ptivodni kopie DNA transpozonil ziistdvaji
na svém misté. Retrotranspozony zustavaji v lidském genomu aktivni (Kazazian et al.,

1988; Wallace et al., 1991; Ostertag et al., 2003).

Mezi retrotranspozony patii endogenni retroviry, LINE-1 a SINE (short
interspersed nuclear elements), které se déli podle ptitomnosti nebo nepiritomnosti dlouhé
terminalni repetitivni sekvence (LTR) na svych koncich. Ty, které neobsahuji LTR se dale
déli na autonomni a neautonomni. Mezi autonomni patii LINE-1, které koduji enzymy
umoziujici pohyb, a neautonomni SINEvyuzivaji enzymy, které jsou produkovany jinymi

elementy.

3.6.2.1 LTR retrotranspozony- Endogenni retroviry
Endogenni retroviry (ERVs) jsou podobné strukturou retroviriim, jako je naptiklad
HIV. Obsahuji na svych koncich dlouhé terminélni repetitivni sekvence. ERVs tvofi 8 %
lidského genomu (Lander, 2001). V n¢kterych piipadech muze dojit k opétovné aktivaci
téchto virovych elementi a vzniku patologie v pritbéhu embryonélniho vyvoje (Schlesinger

et Goff, 2013).
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3.6.2.2 Non-LTR retrotraspozony- LINE-1
LINE-1 je autonomni retrotranspozon. Genom obsahuje vic nez 500 000 LINE-1
sekvenci, pfi¢emz vétSina z nich je neaktivnich z divodu pfitomnosti bodovych mutaci,
prestaveb a zkraceni 5" konce (Scott et al., 1987; Lander., 2001; Ostertag et Kazazian,
2001; Szak et al., 2002).

Jen mala c¢ast (80-100 LINE-1) je povazovana za aktivni (Sassaman et al., 1997;
Brouha et al., 2003) a lisi se mezi jednotlivei (Beck et al., 2010). Aktivni LINE-1
je dlouhy 6 kb (Dombroski et al., 1991), obsahuje 5'neptekladany konec (UTR-
untranslated region), ktery funguje jako protomor a 3° UTR obsahujici signal
k polyadenylaci. Dale obsahuje dva oteviené ¢teci ramce ORF1 a ORF2 (viz Obrazek 5).
LINE-1 je transkribovan z vlastniho promotoru s pouzitim RNA polymerazy II (Swergold,
1990), jehoz délka je 900 bp a nachazi se v 5'UTR. ORF2 je 150 kilodaltonu (kDa) dlouhy
protein s endonukleazovou (Feng et al.,, 1996) a zpétnou transkriptazovou aktivitou
(Mathias et Scott, 1991). ORF1 je 40 kDa dlouhy protein (Holmes et al., 1992) s RNA
vazebnou oblasti (Kolosha et Martin, 2003; Khazina et Weichenrieder, 2009)
a chaperonovou ¢innosti (Martin et Bushman, 2001). Denli et al., (2015) identifikovali
novou ORFO, kterd je dlouhd 70 aminokyselin a byla nalezena na antisense vlakné
v oblasti 5"UTRs. Transkripce LINE-1 je ukoncena internim slabym polyadenyla¢nim
signalem (AATAAA), ktery se nachazi 200 bp v oblasti 3'UTR (Grimaldi et al., 1984;
Moran et al., 1996; Moran et al., 1999).
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Obrazek 5: Autonomni aktivni LINE-1.

LINE-1 Gkb / ~560,000 copies
ORF1 ORF2 AATAAA AATAAA
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Legenda: LINE-1 o délce 6 kb. Kdduje tii proteiny, z nichz dva (ORF1p a ORF2p) jsou nezbytné nutné pro
retrotranspozici v sympatickém nervovém systému (SNS). V soucasné dobé je role ORFO nejasna.
Transkripce LINE-1 je pohanéna vlastnim promotorem (Cerna ohnutd $ipka), ktery se nachazi v oblasti
5'UTR. 5'UTR ko&duje i slab$i antisense promotor (malad ohnuté Sipka). Ukonéeni LINE-1 transkripce je

zprostiedkovano signalem polyA, ktery se nachazi v oblasti 3"UTR.

Pievzato a upraveno z: (Hancks et Kazazian, 2016)

3.6.2.3 SINE
SINE je neautonomni retrotranspozon, kratsi nez 500 bp a nema kodujici potencial.

Nejvyznamnéjsi a hlavni tfidou u ¢lovéka jsou Alu elementy.

Alu elementy

Alu elementy jsou repetitivni DNA ve vysoké hustoté, které zprostiedkovavaji
chromozomalni pifestavby a homologni rekombinace. Diky témto pfestavbdm milizZe
dochazet k translokacim, delecim, duplikacim nebo inzercim (Kolomietz et al., 2002;
Tancredi et al., 2004). Tyto sekvence jsou pojmenovany podle restrikéni bakterialni
endonukleazy Alu-l, kterou je vétsina §tépena. Skupiny Alu elementl vykazuji navzajem
vysokou homologii, ale nemaji identické sekvence. Alu elementy sdili konsenzus 282 bp,
ktery je odvozeny z RNA podjednotky SRP (signal recognition particle). Ma piesné
definovany 5’konec, ktery sdili vétSina ¢lenii a je divergentnim tandemovym dimerem,

ve kterém se nachazi dva monomery oddéleny oblasti bohatou na adenin (Schmid, 1996).
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Bylo identifikovano cca 500 000 Alu elementt, které spolecné tvoii 3 % lidského
genomu (Ewald et al.,, 2009). Pfitomnost repetitivni sekvence, obsahujici vysokou
homologii, je dalSim destabilizujicim faktorem, ktery zvysuje pravdépodobnost vzniku
intragenové piestavby (Flores-Rozas et Kolodner, 2000; Michel, 2000). Vice neZ tfetina
lidského genomu se sklada z opakujicich se sekvenci, které jsou vSudy ptitomné. VétSina
téchto rozptylenych repetic je odvozena z retropozice RNA meziproduktu a nasledného
vlozeni vysledné kodujici sekvence DNA (cDNA) do genomu (Kolomietz et al., 2002).
Lidské Alu repetice jsou rozdéleny do podskupin, jejiz relativni staii lze odhadnout na
zaklad¢ analyzy odliSnosti sekvence od jaderné funkéni sekvence spojené s transpozici
(Smit, 1996). Obsah G-C part Alu elementt je devétkrat vétsi nez primérny obsah v DNA,
coz nabizi potencial pro genomické methylace téchto useku (Schmid, 1998). Alu sekvence
tvofi hotspot mista a jsou povazovany za genomové nestabilni faktory odpovédné za
rekombinaci v nékterych genech. Velmi ¢asto jsou umistovany do exonti béhem meidzy

v disledku nehomologni rekombinace (Ewald et al., 2009).

Ve vétsiné piipadd jsou charakterizované prestavby zachycené MLPA vysledkem
nerovnomérnych rekombinaci mezi Alu sekvenci. Pokryvaji cca 42 % intronovych oblasti
BRCA1 genu (Gad et al., 2001). Smith et al., (1996) identifikovali 138 jednotlivych Alu
elementl v celém genu BRCAL. V genu BRCA2 jsou ptestavby méné cCasté. Frekvence
Alu sekvenci je zde také nizsi, tvoti cca 17 % az 20 % genu (Ewald et al., 2009).
Kromé Alu repetic se v BRCA2 genu vyskytuje také 27 % LINE a MER repetitivni DNA
(Welcsh et King, 2001) (viz Obrazek 6).
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Obrazek 6: Repetitivni DNA element v genu BRCA1 a BRCA2.
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Legenda: A. Genomova struktura genu BRCA1, ktera pokryva 84 kb sekvence chromozomu 17.
B. Rozdéleni repetitivnich elementit v genu BRCAL. Alu elementy, které jsou zvyraznény Zzluté, tvofti

42 % z genu a vSechny repetitivni elementy tvoii 47 % genu.
C: Genomova struktura genu BRCA2, ktera pokryva 86 kb sekvence na chromozomu 13.

D: Distribuce repetitivnich element v genu BRCA2. LINE a MER element jsou oznaceny ¢ervené, modré a
fialové tvoti 27 % genu. Alu element obsahuji 20 % genu a vSechny ostatni repetitivni element tvoii 48 %

genu.

Pievzato z: (Welcsh et King, 2001)
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3.7 Metody molekularni biologie pouZivané pri analyze

intragenovych prestaveb

3.7.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova ftetézova reakce (PCR) je zékladni metodou molekularni biologie,
molekularni evoluce genetiky a forenzni biologie (Erlich et Arnheim, 1992). PCR je citliva
metoda uréena pro amplifikaci malych fragmenti DNA (Jia et al., 2014). Objevitelem této
metody byl v roce 1987 Kary Mullis. V roce 1993 mu za tento objev byla udélena
Nobelova cena v chemii. Pro svou prvni PCR pouzil oby¢ejnou DNA polymerazu, kterou
pridaval do kazdé zkumavky v kazdém cyklu, z divodu nizké odolnosti vii¢i vysokym
teplotdim. O dva roky pozdé¢ji byla ziskand termostabilni DNA polymerdza izolovana
z bakterie Thermus aquaticus. V dnesni dobé se nejCastéji vyuziva termostabilni Taq
polymeraza, ktera se piidava do reakéni smési spoleéné s ostatnimi reagenciemi
(Lodish et al., 2008).

PCR master mix obsahuje dilezit¢é komponenty, bez kterych reakce neprobéhne.
Obsahuje molekulu DNA, forward a reverse primery, ¢imz jsou jednofetézcové useky
DNA, které nasedaji na rizna vlakna a sméfuji 3” konci proti sobé. Dale jsou dulezité
deoxyribonukleotidy (ANTP) a DNA polymeraza, ktera je termostabilni a diky ni dochazi
k vytvoreni kopii DNA. Mezi dal$i reagencie patii pufr, hot¢ik a DMSO, které slouzi
pro optimalizaci reakce (Lodish et al., 2008).

PCR se sklada ze 3 zakladnich krokd. V prvnim kroku dochézi k denaturaci. Smés
se zahfeje na cca 95 °C, porusi se vodikové mustky ve dvouvldknové molekule DNA
a stanou se z ni dvé jednovlaknové. Ve druhém kroku se smés ochladi na 50 °C az 60°C
a dochézi k nasednuti primeri na specifickd mista molekuly DNA. Primery tak ohranicuji
oblast, ktera nas zajima. Ve tfetim kroku se zvysi teplota na 72 °C. Pii této teploté¢ dochazi
k ptipojeni DNA polymerazy na 3 konce kazdého primeru a elongaci nového fetézce DNA
na zéklad¢ komplementarity k templatové DNA. Na konci cyklu jsou pfitomny 4 vldkna
molekuly DNA. Ve ¢tvrtém kroku znovu dochdzi ke zvyseni teploty na 90 °C az 95 °C.
Timto krokem zac¢ina druhé kolo cyklu. Dochazi k opakovani do doby, nez dostaneme
nékolik miliond novych kopii dvouvlaknovych molekul DNA (Brown, 2007, Lodish et al.,
2008).
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3.7.2 Elektroforeticka separace produkti

Elektroforéza je separatni metoda, vyuzivana pro analyzu nukleovych kyselin
a bilkovin. Princip spoc¢iva v rozdilné pohyblivosti fragmentt v elektrickém poli, ktera je
dana jejich riznou velikosti. Nukleova kyselina je zaporné nabitd, diky fosfatovym
zbytkiim, které jsou soucasti kostry molekuly DNA ¢i RNA. V elektrickém poli dochazi
k pohybu molekul od zaporného ke kladnému poélu. Separace se provadi
v elektroforetickych gelech a nejbéznéji se pouzivaji agarozové nebo polyakrylamidové
gely. Pro urceni velikosti fragmentti porovnavame jejich elektroforetickou pohyblivost

s pohyblivosti standardu o znamé velikosti (Smarda et al., 2005).

3.7.3 Sangerovo sekvenovani
Sekvenovani DNA s vyuzitim fluorescencniho znaceni dideoxynukleotidi vynalezl
Frederik Sanger (Sanger et al., 1977). Jedna se o metodu pro pifesné ureni poiadi
nukleotidli v primarni struktufe DNA do velikosti fragmentii az 1000 bp. M4 velmi malou
chybovost a vytvati tak velmi spolehlivé sekvenacéni vysledky (Choulet et al., 2014). Cilem

sekvenovani je zjisténi presného potadi nukleotidovych bazi.

Sangerovo sekvenovani je schopno detekovat vétSinu zarodecnych mutaci
spojenych s dédi¢nou formou rakoviny prsu. Ty se skladaji pfevazné z nesmyslnych

a ztratovych mutaci, malych duplikaci a deleci (Mancini-DiNardo et al., 2014).

3.74 MLPA

MLPA patii mezi dalsi metodu molekularni biologie, ktera slouzi k detekci
zménéného poctu  kopii rlznych genomovych sekvenci pfevazné cDNA
(Ewald, et al., 2009). Tato metoda je levna, citliva, vykonna a pomérné jednoducha
(Hogervorst et al., 2003; den Dunnen et White, 2006; Ratajska et al., 2008). Pouzivaji
se sondy, které se skladaji ze dvou oligonukleotidti (viz Obrazek 10). Pokud dojde
k hybridizaci s cilovou sekvenci, obé sondy jsou ligovany k sob& navzijem. VSechny
ligované sondy maji identické sekvence na svém 5" a 3’ konci, aby mohla prob&hnout
amplifikace jedinym parem primeri. Produkty ziskané amplifikaci kazdé sondy maji rizné
velikosti, vzhledem k rozdilim v délce tzv. vyplhovych sekvenci tvoficich sondu
(Ewald et al., 2009). Produkty amplifikace jsou od sebe separovany pomoci kapilarni
elektroforézy (Schouten et al., 2002).
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Metoda MLPA se primarné¢ vyuziva pro detekci velkych intragenovych piestaveb
a presného umisténi delece ¢i duplikace, které sahaji hluboko do intronové oblasti
(Staaf et al., 2008). V ojedinélych piipadech mtze dojit k fale$né pozitivnim vysledkim
z diivodu vyskytu bodové mutace v misté nasednuti MLPA sondy (Gomez et al., 2009).
Jedinou jeji nevyhodou je velkéd citlivost na kontaminaci. Diky této metodé¢ dochazi
k odhaleni velkych intragenovych ptestaveb v genu BRCA1 (Montagna et al., 2003;
Hartmann et al., 2004), genu BRCA2 (Woodward et al., 2005), ale i jinych gend, v¢etné
genu CHEK?2.

Obrazek 10: Zobrazeni jednotlivych kroku pii analyze vzorkit DNA metodou MLPA.

fluorescenéni forward oligonukleotidé vypliovand reverse
barvivo primer sondy sekvence primer

y | /7N 1

T N .
A cilova
0 T O S
denaturace

a
hybridizace

Legenda: A. struktura sondy, B. hybridizace sondy slozené ze dvou &asti, z niz jedna je fluorescenéné
znacena, C. ligace dvou casti sondy po hybridizaci k cilové sekvenci, D. amplifikace ligované sondy

univerzalnim parem primeru.

Pievzato a upraveno z: http://www.applied-maths.com/applications/multiplex-ligation-dependent-probe-

amplification-mlpa-analysis
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3.7.5 Long-range PCR
Long - range PCR (LR-PCR) je velmi flexibilni, rychla a ucinnd metoda pro
sekvenovani velkych genomovych oblasti u malého poc¢tu vzorku (Jia et al., 2014). Tato
metoda hraje dulezitou roli pii sekvenovani repetitivnich nebo duplikovanych oblasti
genomu, které nemohou byt analyzovany pomoci standartni genomické amplifikace

(Harismendy et al., 2009).

Pouzivaji se kombinace DNA polymeraz a jsou navrzeny tak, aby byly schopny
amplifikovat az 15 kb dlouhé useky DNA. Diky tomuto pokroku se usnadnilo studium
molekularni genetiky a zvysila rychnost a jednoduchost PCR genomického mapovani
a sekvenovani (Cheng et al., 1994; de Sousa Dias et al., 2013). Pii vyuziti k dal$imu
sekvenovani tak dosdhneme vyssi citlivosti a poskytne ndm rychlejsi a efektivnéjsi detekcei

genetické variability (Knierim et al., 2011; Tan et al., 2012).

DNA polymerazy jsou komercné dostupné a urcené pro amplifikaci dlouhych
genomovych fragmentti. Nedilnou soucasti je optimalizace teploty nasedani (Ta)
a prodlouzeni ¢asu podle velikosti amplikonu (Jia et al., 2014). Doba elongace musi byt
dostatecnd, aby mohlo dojit ke kompletni syntéze v kazdém PCR cyklu. V neposledni fadé
musi chranit templatovou DNA proti teplotnimu poskozeni v priibéhu cykli a zachovani
specifiCnosti, kterd je nutnd pro jednu kopii genové amplifikace z genomové DNA

(Cheng et al., 1994).

Omezenim LR- PCR je nutna peclivost v navrhu primerti az po zajisténi amplifikace
jednofetézcovych sekvenci. LR-PCR je aplikovatelnd na vSechny geny, ve kterych doslo

k deleci bez ohledu na to, zda se v genech vyskytuji pseudogeny (Tan et al., 2012).
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4 Material a metodika

K bakalaiské praci byly vybrany DNA pacientek s diagn6zou karcinomu prsu, u nichz
byla diive metodou MLPA zachycena rozsahla intragenova piestavba v n¢kterém z usekt
genu BRCA1 a genu BRCAZ2. Pacientky byly do rutinni analyzy obou genil zatazeny po
splnéni aktudlnich indikacnich kritérii (viz Tabulka 2). Pokud to bylo mozné, byla zjiSténa
1 rodinna anamnéza. Pacientky byly zatazeny do analyzy pouze v piipadé¢ souhlasu

s anonymnim vyuzitim jejich DNA pro vyzkumné ucely.

Pro analyzu byla vyuzita zmrazend dfive vyizolovana DNA, u niz byla opétovné
zmétena koncentrace (viz Odstavec 4.2.2.). Primery byly navrzeny v programu
PrimerExpress tak, aby pokryly pfedpokladané deletované oblasti. PCR produkty byly
vizualizovany na 1% agar6zovém gelu s vyuzitim komeréné dostupnych velikostnich
standardii. Elektroforéza probihala podle podminek uvedenych u jednotlivych postupti.
V ptipad¢ vyskytu nespecifit byla provedena izolace PCR produktu z gelu dle doporuceni
vyrobce pouzité izolaéni soupravy. Pro piesnou charakterizaci zlomovych mist byla

pouzita metoda piimé sekvenace dle Sangera s odpovidajicimi primery.
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Tabulka 2: Indikacni kritéria pro zarazeni pacientek do analyzy genu BRCAL a genu
BRCA2 vychazejici z doporuceni NCCN (National Comprehensive Cancer Guidelines

2015) schvalenych Spoleénosti 1ékaiské genetiky a genomiky CLS JEP.

Sporadické formy:
Epitelové karcinomy vajecnikil, vejcovodi a peritonealni karcinom bez ohledu na vek

Triple negativni karcinom prsu (TNBC) (receptory ER, PR a HER2 negativni) do 60 let

(medularni karcinomy prsu se témér vzdy shoduji s TNBC)

Unilateralni karcinom prsu do 45 let (pokud neni znaméa rodinna anamnéza do 50let)
- Dva samostatné primarni karcinomy prsu, prvni do 50 let, nebo oba do 60 let

(bilateralni nebo ipsilateralni/synchronni nebo metachronni)

Duplicita karcinomu prsu a slinivky bez vékového omezeni

- Karcinom prsu u muze bez vékového omezeni

Familiarni formy
- Karcinom vajecniki, vejcovodil nebo primarni peritonedlni karcinom v rodinné anamnéze

je vzdy indikaci k testovani

- Alespori 3 pfimi pfibuzni, v€etn€ probandky, s karcinomem prsu bez vékového omezeni

- 2 pfimi pfibuzni, vCetné probandky, s karcinomem prsu, alespoil jeden diagnostikovan ve
véku pod 50 let, nebo oba do 60 let (empirické riziko karcinomu prsu je pro piimé
ptibuzné nad 20 % )

- Probandka s karcinomem prsu do 50 let s pfimym piibuznym s nadorem spojenym s

hereditarnim karcinomem prsu a ovaria (HBOC) (ptfedevsim karcinom slinivky, prostaty)

Prediktivni testovani:
Pokud je zndma rodinnd mutace u pfibuznych od 18 let véku (zvlastni piipady individualng).

Legenda: ER- estrogenovy receptor, PR- progesteronovy receptor, HER2- transmembranovy receptor

Pfevzato a upraveno z: (Foretova et al., 2016)
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4.1 Pouzity material a pristroje

4.1.1 Specialni reagencie
Polymerazova fetézova reakce:

Polymerazovy mix MYFI ™ (Bioline, UK)

Navrzené oligonukleotidy (viz Tabulka 2)

Gelova elektroforéza:

TBE pufr 10x (Repharm, Ceské republika)

Agarosa B10-41025 (Bioline, UK)

Ethidium bromide solution 46067 (Fluka, Svycarsko)

Hyperladder 100 bp Hyperladder 1V BIO-33030 (Bioline, UK)

Loading buffer, z kitu Internal Lane Standard 600 DG1071 (Promega, USA)

O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)
Izolace a extrakce z gelu:

Isolate Il PCR and Gel kit BIO-52029 (Bioline, UK)

Enzymatické pieddisténi PCR produktu:

Exonuclease I, E. coli (Thermo Scientific, UK)
FastAp (Thermo Scientific, UK)
Sekvenacni PCR:

BigDye® Terminator v 3.1 cycleSequencingKit (Appliend Biosystems, USA)
BDX64 BigDye® EnhancingBuffer (MCLAB, Cina)
Piedcisténi sekvenaénich produkti:

HPLC voda (Merck, Némecko)

Agencourt CleanSeq (Beckman Coulter, USA)
85% ethanol (Repharm, Ceska republika)
Sekvenovani:
Polymer PO7 (Applied Biosystems, USA)
NanoPop 10x Running Buffer (TAE pufr) (MCLAB, Francie)
HPLC voda (Merck, Némecko)

26



4.1.2 Béiné reagencie a spotiebni material
PCR voda (Top-Bio, Ceska republika)
Mikropipety (10 ul, 100 ul, 200 ul — Eppendorf, Némecko)
Jednorazové Spicky s filtrem (10 pl, 100 ul, 200 ul — Bioplastics, Nizozemi)
Mikrozkumavky (0, 2 ml, 1, 5 ml — Bioplastics, Nizozemi)
Stojan na mikrozkumavky (Bioplastics, Nizozemi)
Mikrotitracni desticky (Bioplastics, Nizozemi)
Folie na mikrotitracni desticky (Bioplastics, Nizozemi)
Jednorazové rukavice SensiPlus (Vulkan-medicals, Ceska republika)
4.1.3 Pouzité pristroje
Transiluminator TRX 35M (Vilber Lourmat, Francie)
Chlazena centrifuga Centrifuge 5424 (Eppendorf, Némecko)
Minicentrifuga MyFuge C1012 (Benchmark Scientific, USA)
Elektroforeticky zdroj Consort Maxi Power Supply E815 (Dynex, USA)
Horizontalni vana pro elektroforézu (Dynex, USA)
Mikrovinna trouba KOR-6L05 (Daewoo, Jizni Korea)
Digitalni fotoaparat Olympus XZ-1 (Olympus, Japonsko)
Pipetovaci automat Biomek 4000 (Beckman Coulter, USA)
Chlazena centrifuga Centrifuge 5840 (Eppendorf, Némecko)
Spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, UK)
Pracovni box UVC/T-AR cleaner (Biosan, Litva)
Vortex BIO Vortex V1 (Biosan, Litva)
Mrazici box BioMidi RF 625 (-20°C — Bioline, UK)
Lednice UR 400 (4°C- Nordline, Ceska republika)
ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA)
Termocycler Mastercycler pro S (Eppendorf, Némecko)
Trepacka vyhtivana Thermo Shaker TS-100 (Biosan, Litva)
Skalpel
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4.2 Postupy pouzité pri vyzkumu

4.2.1 NavrZeni primeru v programu PrimerExpress
Primery byly navrzeny v programu PrimerExpress tak, aby pokryvaly
predpokladané deletované oblasti genti (viz Tabulka 2). Podminkou vybéru part primera
byla minimalni self komplementarita bez tvorby volného 3° konce, minimalni

pravdépodobnost vytvaieni primer-dimerd a shodné Ta.

Lyofilizované primery pro PCR byly rozpustény na zasobni koncentraci
100 pmol/ul tak, ze byla piidana PCR voda podle udaji na zkumavce vyrobce. Poté byl
pfipraven pracovni roztok primert smichanim 90 pul PCR vody a 10 pl zasobniho primeru
na konecnou koncentraci 10 pmol/ul. Roztoky byly nasledn€¢ promichidny a pulzné
centrifugovany. Na obrazku 11 je schématicky vyobrazena lokalizace navrzenych primert

pro charakterizaci zlom u jednotlivych gentl.

Tabulka 2: Navrzené sekvence primerd v programu PrimerExpress pro deletované oblasti
exond 18-19, exonti 21-22 genu BRCAL, exonti 22-24 genu BRCA2 a exonu 9-10 genu
CHEK2.

Gen Exon Orientace Sekvence primeri (5°-3") Ta
18-19 Forward TTCATTGGAGCCAGGTGC 59 °C
BRCA1 Reverse GCAATGATGCGATCTCAGC
21-22 Forward AGTAGTGAGAAGGAAGGAACAGAT
Reverse GCACAACCACAATTGGGT
Forward TTTGTCCTGTTTAAAGCCATC o
BRCAZ | 22-24 | poverse AATTTGCCAACTGGTAGCTC >7°C
CHEK? 9-10 Forward CCAGGAATGAACCCCTTGC
Reverse ACCTCAGGTGATCTGCCCAC
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Obrazek 11: Lokalizace navrZzenych primerd pro piimé sekvenovani ptedpokladané
deletované oblasti exonii 18-19 genu BRCA1 (A), exont 21-22 genu BRCAL (B), exonil
22-24 genu BRCA2 (C) a exonu 9-10 genu CHEK?2 (D).
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Legenda: ¢ervené obdelniky predstavuji umisténi primert F a R

4.2.2 Koncetrace a ¢istota DNA

Pro méteni koncentrace a Cistoty DNA byl vyuzit Spektrofotometr NanoDrop 2000.
Nukleové kyseliny absorbuji UV o vlnové délce 260 nm a vinovéa délka 280 nm nam
urCuje kontaminaci vzorku bilkovinami. Miru zne€iSténi vzorku proteiny, fenolem, RNA
nebo jiné necistoty urcuje pomér absorbance pii 260 nm a 280 nm. Kvalita cistoty
1zolované DNA by se méla pohybovat okolo hodnoty 1,8. Pomé&r absorbance pii vinovych
délkach 260 nm a 230 nm urcuje druhotnou dCistotu nukleovych kyselin, kterd se ma
pohybovat v rozmezi 1,8-2,2. V pfipadé, ze je pomér niz$i, jedna se o piitomnost

kontaminujicich latek, které absorbuji pfi 230 nm.

Nukleova kyselina se nanasi v objemu 1 pl na méfici podstavec. Méfeni probiha
pifimo v nanesené kapce. Vysledky méfeni se zobrazuji ve formé grafu, ze které¢ho byly

odecteny Ciselné hodnoty koncentraci a ¢istoty jednotlivych DNA (viz Tabulka 11).
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4.2.3 Priprava PCR reak¢ni smési

Vsechny DNA pacientek a kontrol bylo nutné nejprve nafedit na koncentraci cca 50 ng/pl.

1.Do 1,5 ml mikrozkumavky v pracovnim boxu napipetovat master mix, pro
odpovidajici pocet vzorki véetné blanku (viz Tabulka 3).

2.Promichat na tfepacce a zcentrifugovat.

3.Dle poctu vzorkti konkrétni delece exontl, kontroly a blanku namichat master mix a
po 47 ul napipetovat do 0,2 ml mikrozkumavek.

4.Do kazdé mikrozkumavky ptidat 3 pl genomické DNA (koncentrace DNA
cca 50 ng/pl).

5.Promichat na tfepacce, zcentrifugovat, vlozit do termocykléru a spustit reakci

dle jednotlivych podminek PCR (viz Tabulka 4).

4.2.4 Gradientova PCR
U wvzorkli, u nichZ nebyla navrzend Ta primerl uspokojivd, byla vyuZita
k optimalizaci gradientovda PCR, se stejné slozenym master mixem (viz Tabulka 3).
Rozmezi teplot bylo odvozeno podle teploty tani (Tm) od 53—60 °C (viz Tabulka 5). Byla
vybrana nejvhodnégjsi Ta, u niz byl zfeteln¢ na agard6zovém gelu zobrazen pruh s délkou

odpovidajici produktu po deleci ptisluSnych exont (viz Obrazek 15).

Tabulka 3: Slozeni master mixu pro jeden vzorek (PCR), které bylo univerzalné pouzito

pii charakterizaci vSech deleci.

Reagencie Objemy [ul]
H,O 20
MYFI 25
Primer F 1
Primer R 1
DNA 3

jednotlivych deleci.
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Legenda: MYFI: pufr obsahujici polymerazu, primer F/R: odpovidajici primery potiebné pro charakterizaci




Tabulka 4: Podminky PCR pro amplifikaci oblasti charakterizujicich delece exont 18-19,
exont 21-22 genu BRCAL, exonti 22-24 genu BRCAZ2 a exonii 9-10 genu CHEK?2.

Krok Teplota [°C] Cas [s] Pocet cykli
Pocateéni 95 300 1
denaturace
Denaturace 95 35
Nasedani 57 35 29
primeru
Extense 12 35
ZavéreCna 72 300 1
extense

Zastaveni 12
reakce

Tabulka 5: Podminky gradientové PCR pro optimalizaci

pii charakterizaci zlomu u delece exonti 18-19 genu BRCAL.

Krok Teplota [°C] Cas [s] Pocet cykli
Pocateéni 95 300 1
denaturace

Denaturace | 95 35

Nasedani | g5 g 30 30
primeru

Extense 72 35

Zavérecna 72 300 1
extense

Zastaveni 12 o

reakce
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4.2.5 Priprava 1% agarézového gelu
1. Ve 2 erlenmeyerovych bankach smichat 3 g agar6zy s 300 ml 1x TBE pufru.
2.Rozvatit v mikrovinné troubé 15 minut (min) pti 540 W.
3. Opatrné zchladit pod tekouci studenou vodou.
4.Ptidat do kazdé banky 15 ul Ethidia bromidu a promichat.
5. Vlit gel do vany a vlozit hiebinky (délka gelu minimalné 7 cm).
6. Nechat vychladnout po dobu 45 min.
7.Nakrajet a uchovavat v doze s 1x TBE pufrem.

4.2.6 Agardzova gelova elektroforéza — nanaseni PCR produktii na gel
1.V 96-ti jamkové desti¢ce smichat 10 pul PCR produktu a 5 pl barvy (Loading buffer).
Nanést do jamky 1% agar6zového gelu.
2.Pro posouzeni velikosti amplifikovanych fragmentd nanést 5 pl dvou velikostnich
standardii 1 kb a 100 bp (viz Obrazek 12, Obrazek 13).
3. Spustit elektroforézu pii napéti 215 V po dobu cca 90 min.

4.Gel prenést na transluminator, vyfotit a ulozit.

Obrazek 12: Velikostni standard 1 kb. Obrazek 13: Velikostni standard 100 bp.

™ SIZE (bp) |ng/BAND
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use — 1013 | 100
—— 900 90
bpng/0.5Spg % — 800 80
— 700 70
s % i
/7000 200 40 —— 500 50
— B — 400 | 40
3000 200 40
G o000 200 40 ——300/311 | 30/30
% 1500 800 16.0
8 B 1000 250 50
3 ~700 250 50 — 200 | 20
g 0 750 150
5 — 400 250 50
— 300 250 50
L — 200 250 50
z — 75 250 50 — 100 40
2
f
0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 Vicm, 45 min
Pfevzato z: Pievzato z:
http://eshop.biogen.cz/generuler-1-kb-dna-ladder http://www.bioline.com/uk/hyperladder-
100bp.html
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4.2.7 Vyrezani a extrakce PCR produktu z agarézového gelu

Pokud se na agar6zovém gelu ukaze vice pruhl, je nutné provést vyiezani

a extrakci

1.

© 00N Ok W

10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.

PCR produktu s odpovidajici délkou z gelu.

Pod zapnutym transluminatorem zkontrolovat dostatecné rozdéleni PCR
produktt.

Separovany fragment s pozadovanym PCR produktem vyfiznout Ccistym
skalpelem, vlozit do sterilni 1,5 ml zkumavky.

Zapnout termoblok na 50 °C.

Ptichystat a popsat sterilni 1,5 ml zkumavky.

Do zkumavek Collection Tube, které jsou soucasti kitu, vlozit a popsat kolonky.
Do 1,5 ml zkumavky s vyfezanym gelem piidat 500 ul Binding Buffer CB.
Inkubovat 10 min pii 50 °C.

Vzorek promichat na tfepaCce a prenést na piipravenou kolonku.

Centrifugovat 30 sekund (s) pfi 11 360 rcf. Supernatant vylit.

Na kolonku napipetovat 700 ul Wash Buffer CW. Centrifugovat 30 s pfi
11 360 rcf. Supernatant vylit.

Na kolonku napipetovat 700 pl Wash Buffer CW. Centrifugovat 30 s pfi
11 360 rcf. Supernatant vylit.

Centrifugovat 1 min pii 15 900 rcf.

Kolonku ptenést do sterilni 1,5 ml mikrozkumavky.

Doprostied kolonky napipetovat 30 pl Elution Buffer C.

Inkubovat 1 min pfi pokojové teploté.

Centrifugovat 1 min pii 11 360 rcf.

Kolonku vyhodit a PCR produkt v1,5 ml zkumavce uchovat v lednici
k dalsimu pouziti.

4.2.8 Enzymatické precisténi PCR produktu

1.V pracovnim boxu pfipravit mix EXO/FastAP v poméru 1 : 2, promichat na tfepacce

a zcentrifugovat.

2.Do ptipravenych popsanych 0,2 ml mikrozkumavek napipetovat 1,5 pl EXO/FastAp
a 5 ul PCR produktu.

3.Promichat na tfepacce a zcentrifugovat.

4.Vlozit do termocykléru a zapnout dle prednastavenych podminek (viz Tabulka 6).

Tabulka 6: Podminky pro enzymatické predc¢isténi PCR produkta

Krok Teplota [°C] | Cas [s]
1 37
2 85 900
Zastaveni reakce 8
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4.2.9 Sekvenacni PCR
1.V pracovnim boxu pfipravit a popsat 0,2 ml mikrozkumavky (zvIast' pro primer F a
primer R).
2. Piipravit sekvenacni master mix pro kazdy primer F nebo R zvlast’ (viz Tabulka 7).
3.Pfidat 0,8 pl precisténého PCR produktu z pfedchoziho kroku.
4.Promichat na tfepacce a zcentrifugovat.
5.Vlozit do termocykléru a zapnout dle piednastavenych podminek teplotniho profilu
sekvenacni PCR reakce (viz Tabulka 8).

Tabulka 7: Slozeni sekvena¢niho master mixu pro 1 reakci.

Reagencie Objemy [ul]
PCR voda 6,7
BDX64 (BigDye® Enhancing 1
Buffer)
BigDye® Terminator v3.1 1
Primer F nebo primer R 0,5
Tabulka 8: Podminky sekvena¢ni PCR reakce.
Krok Teplota [°C] Cas [s] Poéet cykli
1 96 60 1
2 96 10
3 50 5 25
4 60 240
Zastaveni reakce 8
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4.2.10 Precisténi sekvenacnich produkti magnetickymi kulickami
Predc¢isténi sekvenacnich produkti slouzi k odstranéni prebytecnych dNTP, ddNTP

a primert z PCR pted sekvenovanim.

1. Pfepipetovat PCR produkty do 96-ti jamkové sekvenacni desticky.

2.Sekvenacni desticku zakryt septem a pulzné stocit v centrifuze.

3. Pfipravit a popsat druhou sekvenac¢ni desti¢ku, pro transfer PCR produktt.

4.Do rezervoaru doplnit chemikalie (viz Tabulka 9).

5.Doplnit $picky dle potieby.

6. Vlozit desticku s PCR produkty, bez septa, vlozit desti¢ku pro transfer precisténych
PCR produkti.

7.Vlozit hadicku do lahve s 85% ethanolem.

8. Spustit pfistroj dle ptfilozeného navodu vyrobce.

Tabulka 9: Chemikalie pro procisténi sekvenaénich produkta.

Reagencie Objemy [ul]
Agencourt CleanSeq 10
85% ethanol 60
HPLC voda 40

4.2.11 Sekvenovani na analyzatoru ABI PRISM 3100 Avant
Sekvenacni reakce probehla na Sestnacti-kapilarovém sekvenatoru s délkou kapilary
36 cm, pti téchto nastavenych parametrech pfistroje (viz Tabulka 10). K separaci produktu
byl vyuzit polymer POP 7 a 1x TAE pufr. Nastaveni parametrl ptistroje zohlednuje délku

sekvenovanych fragmentl a je dilezité pro spravné rozliSeni pti kapilarni elektroforéze.

vvvvvv

Parametr Hodnota
Teplota pece 60 °C
Napéti pfi nastiiku vzorku 5kv
Doba néstiiku 5s
Napéti pii béhu 13,2 kV
Doba b¢hu 1800 s
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5 Vysledky

5.1 Kontrola koncentrace a kvality pouzité DNA

Ke vSem analyzdm zlomi byla vyuzitd DNA, ktera byla uskladnéna pti -80 °C.
Vysledky meéfeni parametri kvality a koncentrace jednotlivych vzorki DNA kontrol
a pacientek s karcinomem prsu jsou uvedeny v tabulce 11. VSechny vzorky bylo mozné

oznacit za vyhovujici po strance kvality 1 kvantity pro PCR.

Tabulka 11: Naméiena koncentrace a ¢istota DNA pacientek a kontrol pro charakterizaci
delece exont 18-19, exonid 21-22 genu BRCA1L, exont 22-24 genu BRCAZ2 a exonti 9-10
genu CHEK2.

Oznaceni | Koncentrace Sledovana zména

vzorku DNA [ng/ul] A 260/280 | A 260/230 zachycena MLPA Gen
B1288 50,2 1,72 1,75 Delece exont 18-19

B159 50,8 1,86 1,81 . BRCA1
B311 53.2 182 186 Delece exonu 21-22

B325 35,3 1,96 1,94 .

P112 221 181 1,98 Delece exonu 22-24 BRCA?2
CH80 65,2 1,87 1,95 .

B1538C 1593.9 192 2.10 Delece exonu 9-10 CHEK?2
Negativni

kontrola 342,8 1,89 2,10

Negativni | 143 4 1,77 2,22

kontrola

Legenda: Jako negativni kontrola je pouzita DNA zdravych osob.
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5.2 Vysledek charakterizace delece exoni 18-19 genu BRCA1

U pacientky B1288 byla metodou MLPA detekovana rozséhla delece exonti 18-19
genu BRCAL1 (viz Obrazek 14). Pred vlastnim zahdjenim analyzy byla nejprve provedena
optimalizace teploty nasedani primerd s vyuzitim gradientové PCR a elektroforetické
separace produktl na 1% agarézovém gelu (viz Obrazek 15). Vysledky optimalizace byly
vyuzity pfi nasledné analyze. Pfimym sekvenovanim PCR produktu izolovaného z gelu
s vyuzitim navrzenych primert, na genomické urovni byla zjisténa rozsahla delece 1940 bp
NG _005905.2:2.60402 62341del1940. Ke zlomim doslo v pozici g.60402 intronu 17
a 2.62341 intronu 19 (viz Obrazek 16, Obrazek 17). Tato delece vede na jedné alele genu
ke kompletnimu odstranéni exonti 18 a 19 genu BRCAL, vcetné Casti introntt 17 a 19.
Pacientka je tedy heterozygotem pro uvedenou variantu. Na Urovni mRNA dojde
v dusledku této sekvenéni zmény k posunu c¢tecitho ramce (viz Obrazek 18) a nasledné
k vytvofeni pfedcasného termina¢niho kodonu v pozici 1692 aminokyselinového fetézce
LRG 292pl:p.(Aspl692Alafs*2). To vede v dusledku pfedcasné terminace translace

S nejvétsi pravdépodobnosti ke zkraceni proteinu.

Obrazek 14: Vysledek MLPA zachycujici ptitomnost delece exonti 18—19 genu BRCAL.

100 200 300 &0 500
"”“ Mt
2000

- e
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| | A \
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Legenda: Mt- pacientka B1288, Wt- kontrolni vzorek

U vzorku pacientky (Mt) si lze ve srovnani s kontrolou (Wt) v§imnout vyrazné¢ho poklesu vysky dvou pika

pro exony 18 a 19, ktery je charakteristicky pro rozsahlou deleci na jedné alele genu.
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Obrazek 15: Vysledek elektroforetické separace produktti na 1% agar6zovém gelu po
gradientové PCR pfi optimalizaci amplifikace pro charakterizaci delece exonu 18-19 genu

BRCA1, 215V, 90 minut.

Legenda: Draha 1: velikostni standard 1 kb (DNA Ladder), Drahy 2-7: PCR produkty pacientky B1288 s
rozdilnymi Ta (spodni &ast obrazku), Draha 8: velikostni standard 100 bp (Hyperladder). Sipkou je oznagen
vyfiznuty fragment o délce 367 bp, ktery odpovida oblasti vzniklé po deleci exont 18-19.

Obrazek 16: Vysledek eclektroforetické separace produktti pacientky B1288 a dvou
onkologicky zdravych kontrol na 1% agar6zovém gelu po optimalizaci podminek PCR

pfi charakterizaci zlomu u delece exonll 18-19 genu BRCA1L, 215 V, 90 minut, Ta 59 °C.

Legenda: Draha 1: velikostni standard 1 kb (DNA Ladder), Draha 2: delece exonu 18-19 genu BRCA1 u
pacienta B1288 (Sipka oznacuje vyfiznuty PCR fragment o délce 367 bp), Drahy 3-4: negativni kontroly
(nespecififické fragmenty o délce 280 bp a 510 bp), Draha 5: blank, Draha 6: velikostni standard 100 bp
(Hyperladder).
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Obrazek 17: Vysledek Sangerova sekvenovani fragmentu o délce 367 bp izolovaného z

agarozového gelu a genomicka lokalizace zlomd.

Legenda: Sipkami jsou oznageny piesné genomické pozice zlomi v intronech 17 a 19 genu BRCAL, které

zpusobily vznik delece exond 18 a 19.

Obrazek 18: Vysledek dopadu delece exond 18-19 genu BRCAL na urovni cDNA, vetné

lokalizace vzniklého pied¢asného stop kodonu.

Exon 18

———————————————— e R s .
C TTTTGAAGTCAGAGGAGATGTGGTCAATGGAAGAAACCACCAAG Mt

Wit

5064
1688 --M--K--T--D-—-A--E—-F--V--C--E-=R=-T--L--K—-Y--F--L--G—-I-=A
Exon 19

GTCCAAAGCGAGCAAGAGAATCCCAGGACAGAAAGATCTTCAGGGGGCTAGAAATCTGTG Mt

- GGGAGGAARATGGGTAGTTAGCTATTTCTGGGTGACCCAGICTATTAMAGANAGRARRAT 1

1708 =-G--G-—~K—WN--V~-V——~§—¥—~F—=W=V——T——Q~~8——I——K--E—~R——K--M

TGCTATGGGCCCTTCACCAACATGCCCACAGATCAACTGGAATGGATGGTACAGCTGTGT Mt

Sl8¢ CTGAATGAGCATGATTTTGAAGTCAGAGGAGATGTGGTCAATGGAAGAAACCACCAAGGG Wt
1728 —-T—--N--E——H--D--F--E--V-——R--G-—-D--V—-V--N-—-G-—-R——-N-—-H——-0Q—G
Exon 21

GTGCTTCTGTGGTGAAGGAGCTTTCATCATTCACCCTTGGCACAGGTGTCCACCCAATTG Mt

5244 TCCRAAGCGAGCRAGAGAATCCCAGGACAGARAGATCTTCAGGGGGCTAGRAATCTGITG Wt

1748 --P--K--R--A--R--E--S5--Q--D--R--K--I-—F--R--G--L--E--TI--C——C

Legenda: Mt- alela obsahujici deleci, Wt- alela s kompletni sekvenci

Zelené jsou oznacené nedeletované nukleotidy, Seda barva znazoriiuje deletovanou oblast exont 18-19 genu
BRCAL. V dutsledku delece exontl doslo k posunu ¢teciho rdmce a vzniku predcasného termina¢niho kodonu,
oznaceno &ervené. Cervena Sipka oznaduje prvni zménény kodon, od kterého dale pokratuje posun éteciho

ramce.



5.3 Vysledek charakterizace delece exont 21-22 genu BRCA1

Metodou MLPA byla dfive detekovana rozsahla intragenova delece exonu 21-22
genu BRCAL u dvou pacientek B159 a B311 (viz Obrazek 19). U pacientky B159 byli
zaroven vysetfeni jeji dva synové, ale prediktivni testy u nich neprokazaly piitomnost této
delece (viz Obrazek 20). Pfimym sekvenovanim PCR produkti s vyuzitim navrzenych
primeri byla zjiSténa rozsahla intragenova delece o velikosti 3779 bp a zaroven nasledna
inserce 236 bp NG_005905.2:9.73876 77654del3779ins236 (viz Obrazek 21). Jedna
se tedy o rozsahlou dele¢né-insercni (delins) sekvencni variantu. U vlozeného useku DNA
bylo pomoci blastovani zjisténo, ze se jedna o oblast shodnou s genem NBR2, ktery pifimo
sousedi s genem BRCAL (viz Obrazek 22). Tato delins varianta vedla k odstranéni 43
aminokyselin proteinu BRCA1 p.lle1760 Thr1802del43 (viz Obrazek 23). V dusledku

delece nedoslo k posunu ¢teciho ramce a vytvoreni pred¢asného termina¢niho kodonu.

Obrazek 19: Vysledek MLPA zachycujici ptitomnost delece exont 21-22 genu BRCAL.

! I Ll L] Il L el
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Legenda: Mt- pacientka B159, Wt- kontrolni vzorek

U vzorku pacientky (Mt) si lze vS§imnout vyrazného poklesu vysky dvou piki pro exony 21 a 22 genu

BRCAL ve srovnani s kontrolou (Wt).
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Obrazek 20: Rodokmen zobrazujici pozitivni zachyt delece exonti 21-22 u pacientky

B159 a negativni vysledek cilené MLPA analyzy u obou jejich potomki.

1957 1954

karcinom prsu zdrav
1 1

1985 1988

zdrav zdrav

Obrazek 21: Vysledek elektroforetické separace PCR produktii na 1% agar6zovém gelu
pii charakterizaci zlomt u delece exonti 21-22 genu BRCA1L, 215 V, 90 minut, Ta 57 °C.

Legenda: Draha 1: velikostni standard 1 kb (DNA Ladder), Draha 2-3: delece exonu 21-22 genu BRCAL1 u
pacientek B159 a B311 (PCR fragment o velikosti 766 bp je pfitomen pouze v piipadé vyskytu delece),

Draha 4-5: negativni kontroly, Draha 6: blank, Draha 7: velikostni standard 100 bp (Hyperladder)
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Obrazek 22: Vysledek Sangerova sekvenovani a genomicka lokalizace zlomu pii delins
mutaci.

Farvatbanta b}
TacacCcqp

\M

Legenda: Sikmymi ipkami jsou oznageny piesné genomické pozice zlomi v intronech 20 a 22 genu BRCAL,

které na cDNA turovni zptisobily kompletni deleci exonti 21 a 22. Svislé ¢erné ¢ary s Sipkami oznacuji na

genomické urovni insertovany tisek DNA o délce 236 bp.

Obrazek 23: Vysledek dopadu rozsdhlé delins varianty vedouci ke kompletnimu

odstranéni exonii 21-22 genu BRCAL na tirovni cDNA bez posunu ¢teciho ramce.

Exon 21
--------- Sy X Oy PR
GETGTCCACCCAATTGTGGTTGTGCA Mt
5244 Wi
1748 --P--K--R--A--B==-E--5--0Q==-D=--R=-=-K-=-]-=F=--R=-=-G==L==E==I-=-C--C
Exon 22

--------- P
GCCAGATGCCTGGACAGAGGACAATGGCTTCCAT GCARTTGGECAGAT CTETGAGGCACT Mt
‘1 CTATGGGCCCTTCACCAACATGCCCACAGATCAACTGGAATGGATGGTACAGCTGTGTGG Wi
1768 --Y--G--P--F--T--N-=M==P=-T--D-~-Q--L-~-E--W--M--V--Q--L--C~~G
Exon 23
--------- oy Rty

TETGETCACCCGAGAGTGGETCTTGGACAGTGTAGCACTCTACCAGTGCCAGGAGCTGGA Mt
-/ EGCTTCTGTGEICANGGAGCTTTCATCATTCACCCTTGRCACAGGTGTCCACCCARTTGT Wt

1788 --A--S--V--V--K--E--L--5--8--F--T--L--G--T--G--V--H--P--I--V
Legenda: Mt- alela obsahujici deleci, Wt- alela s kompletni sekvenci

Zelené oznaleny nedeletované nukleotidy. Sedé znazornéna deletovana oblast exonti 21-22 genu BRCAL,

coz odpovida na proteinové urovni 43 aminokyselinam.
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5.4 Vysledek charakterizace delece exonii 22-24 genu BRCA2

U pacientky B325 a u jeji dcery P112 (viz Obrazek 24) byla nalezena delece exont
22-24 genu BRCA2, ktera byla dfive zjisténa pomoci metody MLPA pfi laboratorni rutinni
analyze (viz Obrazek 25). Pfimym sekvenovanim PCR produktu s vyuzitim navrzenych
primeru byla na jedné alele genu ovéfena rozsahla intragenova delece o velikosti 637 bp
genomické DNA, NG 012772.1:2.68969 69605del637 (viz Obrazek 26). Pii
charakterizaci zlomovych mist jsme odhalili kompletni deleci exonu 23, exony 22 a 24
vSak byly deletovany pouze ¢asteéné. Misto zlomu v DNA je uvedeno na obrazku 27. Tato
delece  zplisobuje na Grovni c¢DNA  ztritu 310 bp  kodujici  oblasti
LRG_293t1:¢c.8886_9195del, coz vede k posunu cteciho ramce a ke vzniku predCasného
stop kodonu v pozici 2971 aminokyselinového fetézce, LRG 293pl:p.Leu2971Phefs*10

(viz Obrazek 28). Jednd se o klinicky vyznamnou variantu, kterd je s nejvéetsi

v

Obrazek 24: Rodokmen zobrazujici pozitivni zachyt delece exont 22—24 genu BRCA2 u
pacientky B325 a jedné z jejich dvou dcer (vzorek P112).

1959 1961
karcinom zdrav

prau

1987 1989
karcinom zdrav
prsu

Obrazek 25: Vysledek MLPA zachycujici ptitomnost delece exonti 22—24 genu BRCAZ2.
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Legenda: U vzorku pacientky (Mt) je ve srovnani s kontrolou (Wt) zietelny poklesu vysky tif pikt, které odpovidaji
exoniim 22, 23 a 24 genu BRCA2. Mt- vzorek pacientky B325 s pfitomnosti delece exonli 22—24 genu BRCA2, Wi-

vzorek bez pritomnosti delece
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Obrazek 26: Vysledek elektroforetické separace PCR produkt na 1% agarézovém gelu
pii charakterizaci zlomt u delece exonti 22-24 genu BRCA2, 215 V, 90 minut, Ta 57 °C.

Legenda: Draha 1: velikostni standard 1 kb (DNA Ladder), Drahy 2-3: pacientka je heterozygot
pro deleci exontd 22-24 genu BRCA2, ¢ernymi Sipkami jsou oznaceny PCR fragmenty o délce 377
bp, které jsou specifické pro deleci exonl 22-24 genu BRCA2, modré Sipky oznacuji fragment
specificky pro druhou alelu wild type Draha 4: negativni kontrola se specifickym fragmentem pro

wild type o velikosti 1014 bp, Draha 5: blank, Draha 6: velikostni standard 100 bp (Hyperladder).

Obrazek 27: Vysledek Sangerova sekvenovani a genomickéa lokalizace zlomi u delece

exont 22-24 genu BRCA2.
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Legenda: Sikmymi Sipkami jsou oznaéeny piesné genomické pozice zloml nachazejici se uvnitf exont 22

a 24 genu BRCAZ2.

44



Obrazek 28: Vysledek dopadu céastecné delece exonii 22-24 genu BRCAZ2 na trovni

cDNA, v¢etné lokalizace vzniklého predCasného stop kodonu.

misto zlomu
exon 22 T
G068l BT TTATCARRAGGE Wt
8334 AGTTGGAAATTAGGAAGGCCATGGART AACARRANGGARCARGS " Mt
2945 Q--L--B--I--R--K--A--M--BE--5--A--E--(--K--B--(--G--L-=-5--R—-
exon 24
89121 ATGTCRCARCCGTGTGEAAGTTGCGTATTGTARSCTATTCARARRARGARRRARGATTCAS W
2225 TTGTICTGAGGTGGACCHTAGGATTTGTCGTTICTGTTGTGARAARARCAGGACTTGE Mt

2965 D--V--T--T--V--W--K--L--R--I--V--8-—-Y--8--K--K--E--K--D--5—-

9181 TTATACTGAGTATTTGGCGTCCATCATCAGATTTATATTCTCTGTTAACAGARGGARAGRA
8954
2985 V--I--L--3--I--W--R--P--8--8--D--L--Y--8--L--L--T--E--G--K—-

&3

9241 GATACAGRATTTATCATCTTGCAACTTCAARATCTAARAGTAARTCTGARAGAGCTAACA
9014
3005 R--Y--R--I--Y--H--L--A--T--§--K--5--K--§--K--§--E--R--A--N--

&3

9301 TACAGTTAGCAGCGACARARRARACTCAGTATCAACAACTACCGGTTTCAGATGARATTT
9074
3025 I--Q--L--A--A--T--K--K--T--Q--Y--Q--Q--L--P--V--5--D--E--I-~

&3

Legenda: Mt- alela obsahujici deleci, Wt- alela s kompletni sekvenci

Zelené oznaceny jsou nedeletované nukleotidy exonu 24. Modfe je oznacena sekvence exonti 22. Exon 23 je
uplné deletovany, véetné intront 22 a 23. V disledku delece exonii doslo k posunu ¢teciho ramce a vzniku

predcasného terminac¢niho kodonu (TAA), oznaceno Cervené.

5.5 Vysledek charakterizace delece exoni 9-10 genu CHEK?2

Gen CHEK2 byl zatfazen do analyzy nad ramec zadani bakalarské prace. Byla
zahéjena optimalizace PCR podminek pro charakterizaci zjisténé intragenové prestavby
exont 9-10. Sondy pouzité pti MLPA (viz. Obrazek 29) pomoci, kterych byla odhalena
delece exoni 9 a 10 genu CHEK2 vymezily minimalni krajni pozice, ve kterych doslo
k deleci oblasti. Pro ptekryti zlom@ byly navrZeny primery pokryvajici oblast exond 9-10
genu CHEK2 o velikosti 3387 bp (viz Obrazek 11) K amplifikaci byla vyuzita MYFI
polymeraza, ktera je podle specifikace vyrobce schopna amplifikovat tseky do 5 kb
s upravenym PCR protokolem. Vysledky PCR jsou na obrazku 30. S nastavenymi
parametry PCR nedoslo k potfebné amplifikaci pozadovaného tiseku a bude potieba dale

podminky optimalizovat.



Obrazek 29: Vysledek MLPA zachycujici ptitomnost delece exonli 9-10 genu CHEK?2.
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Legenda: Cervené body v oblasti exonti 9 a 10 genu CHEK2 oznagené jako CHEK2-9 a CHEK2-10 ukazuji
snizeni fluorescenéniho signalu o polovinu, coz odpovida nepfitomnosti jedné alely pro exony 9 a 10. Zlutou
Sipkou je oznacen bod, ktery se zobrazuje pouze v nepfitomnosti patogenni varianty c.1100delC.

Obrazek 30: Vysledek elektroforetické separace PCR produktii na 1% agar6zovém gelu
pii charakterizaci zlomt u delece exonti 9-10 genu CHEK?2, 215 V, 90 minut, Ta 57 °C.

Legenda: Draha 1: Vyskyt nespecifickych produkti v této draze naznacuje nutnost dalsi optimalizace PCR.
Modra Sipka oznacuje oc¢ekavavou oblast vyskytu PCR fragmentu specifického pfi deleci exond 9-10 genu

CHEK2. Draha 2: velikostni standard 1 kb (DNA Ladder).
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6 Diskuze

Karcinom prsu je multifaktoridlni onemocnéni, kterym v ¢eské populaci onemocni
béhem zivota kazdéa desata zena a patii mezi nejcastéjsi dédicné onemocnéni. Cilem této
bakalaiské prace byla piesna charakterizace zlomu u rozsahlych intragenovych ptestaveb
genu BRCA1 a BRCAZ2. Pro praci byla vyuzita DNA pacientek, u kterych byla uz diive,
v Laboratoii Agel, metodou MLPA zachycena rozsahla intragenovy piestavba nékterého
useku geni BRCAL/2. Pacientky byly zafazeny do analyzy po splnéni aktualnich
indikac¢nich kritérii.  Pro amplifikaci dlouhych deletovanych usekii bylo plvodné
planovano vyuziti LR-PCR, ktera je urcena pro amplifikace sekvenci dlouhych az 20 kb.
LR-PCR byla pouzita podle doporuceni vyrobce, nicméné ani po optimalizaci (gradientova
PCR, zména koncentrace DMSO, DNA) nebylo mozné ziskat odpovidajici PCR produkt.
Selhani LR-PCR mohlo nastat z nékolika dtvodd. Jednim z nich je neoptimalni délka
trvani jednotlivych krokti PCR, ptestoze byly tyto parametry nastaveny podle doporuceni
vyrobce v odpovidajici délce, PCR neprobéhla. Pro dosazeni potiebné trovné amplifikace
by tyto parametry musely byt déle zdlouhavé optimalizovdny, v€etné zmény vstupni
koncentrace DNA nebo zmén poméri jednotlivych komponent master mixu. Je také
mozné, ze pouzita DNA nebyla, oproti prosté PCR, pro tuto aplikaci dostate¢né kvalitni
(viz Tabulka 11). Jeji izolace probéhla podle standardniho opera¢niho postupu pro
automatickou izolaci na robotu M48 (Qiagen). V ramci této izolace vSak nemuselo dojit
k dikladnému odstranéni vSech nezadoucich latek, které pak mohly zpusobit selhani
LR-PCR. Z vyse uvedenych divodu bylo od pouziti LR-PCR odstoupeno a k amplifikaci
byla pouzita polymeraza MYFI s 5'->3" exonukledzovou aktivitou od firmy Bioline, u niz

byla deklarovana schopnost amplifikovat useky aZ do velikosti vice nez 10 kb.

Jednou z charakterizovanych oblasti zlomi byla intragenova delece exond 18 a 19
genu BRCAL. Analyza této delece byla provedena ptimym sekvenovanim PCR produktu
izolovaného z gelu s vyuZitim navrZenych primert. Na genomické urovni byla zjiSténa
rozséahla delece 1940 bp, NG _005905.2:2.60402 62341del1940. Zlom vznikl v nekodujici
oblasti intronu 17 a intronu 19, doslo tedy ke kompletni deleci exonu 18 a 19. Na trovni
mRNA doSlo k posunu ¢teciho rdmce a vzniku pied€asného stop kodonu TGA v pozici
1692. Delece exonl 18-19 byla zachycena také v Italii u péti pacientd, ktetfi pochazeli
z vysoce rizikovych rodin s karcinonem prsu a vajecnikll. Tato delece byla popsana jako
(L78833) 2.62115_669040del4826 s predcasnym stop kodonem v pozici 1693 (Montagna,
et al., 2003).
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Nicméné jeji popis se lisi od popisu piestavby zjisténé v Ceské republice v Brné
Vasickovou, et al., (2007). Naprosto stejna delece, ktera byla popsana v Brng, byla zjisténa
také vramci této bakalarské prace. Brnénské pracovisté¢ pro prvotni analyzu pouzilo
metodu MLPA a pot¢ LR-PCR, kterd v naSem piipad¢ nefungovala. Z naSich vysledkt
vyplyva, ze =zachyt delece exoni 18-19 BRCA1l se shoduje v jihomoravském
a moravskoslezském kraji. Rozdilny zépis zjiSténé delece v Itdlii mize byt zpisoben

pouzitim jiné starsi referen¢ni sekvenece spise nez vznikem zlomu v jiné pozici.

U delece exonit 21 a 22 genu BRCA1 byly vysetifovany dvé pacientky a synové
jedné z nich, pfiCemz u synil se ptitomnost delece neprokdzala. Byla zjisténa rozsahla
intragenova delins mutace o velikosti 3779 bp. Obsahovala insertovanou sekvenci
0 Vvelikosti 236 bp, jenz se shoduje s genem NBR2, ktery pifimo sousedi s genem BRCAL.
Diky této delins variant¢ doSlo k odstranéni 43 aminokyselin protein BRCAI1
p.Ile1760 Thr1802del43. V dusledku delece nedoslo k posunu ¢teciho ramce a vytvoreni
pfedcasného termina¢niho kodonu, nicméné deletovand oblast 43 aminokyselin zasdhla
C-termindlni BRCT doménu, kterd je dilezitd pro spravnou tumor supresorovou funkci
proteinu (Williams et al., 2001). Doména BRCT interaguje s celou fadou proteint, véetné
proteinu p53 a funguje jako transaktivator v obou p53 zavislych a nezavislych modech
(Chai et al., 1999; Chapman et Verma, 1996; Ouchi et al., 1998, Zhang et al., 1998).
Lze tedy predpokladat, Ze tato intragenova piestavba skutecné funkeci proteinu poskodi.
Vasickova, et al., (2007) zachytili deleci exonu 21-22 ve dvou vysoce rizikovych rodinach.
Pro detekci pouzili metodu MLPA a pot¢ LR-PCR, ktera odhalila deleci o velikosti
cca 3,5 kb BRCA1l genomické DNA. Sekvence zlomu byla charakterizovana jako
g.77128 80906 del3779ins236, coz nesouhlasi snasim vyslednym zapisem
NG_005905.2:9.73876_77654del3779ins236. Nesoulad v zapisu koordinat byl zplisoben
pouzitim odli$né, star$i referenéni sekvence L78833 vroce 2007, kdy byla tato delece
prvné charakterizovana. Nicméné zlomy se nachézeji na stejnych mistech a jedna se tedy

o identickou pfestavbu.

Delece exonti 22-24 genu BRCA2 byla v CR detekovéana poprvé. Tato delece byla
zjiSténa u pacientky z Moravskoslezského kraje a jeji dcery. Presto, ze metodou MLPA
doslo k odhaleni kompletni delece exoni 22-24, pomoci ptimého sekvenovani jsme zjistili,
ze se u exonu 22 i u exonu 24 jedna pouze o deleci ¢asti exonil. Na urovni cDNA doslo
v disledku této sekvenni zmény ke ztrdt¢ 310 bp kodujici oblasti

LRG 293t1:c.8886 9195del, tim doslo k posunu ¢teciho ramce a ke vzniku predcasného
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stop kodonu v pozici 2971 aminokyselinového fetézce, LRG 293pl:p.Leu2971Phefs*10.
Intragenové prestavby v genu BRCA2 se nevyskytuji pouze u zen z vysoce rizikovych
rodin, ale byly zachyceny také u muzt (Ewald et al., 2009). Woodward et al., (2005)
publikovali tfi zachyty ptestaveb v genu BRCA2 ve 25 rodindch s vyskytem alespon
jednoho karcinomu prsu u muze. Cast&jsi vyskyt intragenovych piestaveb a vyskyt
karcinomu prsu u muzu davaji do souvisloti také Tournier et al., (2004), ktefi popsali tii
prestavby genu BRCA2 u 39 francouzskych rodin, ve kterych se vyskytoval alespon jeden

piipad karcinomu prsu u muze.

Do analyzy velkych intragenovych ptestaveb byl zatazen také gen CHEKZ2, ve
kterém byla v neddvné dob¢ v laboratoii zachycena rozséhla intragenova delece exonil
9-10. Byla zahijend optimalizace PCR, nicméné elektroforetickd separace produkth
ukézala pfitomnost fady nespecifit. Navic v oblasti, kde byl o¢ekavan produkt o délce cca
350-400 bp, nebyl zachycen zadny PCR fragment. Nespecifity i nepfitomnost o¢ekavaného
produktu mohou byt zptisobeny vice faktory, napt. nevyhovujici teplotou nasedani primerd
nebo nevhodné navrzenym parem primerti. V dal$i fazi optimalizace bude provedena
gradientova PCR pro upfesnéni vhodné Ta. Pokud tato optimalizace znovu selze, budou
navrzeny nové primery. Zlomova mista této delece, byla prvné charakterizovana v Polsku
(Cybulski et al., 2007). V CR je tato varianta pom&mé rozsitena (Gstni sdéleni pracovnikt

laboratofe).

V ramci této prace jsme pro prehlednost také zjiStovali vyskyt intragenovych prestaveb
v genech BRCA1 a BRCA2 v sousednich zemich a ve svété obecné. Mezi populace, u nichz
je frekvence vyskytu velkych intragenovych prestaveb vyssi nez 10 % lze zatadit
pfedev§im Nizozemi, I[talii, Austrdlii, Novy Zéland a USA. Vysoka frekvence
intragenovych piestaveb v téchto zemich miiZze byt zplsobena efektem zakladatele.
V nékterych zemich, jako Kanada nebo Finsko je frekvence naopak nulova nebo velmi
nizka. V Ceské Republice se frekvence vyskytu pohybuje mezi 6 a 11 %, podobné jako
napiiklad v Némecku, Recku nebo Francii. V Polsku je frekvence niZsi, nabyva hodnoty

4,7 %.

49



7 Zavér

Tato prace se zabyva charakterizaci zlomovych mist intragenovych piestaveb genu
BRCA1, BRCA2 a genu CHEK2. Jsou to geny, které v mutavané formé zptsobuji karcinom
prsu a vajecniku. V teoretické ¢asti se vénuje jednotlivym geniim a srovnanim nalezenych
mutaci v Evrop¢ a ve svété. V praktické Casti je zaméfena na charakterizaci delece exont
18-19 a delece exonu 21-22 genu BRCAIL, deleci exoni 22-24 genu BRCA2 a deleci
exont 9-10 genu CHEK?2.

Vysledky prace odhalily na genomické urovni, Ze se u delece exont 18-19 v genu
BRCA1 zachycené metodou MLPA jedna 0 sekvenéni zménu
NG 005905.2:2.60402 62341del1940, ktera vede k vytvofeni pfed¢asného terminacniho
kodonu v pozici 1692 aminokyselinového fetézce, LRG 292pl:p.(Asp1692Alafs*2). LRG
zachycenou v exonech 21-22 vgenu BRCAl zpusobila dele¢né-inseréni varianta
NG _005905.2:2.73876_77654del3779ins236, ktera vedla k odstranéni 43 aminokyselin
proteinu BRCA1 p.lle1760 Thr1802del43 a poskozeni funkce proteinu. V genu BRCA2
byla v Ceské republice metodou MLPA zachycena viibec prvni velka intragenova delece
exont 22-24. Na genomické urovni se jedna 0 variantu
NG_012772.1:9.68969 69605del637, ktera zpiisobuje posun Cteciho ramce a vytvoreni
pfedcasného termina¢nitho kodonu v pozici 2971 aminokyselinového fetézce,

LRG_293pl:p.Leu2971Phefs*10.

Po sekvenaci optimalizovanych produkti PCR byly u vSech tfi vybranych rozsahlych
intragenovych prestaveb v genech BRCA1 a BRCA2 piesné popsana zlomova mista, ktera
se shodovala s jiz diive publikovanymi udaji vramci CR i mimo republiku. Pfesto,
7e Getnost zachyti LRGs v Cesku neni tak vysoka jako napiiklad v Holandské populaci,
neni jejich vyskyt zanedbatelny. Jejich diagnostika pomoci metody MLPA pfispiva
ke zkvalitnéni péce o zdravé pribuzné onkologickych pacientek s prokdzanou piestavbou,
z diivodu jejich zvyseného riziky vzniku nddorit prsu nebo vajecnikl v pfipadé zachytu

familialni delece.
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