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Abstrakt

Karcinom prsu a vaje¢nikil je jedno z nejéastéjsich malignich onemocnéni Zen v Ceské
republice a incidence novych diagn6z ma tendence stoupat. Odhaduje se, ze v 5 — 10 %
piipadii téchto nadort je pfi¢inou patogenni mutace ve vysoce penetrantnich
tumorsupresorovych genech BRCA1 nebo BRCA2. Hlavni funkci téchto gent jsou opravy
zlomu dvouvlaknové DNA, kontrola bunééného déleni a spolupodileji se 1 na regulaci
transkripce a remodelaci chromatinu.

Cilem této prace bylo shrnuti sou¢asnych poznatkli na dané téma, genové mutace, funkce
geni BRCA1 a BRCA 2 a jejich souvislost s hereditarnim karcinomem prsu a vajecnikd,
piehled moznych metod detekce téchto mutaci a zvlasté také shrnuti Ceskych studii
o zabyvajicich se vyskytem mutaci BRCA1 a BRCA2 na tuzemi Ceské republiky od po&atku
jejich testovani v ramci preventivni i diagnostické péce. To poukazalo na silny efekt
zakladatelskych mutaci. Mezi nejéastéji nalézanymi mutacemi v Ceské republice byly mutace
c.5266dupC, ¢.181T>G a ¢.3700_3704del5 vgenu BRCAl a ¢.7913 7917del5
a €.8537_8538del2 v genu BRCA2.

V experimentalni ¢asti prace jsem se pokusila optimalizovat metodu PCR ARMS
pro detekci bodové mutace ¢.5266dupC v genu BRCAL. Tato mutace patii mezi nejcastéji se
vyskytujici mutace nejen v Ceské republice, ale i v Evropé. Cilem bylo optimalizovat metodu
PCR ARMS v podminkach laboratofe GENLABS s.r.o. V ramci optimalizace $lo pfedevsim
0 vybér vhodného PCR mixu a upravu teplotniho profilu PCR, pti kterém bude kvalita
1 kvantita  vytézku  vizualizovand pomoci gelové elektroforézy  dostatecna
pro prokazani ptitomnosti ¢i nepfitomnosti mutace u pacienta. V této ¢asti prace bylo cilem
1 praktické zvladdnuti izolace DNA z periferni krve a bukalniho stéru, pfiprava a provedeni
PCR reakce a detekce PCR produkti pomoci gelové elektroforézy.

Nakonec se nam podafilo metodu optimalizovat pro dvé rizné matrice, pro izolat DNA
a periferni krev. Pro bukdlni stér se metodu podafilo optimalizovat pouze Ccastecné.
Pfi postupném zvySovani teploty annealingu zacinajici na teplot¢ 55 °C, jsme nejlepSich

vysledkt dosahli pii teploté 65,5 © za pouziti kitu gb Basic PCR Master Mix od firmy Generi



Biotech. Tato optimalizace mize v budoucnu umoznit pouziti metody pro cilenou detekci

mutace ¢.5266dupC v genu BRCA1 v ramci rutinni praxe V laboratofi.

Kliéova slova: BRCA1 — BRCA2 — mutace — PCR ARMS



Abstract

Breast cancer and ovarian cancer is one of the most common malignancies what women
have in the Czech Republic and the incidence of new diagnoses has a tendency to increase.
It is estimated that 5-10 per cent of these tumours is cause by pathogenic mutations in highly
penetrance tumour suppressor genes BRCA1 or BRCA2. The main function of these genes
are repair of double strand DNA breaks and another function is control of cell division and
participate on regulation of transcription and chromatin remodeling.

The aim of this bachelors thesis is to summarize current knowledge of the "Gene
mutations” topic, the function of the genes BRCA1 and BRCA 2 and their link with hereditary
breast and ovarian cancer, an overview of possible detection methods and particularly also the
summary of the Czech studies of detection mutations in the Czech Republic. It pointed out to
the strong effect of the founder mutation. Among the most frequently found mutations are
mutations as ¢.5266dupC, c¢.181T> G and ¢.3700 3704del5 in the gene BRCAl
and ¢.7913_7917del5 and ¢.8537_8538del2 in the BRCA2 gene.

In the experimental part of the work | have tried to optimize ARMS PCR method
for point mutation ¢.5266dupC. This mutation has proved to be one of the most common
mutations not only in the Czech Republic but also in Europe. The objective was to optimize
the PCR ARMS in the conditions of the GENLABS Ltd. laboratory. The main goal of the
optimization was the selection of appropriate PCR mix and optimal temperature of PCR
profile at which the quality and quantity of the yield was visualized on gel electrophoresis
as specific and highest as it is possible. The aim of this part is also practically to do the DNA
isolation from peripheral blood and buccal swab, preparation and execution of the PCR
reaction and detection of PCR products by gel electrophoresis.

Eventually, we managed to optimize a method for the two different matrices for the DNA
isolates, and peripheral blood. Unfortunately the method for the buccal swab was not
successful. During gradually temperature increasing, we started the process of annealing
at 55°C, the best results were achieved at a temperature of 65.5 ° C using gb Basic PCR
Master Mix from the Generi Biotech firm. In the future this optimization might allow the



using of method for mutation in the gene BRCAL ¢.5266dupC for the routine practise in the
laboratory.
Keywords: BRCAL - BRCA2 - mutation - PCR ARMS
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Seznam pouzitych zkratek

BRCA Breast Cancer

ca karcinom

DNA deoxyribonukleotidova kyselina

GT guanin,tymin

AG adenin, guanin

MRNA messenger RNA

EMQON The European Molecular Genetics Quality Network

polymerase chain reaction (polymerazova fetézova
PCR reakce)

DHPLC denaturing high performance liquid chromatography
HRM high resolution melting

RFLP restriction fragment lenght polymorphism
MLPA multiplex ligation dependent probe amplification
NGS next generation sequencing

HGVS human genome variation society

BIC breast cancer information core database

RAD51 DNA repair protein

TP53 tumor protein 53

PTEN phosphase and tensin homolog

STK11 serine/threonine kinase

CDH1 cadherin 1

ATM ataxia telangiectasia mutated

CHEK?2 checkpoint kinase 2

BRIP1 BRCAL — interacting protein 1

PALB2 partner and localizer of BRCA

FGFR2 fibroblast qrowth factor receptor 2

TOX3 TOX high mobility group box family member 3
MRPS30 mitochondrial ribosomal protein s30

MAP3K1 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1
FAM84B family with sequence similarity 84, member B
LSP1 lymmbhocyte specific protein 1

CA125 estrogen receptor alpha

ESR1 cancer antigen 125
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Uvod

S rostoucim povédomim o problematice karcinomu prsu a vajecnikid a jejich mozné
dédicnosti, roste v soucasné dobé i dilezitost molekuldrné¢ genetického testovani mutaci
v genech. Geny BRCAL a BRCAZ2 souvisejici se syndromem hereditarniho karcinomu prsu
a vajecniku a jejich vyznam v souvislosti s témito nadory se stale vice dostava do povédomi
Sirsi vefejnosti, coz vede k efektivni cilené prevenci. Soucasnym trendem je také vyvoj stale
citlivéjsich a efektivnéjSich metod detekce pro rutinni diagnostiku v laboratofich.

Mutace v genech BRCA1 a BRCA2 jsou pii¢inou asi 5 — 10% karcinomil prsu a
vajecnikl. Genetické testovani mutaci v téchto genech je doporu¢ovano piedevsim na zakladé
konkrétnich kritérii navrzenych odbornou spole¢nosti 1€¢katské genetiky rodindm s vysokym
rizikem dédi¢nych predispozic k rakoviné, coz opét posiluje prevenci.

V praci shrnuji poznatky o daném tématu, popisuji mozné typy genovych mutaci
vyskytujicich se vgenu BRCA1 a BRCA2, blize charakterizuji funkce téchto geni
v souvislosti se syndromem hereditarniho karcinomu prsu a vajeénikl. Prace obsahuje
1 ptehled nejuzivanéjSich metod detekce danych mutaci a celkové shrnuti vystupii ze studii
zabyvajicich se vyhradné vyskytem mutaci v genech BRCA1 a 2 v Ceské republice.

Cilem experimentalni ¢asti prace byla optimalizace metody PCR ARMS pro detekci
mutace ¢.5266dupC v genu BRCAL, ktera byla realizovana v laboratoti GENLABS s.r.0.
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1 Teoreticka cast

1.1 Mutace jako pri¢ina nadorového onemocnéni

Kazdé nadorové onemocnéni mize mit pivod ve zdédéné mutaci jednoho nebo vice
gend, ktera zptsobuje vyssi sklony ke vzniku karcinomu. To, zda onkologické onemocnéni
skuteéné¢ béhem zivota vypukne, zdlezi na mnoha dalSich genetickych 1 negenetickych
faktorech.(12) Zmény v genotypu tzv. mutace nazyvame a rozliSujeme dle riznych kritérii
napt. dle charakteru zasazené bunky na zarodecné a somatické nebo dle vlivu na zménu
V poctu kopii genomu na balancované a nebalancované nebo dle urovné, na které ovliviuji
genetickou informaci na genomové (numerické), chromozomalni (strukturni a tedy
balancované ¢i nebalancované) genové (ty pak na bodové ¢i dynamické) nebo dle zpiisobu
jejich vzniku na spontanni a indukované.

Mutace je mozné délit podle zasazené bunky na gametické (zarodecné), které se vyskytuji
ve vSech buiikéach jedince véetné gamet. Jde o mutace zdédéné nebo noveé vzniklé v gametach
a pfenaSeji se na potomstvo. Zarodecné mutace mohou vést ke vzniku dédi¢nych chorob.
Jedinec tyto mutace vétSinou zdédil a mizeme je prokéazat u rodice, ale v nékterych ptipadech
vznikly ,,de novo* pfimo az v pohlavni bunce, ktera se ucastnila oplodnéni, ty pak u rodict
neprokazujeme. Nebo na mutace somatické, které zasahuji buriky tkani a organd a nepienaseji
se na potomstvo. Vznik somatickych mutaci ovliviiuje napf. vyziva a faktory prostiedi
(chemické, fyzikalni nebo biologické). Somatické mutace mohou byt pficinou rozvoje
nadorového bujeni v dané tkani a jejich testovani je dilezité predev§im z hlediska mozné
terapie a celkové prognozy.(1)

Pokud mluvime o nadorovych onemocnénich, bereme v uvahu mutace dvou typi gen
a to tumor-supresorovych genti a méné Casto onkogenti. Protoonkogen se ve své mutované
formé nazyva onkogen. Zména jeho funkce nebo exprese vlivem mutace vede K abnormalni
stimulaci bunéného de¢leni a proliferaci. Onkogeny jsou dominantné dédéné geny, to

znamena, ze pro transformaci fenotypu buniky z normalni na maligni, sta¢i jedna zmutovana
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alela. Tumor supresorové geny jsou velice riznorodé. Zatimco nékteré z nich jsou prakticky
skutecné nadorové supresory, protoze jsou schopné pifimého zapojeni do regulace bunécného
cyklu nebo kontaktni inhibice rGstu bun¢k (oznacovany jsou jako ,.garekeepers®), jiné
(oznatované jako ,caretakers®) opravuji chyby v DNA a udrZuji integritu genomu.
Ale az ztrata obou alel genu je nepfimo zodpovédnd za zhoubné bujeni tim, Ze umozni
hromadéni sekundarnich mutaci.(28)

Podle Knudsonovy dvojzasahové teorie je tumorsupresorovy gen vyfazen az mutaci obou
jeho alel. Pokud tak ¢lovék jiz mutaci jedné alely prislusného genu zdédil (prvni zésah), staci
pak jakykoli dalsi zasah ke kompletnimu vyfazeni funkce ptislusného genu (druhy zasah), to
pak spousti mnohastupiiovy proces tumorigeneze. Vyskyt uréitého typu nadoru v né¢kolika
generacich je zptsoben pienasenim predisponujici alely a nadorové predispozice zarode¢nymi
bunikami do dalSich generaci, tim vznikaji tzv. rizikové rodiny (,,high risk families). Jejich
charakteristickym znakem je nejen hromadéni malignit, ale Casto i diagndéza nddorového
onemocnéni V mladém véku.(39)

Cetnost mutaci se 1i§i v zavislosti na prostiedi, lze tak fici, ze Cetnost mutaci roste
s rostoucim vlivem mutagent a zhorSujicimi se Zivotnimi podminkami a zdravotnim stavem
organismu.(1)

Pokud se jedna o testovani podezielych hereditarnich forem nadorti, provadi se nejcastéji

testovani zarode¢nych mutaci z DNA izolované z krve pacientti.(12)

1.2 Mutace na urovni DNA

1.21 Delece, inzerce

Delece (ztrata) nebo inzerce (zafazeni) jedné a vice bazi zpuisobuje naruseni cteciho
ramce (,,frameshift mutace), je-li zafazen takovy pocet nukleotidi, ktery neni celo¢iselnym
nasobkem cisla 3. To pak zplsobuje vytvareni rozdilné bilkoviny nebo 1 pfedcasné ukonceni

proteosyntézy. Pokud ale je pocet bazi, jichZ se zatfazeni nebo delece tyka, nasobkem Ccisla 3,
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mohou tyto mutace vlivem ztraty nebo zisku kodoni zpusobovat deleci nebo inzerci
aminokyselin ve vyslednych proteinech.(28) Ne vSechny delece a inzerce vedouci k posunu

¢teciho ramce musi byt patogenni.(12)

1.2.2 Velké prestavby gent

Velké intragenové prestavby (delece nebo duplikace ¢i amplifikace oblasti zahrnujici celé
exony) jsou vét§inou zmény, které vyrazné méni stavbu a funkci proteinu a je proto mozné je

jednoznacné oznadit za Skodlivé. (12)

1.2.3 Substituce

Substituce (nahrada ¢i zaména) nukleotidové baze patii mezi tzv. bodové mutace. Jedna
se 0 nejcastéjsi genetickou zménu, ktera reprezentuje az 90 % vsech detekovanych variant
v DNA.(25) Pievazujici vétSina z nich nema viditelné projevy. Priméra frekvence béznych
nukleotidovych substituci v lidském genomu se pohybuje kolem jedné na 1000 bazi.(35)

Zmény v nukleotidech zahrnujici substituci purinu purinem (adenin, guanin)
¢1 pyrymidinu pirimidinem (tymin, cystosin) se nazyvaji tranzice. Zaména purinu
s pirimidinem a naopak se nazyva transverze.(28)

Substituce purinové nebo pyrimidinové baze je $kodliva pouze tehdy, je-li v dusledku
zameény posSkozena struktura nebo piimo funkce proteinu. Pokud se upravi aminokyselina
na aminokyselinu o jinych fyzikalnich vlastnostech, je zde taky vétsi moznost vlivu
na strukturu a poté i stabilitu a funkci bilkoviny.(12)

Substituce jednoho nukleotidu v sekvenci DNA, které mohou zpusobit zaclenéni jiné
nez pivodné kddované aminokyseliny do aminokyselinového fetézce, se nazyvaji ,,missence

mutatiaon® (mutace ménici smysl kodonu).(28)
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U vétSiny zamén, které vedou ke zméné jedné aminokyseliny kddované danym tripletem,
vSak neni zcela jasny klinicky u€inek a jsou povazovany za neSkodné polymorfni varianty

bez fenotypového projevu. Tyto varianty jsou hodnoceny jako ,,Unknown Variants*.(12)

1.2.4 Mutace pi‘ed¢asné ukoncujici Fetézec aminokyselin

Obvykle konéi translace (proces tvorby bilkovin) po dosazeni termina¢niho kodonu.
Mutace, které vytvoii terminacni kodoén, zplisobi predCasné ukonceni translace. Zatimco
mutace, ktera terminacni kodén zni¢i, dovoli, aby translace pokracovala do té doby,
nez dosahne nasledujiciho termina¢niho kodonu.(28) Tzv. ,,nonsense” (nesmyslné) mutace
zaptic¢inuji vznik mRNA s pifed¢asnym terminaénim kodonem a jsou patogenni, jelikoz

vznika nestabilni a nefunk¢ni protein. (12)

1.25 Mutace ménici misto sestiihu

Zvlastni skupinou jsou mutace ménici misto sestfihu — tzv. ,splice site” mutace.
Nejsnadnéji rozpoznatelné se vyskytuji v konzervativnich mistech sestfihu dinukleotidu GT
lokalizovaného na 5’ pocatku intronu (donorové misto sestfihu) a dinukleotidu AG
lokalizovaného na 3’ konci intronu (akceptorové misto sestiihu).(12)

Byly popsény dva zakladni typy mutaci, které postihuji mista sestfihu. Jsou jimi mutace
bazi v donorovém ¢i1 akceptorovém misté ovlivitujici spravny sestiih RNA v tomto misté
a mutace tvorici nukleotidovymi substitucemi alternativni donorova a akceptorova mista,
ktera s normalnimi misty pii sestfihu soutéZzi.(28)

K odhaleni téchto mutaci mohou pomoci pocitatové programy vyhledavajici v zadané
DNA sekvenci lokalizaci predpokladaného mista sestiihu. Pomoci predikéniho programu lze
zjistit, s jakou pravdépodobnosti by mohla studovana varianta ovlivnit spravny sestiih
MRNA.(12)
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1.3 Hereditarni a sporadicka maligni onemocnéni

Vétsina zhoubnych rakovinnych onemocnéni je sporadicka, nedédi¢nd. Nadorové klony
mohou vznikat ve chvili, kdy v jakékoli ze somatickych bunék nastane primarni geneticka
udélost (mutace, obvykle tumor supresorového genu nebo protoonkogenu).

Mutace dava témto nadorovym bunkdm pouze vyhodu ve formé zrychlené¢ho ristu
a dé¢leni. K dosazeni pln€¢ rozvinutého maligniho fenotypu (v dusledku nezavislosti
na externich rustovych signalech, necitlivosti k externim protiristovym signalim, unikani
apoptoze, schopnosti neomezené replikace, podpory neoangiogeneze - prorustani nadoru
novymi cévami, invazivity a metastatické schopnosti) je tieba, aby se v buiikach klonu
nahromadilo nékolik dalSich mutaci ,,za nddor odpovédnych gent“ (onkogent, tumor
supresorovych genli vCetné reparacnich genti) a dalSich tzv. epigenetickych udalosti (napf.
metylace promotorovych oblasti genii snizujicich nebo eliminujicich jejich expresi). Samotna
mutace, ktera je schopna vyhnout se protinddorovym mechanismiim jako je reparace mutaci,
apoptéza a imunologické mechanismy, vSak nedokaze pieménit normalni bunku
za nadorovou.

Je tedy jasné, ze pro nahromadéni takového mnozstvi zmén v klonu nadorové buiky
je potieba uplynuti urcitého casu. Proto vykazuje incidence sporadickych nedédi¢nych
malignit zavislost na veéku, jsou to onemocnéni postreprodukéniho obdobi, kdy také postupné
klesa efektivita protinadorovych mechanismd.(15)

Nejméné 10 % nadorovych onemocnéni je dédi¢nych, jsou zplisobené mutacemi vysoce
(1 mén¢) penetrantnich genl (pravdépodobnost projevu fenotypu urcité varianty genu).

Piivod takového onemocnéni lze tedy hledat ve zdédéné zarodecné (germinalni) mutaci
jedné alely nadorového genu, se kterou se jedinec jiz rodi. TO znamend, Ze predispozice
K ur¢itému malignimu onemocnéni je u nositele mutace piitomna ve vSech jeho somatickych
buiikkach. Tato mutace s predispozici k ur€itym malignitdm se mulZe dédit autosomalné
dominantnim, recesivnim ale i na X — vazanym recesivnim zpisobem a muze tak byt

prenasena do dalSich generaci. (5,13)
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1.4 Charakteristika a funkce genii BRCA1 a BRCA?2

Geny BRCA1 a BRCA2 koduji sekvencné nepiibuzné proteiny, které jsou soucasti
multiproteinovych komplextd vyznamnych pfedev§im pro udrzeni stability genomu.(URL4)
Gen BRCAI byl lokalizovan v roce 1990 (47) na chromozomu 17912-21 a jeho sekvence
slozena z exont 2-24 kodujici 7,8 kb dlouhy transkript byla identifikovana v roce 1995.(48)
BRCAL gen koduje protein o velikosti 1863 aminokyselin a 220 kDa s E3 ubigiuitin
ligdzovou aktivitou a fosfopeptidovou vazebnou aktivitou je exprimovéan ve vSech buinikach
lidského téla se zvySenou hladinou exprese pozorované zejména v ovariich, varlatech
a brzliku.(URL5) Gen BRCA2 byl lokalizovan v roce 1994 na chromozomu 13g12-13 (49),
jeho kodujici sekvence slozena zexoni 2-27 byla identifikovana vroce 1995.(50)
Vysledkem translace mRNAO velikosti 11-12 Kb je protein o velikosti 3418 aminokyselin a
384 kDa.(6) Jeho piepis odpovida pottebam bunécné proliferace.  Oblast
0 velikosti 3.3 kb v ramci exonu 11 genu BRCA2 se nazyva ,,ovarian cancer cluster region‘
(OCCR). V této oblasti je zvySen nalez mutaci podminujicich rakovinu vajecnik.(14).

Obecné jsou tedy jejich proteiny pfitomné ve vSech tkanich a jejich exprese a stupen
fosforylace zavisi na fazi bunééného cyklu. Nejvyssi exprese mRNA gent BRCAL,2 je
pii pfechodu z G1 faze do S faze bunééného cyklu, kde hraji roli v procesu oprav DNA
(tzv.“check point control*) a béhem M fdze je mRNA obou genl degradovana. ZvySena
exprese byla pozorovana v proliferujicich bunikach a po ptisobeni estrogenii.(20,23)

Hlavni tloha proteinu BRCA2 spociva v regulaci funkce rekombinazy RADS1 pfi
opravach zlomi dvouvlaknové DNA (double-strand breaks,DBS) béhem tzv. homologni
rekombinace. BRCA2 protein je nezbytny pro transport RADS1 do jadra bunky a lokalizuje
misto poskozeni DNA.

BRCAT ma odlisnou, obecngjsi funkci jako zprostiedkovatel mezi detekci/signalizaci
a vykonnymi slozkami odpovédi na poskozeni dvouvladknové DNA. BRCAI ma také vliv
na fizeni apoptdzy prosttednictvim proteint p53 a c-Abl.(23,45)

Oba geny jsou soucasti mechanizmu oprav zlomii dvouvladknové DNA, kontroly
bunééného déleni a spolupodileji se na regulaci transkripce a remodelaci chromatinu.

Onemocnéni se dédi autozomalné dominantnim zpisobem. Pravdépodobnost, Ze vlohu zdédi,
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tedy maji ob¢ pohlavi stejnou. Fenotypové projevy jsou vsak rozdilné, nebot funkce BRCA
gent je pravdépodobné nejstézejnéjsi v tkanich podléhajicich regulaci pohlavnimi hormony.
Je jednoznac¢né prokdzano, ze zarodecné mutace v BRCA genech jsou spojeny se zvySenym
rizikem vzniku karcinomu prsu a ovarii u zen.(31)

Zpusob, jakym mutace v genech BRCA1 a 2 ovliviiuji vznik nddorového bujeni praveé
V prsu a vaje¢nicich, zatim neni zcela objasnén.(45)

Obrazek 1 znédzornuje vliv hlavnich proteini, které se podileji na reparaci

dvouretézcovych zlom v DNA pomoci homologni rekombinace.

1.5 Dalsi geny s potencialnim rizikem pro karcinom prsu a vaje¢niki

V dédi¢nosti rakoviny prsu a vajecnikti nehraji roli pouze geny BRCA1 a 2, ale fada
dalsich gend, které jsou prvotné spojovany s jinymi malignitami, ale vzhledem k funkci jejich
protein, mohou zplisobovat vice typud karcinoml. Mezi takové geny patii TP53, jehoZz
mutace zapricinuje Li-Fraumeniho syndrom zpusobujici karcinomy u déti a velmi Casny
nastup rakoviny prsu (30 % zen nositelek této mutace bylo diagnostikovano kolem 30. roku
zivota). Dalsi geny s potencidlnim vysokym rizikem jsou PTEN, STK11, CDHI, stfedné
penetrantni geny ATM, CHEK2, BRIP1, PALB2 a malo penetrantni geny FGFR2,TOX3,
MRPS30, MAP3K1, FAM84B, LSP1, ESR1 a dalsi, které zvySuji riziko vyskytu rakoviny
prsu/vajecnikt pro nositele mutaci BRCAL1 a BRCAZ2.(30)
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Obrazek 1: Schéma zndzornujici hlavni proteiny podilejici se na reparaci dvouretézcovych

zlomit v DNA pomoci homologni rekombinace

BRCA2

' .‘.\\1
| RAD31 | |
S A
P — P~ o |
( CDC2 "25C ) l |
'\"\-\.. . hS ____-'"’-' v v
regulace bunéfného cyklu homologni rekombinace

apoptoza obnoveni replikace DNA

Zdroj: Polreich 2012 (ptevzat obrazek i jeho popis)

Ptimy vliv na patogenezi hereditarnich i sporadickych forem karcinom prsu maji proteiny
reparace dvoufetézcovych zlomli DNA, jsou jimi senzorické proteiny (ATM) a proteiny MRN
komplexu (MRE11, RAD50, NBS2 (NBN)), pienaseci signalu (CHK2), vykonné molekuly
regulujici vlastni reparacni pochody (BRCA1, BRCA2, PALB2,RADS51), kontrolni body
bunééného cyklu (CDC25A) nebo aktivace apoptdzy (p53).

Proteiny kodované vyznamnymi geny Souvisejicimi s predispozici pro karcinom prsu
rizikem svétle modie. Bile jsou ozna¢eny nadorové predispozi¢ni faktory v populaci pacientl

CR.(32)
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1.6 Syndrom hereditarniho karcinomu prsu a vaje¢niki

Prvni vyznamny dikaz o rodinné dédi¢nosti rakoviny prsu publikoval uz v roce 1866
francouzsky chirurg Paul Broca. Sledoval pfi¢iny umrti 38 c¢lenli manzelCiny rodiny
vV pribéhu péti generaci mezi lety 1788 az 1856. Deset z24 Zen v této rodiné zemfielo
na rakovinu prsu. Tato zprava byla prvnim vypovidajicim diitkazem o hereditarnim karcinomu

prsu spole¢né s rakovinou gastrointestinalniho traktu a ¢aste¢né i s rakovinou kolorekta.(21)

Odhaduje se, ze 5 — 10 % nadorl prsu nebo vajecnikll je dédicného plivodu. Asi v 80 %
ptipadi je pfi¢ina v zarodeéné mutaci genu BRCA1 nebo BRCAZ2. Jejich dédic¢nost je
autozomaln¢ dominantni, to znamena, ze je zde 50% riziko pienosu mutace z rodict

na déti.(3,29)

U nosi¢ek mutace v genech BRCA1 a BRCA2 vznika celozivotni riziko karcinomu prsu
a ovarii od 40 do 85 % (pro BRCAI1 az 60 %, pro BRCA2 10-20 %). Do 40 let veéku
onemocni 19 % nosi¢ek mutace genu BRCA1 a 12 % nosi¢ek genu BRCA2. Do véku 80 let
se objevi nador prsu aZz u 87 % Zen a nador vajecniki az u 40-60 % Zen S mutaci
BRCA1.(3,30) U muzu je celozivotni riziko karcinomu prsu s mutaci v BRCA2 genu 6 %, to
znamena 100x vys$i nez u normalni zdravé populace, zvySuje se i celozivotni riziko rakoviny
prostaty na 14-26 % (7) a spole¢né s dalsi mutaci v genu BRCAL na 3 % (50x zvySené
riziko). U nosici téchto mutaci mize byt zvySené riziko i pro jiné malignity, patii mezi né
nadory vejcovodl, délohy, délozniho c¢ipku, kolorekta, zaludku, slinivky, Zluéniku

a zlucovych cest a maligni melanomy.(3,30)

Dédiéné formy nadora se vyznacéuji rychlym rdstem a mladym v€kem pacientek, zhruba
0 7 — 10 let dtive nez je median vyskytu nadorového onemocnéni dané populace.(30) Dale
jsou také Casto typické horsi viditelnosti pti mamografickém vySetfeni a vysokou proliferacni
schopnosti.(20) Z histologického hlediska se Casto vyskytuje v souvislosti s mutacemi genu
BRCAI1 medularni karcinom prsu, ostatni histotypy jsou zastoupeny ve stejné miie jako
u sporadickych nadorti. Nadory byvaji oboustranné¢ a multifokalni. V histologii nadort

vajecnikli jsou Vv souvislosti s pritomnosti mutaci v genech BRCA1 a 2 nejcastéji popisovany
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karcinomy serozni, epitelidlni a nadory z jasnych bunck. Stupné diferencovanosti a rozsah

nadoru (grading a staging) jsou stejné jako u skupiny sporadickych nadoru. (3)

1.7 Incidence a mortalita

Podle statistické roCenky, kterou vydava Ministerstvo zdravotnictvi je maligni karcinom
prsu nejéast&j$im zhoubnym onemocnénim Zen v Ceské republice. Piiblizné kazda desata
7ena u nas onemocni bdhem svého Zivota nadorem prsu. Podle Ustavu zdravotnickych
informaci a statistiky CR onemocnélo vroce 2011 rakovinou prsu 51 muzd, to je
1 na 100 000 muzu. Nov¢ diagnostikovanych nadort prsu u zen v roce 2011 bylo 6620, to
znamena 123,9 ptipadd na 100 000 zen. Incidence vyskytu karcinomu prsu ma tendence
stoupat.(URL3) Pocet umrti na zhoubné nadory prsu na 100 000 obyvatel za rok (mortalita)
naopak v dnesni dobé alespoit mirné¢ klesa. Z toho lze usoudit, ze se zlepSuji preventivni

a 1é¢ebné moznosti.(URL2)

Nadory vajecnikli a vejcovodii zastupuji asi 15 % vSech malignich novotvari u Zen
a Ceska republika je v incidenci t&chto nadorti na 4. misté v Evropé. Ustav zdravotnickych
informaci a statistiky CR udava absolutni poéet 1080 nové diagnostikovanych Zen v roce
2011, to je 20,2 na 100 000 Zzen.(URL3) Mortalita je vSak na tento typ rakoviny pomérné
vysoka (15 zemtelych na 100 000 Zen za rok).(URLT)

Casovy vyvoj incidence a mortality zhoubného nadoru prsu a vaje¢niki udavam v piloze
v tabulkach 1 a 2.
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1.8 Indikace k vySetifeni DNA

Genetickému vySetfeni pfedchazi vzdy konzultace s klinickym genetikem, ktery vysvétli
pacientovi problematiku hereditarnich karcinoml, moznosti a omezeni DNA vySetfeni
a nasledné mozné kroky v piipadé nalezeni mutace.(40) Sestavi nejméné tiigeneracni
rodokmen, ovéfi genealogické udaje, diagndzu pacienta i dalSich piibuznych.(15) Genetické
vysetieni se provadi od 18 let a nezbytny je 1 informovany souhlas pacienta s genetickym

laboratornim vysetienim.(40)

Molekularné genetické vySetfeni genit BRCA1 a BRCA2 je indikovdno na zakladé

kritérii rozdélenych podle forem nadorového onemocnéni do dvou skupin:

18.1 Familiarni formy

Podminkou jsou alesponn tfi piimi pfibuzni (v€etné pacienta) s karcinomem
prsu/vajecnikti bez ohledu na jejich vék. Nebo 2 piibuzni prvniho stupné s ca prsu/vajecnikd,

zZ nichz alespon jeden byl diagnostikovan pod 50 let véku. (40)

1.8.2 Sporadické formy

Zde je podminkou bilaterarni nador prsu nebo vaje¢niku s prvni diagnézou pod 50 let
nebo samotny vyskyt karcinomu prsu nebo vaje¢niku s diagndézou pod 40 let, medularni
a atypicky ca prsu nebo triple negativni ca (chemorezistentni pro cilenou lécbu, nador
neobsahuje zadny z estrogenovych, progesteronovych receptorti) ve véku do 50 let. Stejné

podminky plati i pro muze s karcinomem prsu.(40)
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1.9 Moznosti prevence a profylaxe

V piipad¢é nalezeni mutace jsou zde pro pacientky mozna profylakticka opatieni, ktera
zahrnuji celkové dispenzarni sledovani, chemoprevenci a chirurgické vykony.

Doporucuje se naptiklad samovySetteni prst jednou mésicné od 18 let, celkové vySetieni
onkologem od 25 let, nuklearni magneticka resonance (NMR) a ultrazvukové vysetieni prsi
jedenkrat rocn€ od 25 let, mamografie jedenkrat rocn¢ od 30 let. Je mozné i ultrazvukové
vySetieni bricha jednou rocné, gynekologické vysetfeni 2krat ro¢né, kolonoskopie
a gastroskopie jednou za tfi roky od 45 let atd.

Dalsi mozZnosti z hlediska prevence je také vySetfovani onkomarkeru CA125 a prevence
souvisejici s pisobenim BRCA gent i1 na jiné malignity, naptiklad v ptipad¢ karcinomu
tlustého stfeva test na okultni krvaceni rocné od 40 let a kolonoskopie.(30)

V chirurgické profylaxi se doporucuje mastektomie, tou se mysli odstranéni jednoho
¢i obou prst, kdy neni mozné vyloudit pozdé¢jsi riziko vzniku karcinomu v druhém prsu,
po které vzdy nasleduje i rekonstrukce odstranénych prst.(4) Bilateralni profylakticka
adnexektomie (odstranéni vajecnika i s vejcovody) by se méla provadét nejlépe ve veéku 35-40
let u nosi¢ek mutace. V chemoprevenci je schvéaleno poddvani tamoxifenu a raloxifenu
po dobu 5 let od 40 let, zvlasté pro nositele mutace BRCA2 genu. V Ceské republice tato
prevence vSak neni doporucCovana. Je potieba zvazit s oSetfujicim lékefem — onkologem

vSechna pro a proti vzhledem Kk negativnim uc¢inkdm Iéki na lidsky organismus.(30)

1.10 Laboratorni praxe a pouzivané metody detekce

Organizace EMQN (European Molecular Genetics Quality Network) doporucuje jako
material pro mutac¢ni analyzu BRCA gent genomickou DNA izolovanou z periferni krve, ale
nevylucuje i pouziti jiného biologického materialu.(6) Strategie vySetfeni je nasledujici:
kompletni mutac¢ni analyza by méla byt provedena u postiZeného jedince a detekovand mutace
by méla byt néasledné potvrzena z nového vzorku DNA. Spolec¢nost lékaiské genetiky

nedoporucuje pro diagnostické ucely pouze cilené testovani jednotlivych mutaci k vylouc¢eni
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rizika onemocnéni, ale celogenové sekvenovani geni BRCA1 i BRCA2. V bézné praxi se
nejprve testuje nékolik nejcastéjSich mutaci (5-6 mutaci) vyskytujicich se v dané populaci
a pokud neni nalezena kauzalni patogenni mutace, piistupuje se vzdy k sekvenaci celych gent
BRCAL i BRCA 2.(URLS6)

Pokud i ptes vysokou pravdépodobnost pfitomnosti patogenni mutace pomoci citlivych
metod screeningu nebyla u jedince mutace nalezena, méla by se zvazit moznost sporadického
vyskytu. Jedna se o pfipady tzv. fenokopii, kdy u 24 % Zen s narodem prsu neni pfitomna
mutace BRCA1/2, piestoze pochazeji z rodin s prokazanou BRCA1/2 mutaci. (6,12)

Vybér metody detekce zalezi na vice faktorech, jako jsou preference pro vySetieni
v urcité geografické oblasti a na moznostech vybaveni laboratofe, neni tak mozné doporucit
jen jednu techniku.

VZzdy je vhodné provést kompletni analyzu kdédujicich sekvenci véetné mist sestfihu obou
geni BRCA vzhledem k velké fadé detekovanych mutaci.(6)

Kazda takto detekovana mutace by méla byt na zavér stanovena sekvenovanim a ovétena
na DNA izolované z nového vzorku. Pokud se pfitomnost patogenni mutace nepotvrdi, neni
mozné nabizet prediktivni testovani piibuznych. Ve vysledkové zpravé musi byt uvedeno
fadné vysvétleni vyznamu nalezené mutace.(6)

Nize uvadim nejvyuzivanéjs$i metody detekce podle EMQN.

1.10.1 PCR

Zakladem pro vétSinu nasledujicich technik je polymerazova fetézova reakce, metoda,
ktera umoziiuje amplifikaci (tj. zmnoZeni) specifického Useku DNA, pficemz vyuziva
zakladnich principt replikace nukleovych kyselin. Princip metody spoc¢ivd v mnohonasobné
syntéze komplementarniho fetézce pomoci piislusné DNA polymerazy, a to v rdmci sekvence
ohrani¢ené na zacatku a na konci kratkymi syntetickymi oligonukleotidy (ssDNA,15— 30 b),
tzv. primery, které jsou odvozeny od dané sekvence. Zjedné molekuly templatu

(jednotetézcové DNA) je teoreticky mozné ziskat 2" kopii konkrétni sekvence pii n cyklech.
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Vizualizace amplifikovaného PCR produktu obvykle probihd s vyuzitim gelové elektroforézy.
PCR umoznuje detekovat riazné typy mutaci, které jsou spojovany S vysSim rizikem vzniku
karcinomu.

PCR, obvykle ve spojeni s dalsimi molekularné-biologickymi technikami napt. RFLP,
HRM analyza, sekvenovani, umoziuje cilené i necilen¢ detekovat riizné typy mutaci spojené
s vysSim rizikem vzniku naddoru a poméha tak zlepSit preventivni screeningové programy
nadorovych onemocnéni ¢i podrobnéji charakterizovat typ nadoru pro néslednou volbu

ucinngjsi terapie. (18)

1.10.2 Primé sekvenovani

Jako zlaty standard sekvenovani je casto uvadéna Sangerova metoda sekvenovani,
protoze poskytuje informace o pfimém fazeni nukleotidi. Zakladem této metody je sekvenace
prostiednictvim detekce prodluzujiciho se vldkna DNA. K ukonceni vldkna se vyuziva
dideoxynukleotid (ddNTP). Jedna se o nejcastéji pouzivanou sekvenacni technologii
zalozenou na elektroforéze.(6) Automatizace této technologie vyuZzivajici kapilarni
elektroforézu pro 96 vzorkd umoznila osekvenovat 500 kb za den.(19) Ptimé sekvenovani
celych gentl je pracné a casové velice narocné, neni ekonomicky nékladné jako nové ptistupy

detekce. Pro prikaz ¢i verifikaci konkrétnich mutaci se pouziva zcela béZné.

1.10.3 Sekvenovani nové generace

V soucastnosti je tendence nahradit Sangerovo sekvenovani modernimi metodami
zalozenymi na paralelnim sekvenovani celych gen popf. i genoml v pomérné kratkém
casovém useku.(6) Sekvenatory druhé generace (NGS, next generation sequencing) umoziuji
masivni paralelni sekvenovani az tisich molekul DNA soucasné. Tato technologie vyrazné

snizuje dobu nezbytnou k ptecteni dlouhych sekvenci DNA.
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Dnes na trhu prevladaji tfi platformy NGS sekvenatord: Roche 454 Genome Sequencer,
Illumina Genome Analyzer a Life Technologies SOLID System. a ackoli vSechny dostupné
technologie vyuzivaji rozdilnou chemii, maji spolecné nékteré kroky: a) pfiprava templatu
neboli vytvoreni knihovny amplikont, b) vlastni sekvenovani a ¢) analyza dat.(46)

Principialné je mozné NGS technologie rozd¢lit do dvou zékladnich kategorii. Prvni
skupinou jsou technologie zaloZzené na PCR amplifikaci templatu (PCR-based technologies)
a druhou predstavuji technologie vyuzivajici tzv. single-molecule sequencing, tzn., Ze
nedochazi k amplifika¢nimu kroku pied vlastni sekvenaci.(37) Praktické zavedeni NGS
sekvenovani do laboratofi vyzaduje financné velice ndkladné specifické pfistrojové vybaveni
a spotfebni material. Vyhodou oproti pfimému sekvenovani je velika ¢asova tspora, kdy jsou
vysledky znamy béhem néckolika dnl a ne tydnli ¢i mésich, jako v pfipadé¢ Sangerova

sekvenovani. Naklady na jeden vzorek jsou bohuZel stale relativné vysoké.

1.104 DHPLC

Denaturaéni vysokotéinna kapalinova chromatografie je metoda chromatografie zalozena
na detekci heteroduplexni dsDNA a je urcena pro detekci substituci bazi, malych deleci nebo
inzerci v DNA. Diky své vysoké citlivosti, specifi¢nosti, rychlosti a vysokému rozliSeni
Vhodna pro nalezeni polymorfismii v DNA s vyjimkou velkych genovych ptestaveb. PCR
fragmenty jsou od sebe oddéleny pomoci chromatografie iontovych parti a reverzni faze
kapalinové chromatografie na koloné se specidlni matrici (stacionarni faze) s pouzitim
Castecné tepelné denaturace a zvysujici se koncentrace acetonitrilu (mobilni faze).

Hodnoti se vysledny chromatogram, pokud je nalezena zména v sekvenci, je u daného

fragmentu sekvenovanim prokazana ptitomnost dané zmény.(6)
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1.10.5 Dalsi metody vyuZivajici rozdilné pohyblivosti fragmenti

Mezi dal$i moznosti detekce mutaci zaloZené na rozdilné pohyblivosti fragmenti patii
metody jako confirmation — sensitive gel electrophoresis (CSGE), heteroduplex analyza (HA),
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) a metody vyvinuté z téchto technik jako
na fluorescenci zalozenda CSGE (F-CSGE). Plivodné se pro detekci fragmentd pouzivaly
polyakrylamidové gely a pozdé€ji byly metody upraveny pro kapilarni elektroforézy.
Po optimalizaci nabizeji tyto metody vybornou citlivost, maji schopnost detekovat vSechny
typy drobnych mutaci a jsou nizkonakladovou alternativou pro DHPLC metodu. Dnes jsou

tyto metody ale postupné nahrazovany mén¢ pracnymi a G¢innéj§imi postupy. (18)

1.10.6  HRM analyza

V pripad¢ kvalitativnich analyz se velmi ¢asto pouziva vysokorozliSovaci analyza kiivek
tani tzv. HRM (high resolution melting) analyza. Ta byla vyvinuta pro detekci
jednonukleotidovych polymorfismt (SNP) a jako prvni pouzita pro genotypizaci.(44)

V principu je tato metoda zaloZena na heteroduplexni analyze, v ramci které jsou
detekovany rozdily v teplotach tani PCR disociacnich kiivek.

DNA se pii zvySujici se teplot¢ méni z dSDNA na ssDNA. Pfitomnost heterozygotni
mutace V jednofetézcové molekule DNA zpiisobuje vyskyt nekomplementarnich bazi. Tim se
molekula stavd méné teplotné stabilni. Se vzrustajici teplotou a tdnim dsDNA se uvolnuje
fluorescenéni barvivo, jehoz intenzita je pristrojové detekovana.(6)

Kromé stanoveni rozdild v analyzovanych sekvencich, pfedevSim pfitomnosti
specifickych mutaci, lze HRM pouZit i k detekci metylaci. Typickym piikladem vyuziti HRM

v onkologii je diagnostika hereditarnich nadorovych syndromt.(18)
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1.10.7 MLPA

Pro detekci vétsich genomovych piestaveb je mozné pouzit techniku MLPA (multiplex
ligation-dependent probe amplification). Vyhodou MLPA je ¢asova hospodarnost, snadné
pouziti a nevelké naroky na mnozstvi DNA, ale vysoké naroky na jeji kvalitu. Technika je
zalozena na klasické PCR reakci, v jednom procesu amplifikace je soucasné vySetiovano
az 45 specifickych sekvenci ziskanych hybridizaci sond zacilenych na konkrétni useky
genomu testované DNA za pouziti stejného paru primeru. Nejprve se tedy na cilovou
sekvenci DNA navazuji specifické oligonukleotidové sondy, které hybridizuji tésné vedle
sebe a na jejich konci je vzdy stejny par primerd, ktery s lidskou DNA neni homologni.
Po hybridizaci na cilové misto jsou oligonukleotidy spojeny ligaci a ndsledné amplifikovany
vramci PCR. Nakonec jsou produkty amplifikace rozdéleny a detekovany kapilarni

elektroforézou na zakladné jejich rizné délky.(6,43)

1.108 PTT

Technika PTT (protein truncation test) je uréena pouze na detekci mutaci, které vedou
k ptedcasnému ukonceni syntézy proteint. PTT je nejvhodnéjsi pro screening velkych exonti
v BRCAI a 2, protoZe je vyzadovan fragment o délce alesponi 1000 bp pro optimalni
rozliSeni. Tato metoda se sklada z kombinace in vitro transkripce a translace. Detekce
translatovaného proteinu probiha za pouziti elektroforézy na polyakrylamidovém gelu.

Vzhledem k velkému poctu nezafazenych variant v exonu 11 u obou genu BRCA, je
vyhodou pouziti PTT, ktery detekuje pouze patogenni mutace. Nevyhodou je vSak to, ze se
jednd o mnohastupiiovy proces, ¢imz se zvySuje riziko zdmény vzorkl nebo

kontaminace.(6,37)
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1.10.9  Dalsi metody pro testovani konkrétni mutace

Technik pro testovani konkrétni mutace v daném misté genu je velké mnozstvi. Patii
mezi né restrikéni analyza real-time PCR, PCR ARMS (amplification-refractory mutation

systém) atd.(6)

1.11  Vyskyt mutaci BRCA1 a BRCA2 v Ceské republice

Podle studie Ramiinase Janaviciuse (2010), ktery se zaméfil na shrnuti soucasnych
znalosti 0 rozmanitosti zakladatelskych mutaci BRCAL a 2 v Evropské populaci, je na tizemi
Ceské republiky evidentni silny slovansky zakladatelsky efekt. N&kolik nedavnych studii uz
shrnulo dilkkazy o tom, ze urcité¢ zemé a etnické komunity maji urcité spektrum BRCA1/2
zakladatelskych mutaci.(8,9,27,34) Zakladatelsky efekt je nejvice viditelny v geograficky,
kulturné¢ a nabozensky izolovanych populacich, které prosly vyraznym naristem populace
z malého poctu predkl. Diky tomu Se Vv této populaci s nizkou genetickou rozmanitosti staly

nékteré alely frekventovanéjsi.(36)

Genetické testovani a poradenstvi pro vysoko-rizikové pacienty v Ceské republice zacalo
vroce 1997. Zpocatku se testovani ucastnila dvé centra - Masarykliv onkologicky ustav
vBrmé a Vseobecna fakultni nemocnice s 1. lékaiskou fakultou Univerzity Karlovy
v Praze.(10)

V roce 2001 Machackova et al. publikovala studii o novych zarodeénych mutacich
v Ceské republice identifikovanych ve skuping 100 rizikovych rodin s vyskytem rakoviny
prsu nebo prsu a vajecnikli, ve které uvadi ,frame-shift“ mutace 3761 3762delAG
a 2616 2617ins10 vexonu 11 genu BRCAl a vgenu BRCA2 to byly mutace
5073_5074delCT a 6866delC v exonu 11. Pouzila pfi tom metody neradioaktivniho PTT,

heteroduplexni analyzy (HA) a pfimého sekvenovani.(24)
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Dalsi studie zamétujici se tentokrat na kompletni analyzu kodujicich sekvenci gent
BRCAL/2, kterou vydala Foretova et al. vroce 2004, se tykala 197 pacienti s rakovinou
prsu/vaje¢niku z vysoce rizikovych rodin a u 53 pacientt se sporadickym vyskytem rakoviny.
Tato analyza vyuzivajici neradioaktivni PTT pro exony 11 genu BRCAL a exony 10 a 11
genu BRCA2, heteroduplex analyzu pro zbyvajici exony a ovéfeni pozitivniho vysledku
pomoci pfimého sekvenovani, ukdzala tfi nejcCastéji nalézané mutace v genu BRCA1
€.5266dupC, ¢.3700 3704del5 a ¢.181T>G a vgenu BRCA2 to byly dvé mutace
c.7910 7914del5 a ¢.8537 8538del2. Mimo Siroké spektrum dalSich detekovanych mutaci,
byly objeveny i ¢tyfi nové mutace — €.2762delA v BRCAL a ¢.6449 6450del2, ¢.6754dupT,
€.8169 8172dup4 v genu BRCA2.(11)

Muta¢ni analyza provedena ve studii Polreicha v roce 2005 u 96 rodin s opakujicim se
vyskytem rakoviny prsu a/nebo rakoviny vajecnikii a u 55 Zen, které byly povazovany
za vysoce rizikové, detekovala celkem 44 patogennich mutaci. Jednalo se o pacientky zijici
Vv Praze a Stfednich Cechach, majici ¢eské predky. Vysledky prokazaly v genu BRCA1 ti
nejcastéji se opakujici mutace (71,4 % - 25 rekurentnich mutaci u 35 Zen), prvni z nich byla
mutace ¢.5266dupC, ktera tvofila 51,4 % ze vSech nalezenych mutaci v genu BRCA1. Mutace
€.3700_3704del5 byla druhou nejcastéjsi mutaci v genu BRCAL (11,4 %). V 8,6 % to byla
mutace ¢.181T>G (300T>G). Zmény v genu BRCA2 byly spise ojedinélé nez opakujici se.
Jedinou rekurentni mutaci byla mutace ¢.5763dupT. Pro analyzu mutaci zde byla pouZzita

kombinace metod PTT (protein truncation test) a pifimého DNA sekvenovani.(33)

Studie Machackové et al. zroku 2008 identifikovala 44 mutaci v genu BRCAL a 41
mutaci v genu BRCAZ2 ve 294 nepiibuznych rodinach. Tti zakladatelské mutace v BRCA1
€.5266dupC, ¢.3700_3704del5, p.Cys61Gly (podle BIC databaze: 5382insC, 3819dels5,
300T>G) a dvé zakladatelské mutace v genu BRCA2 ¢.7913 7917del5, ¢.8537_8538del2
(podle BIC databaze: 8141del5, 8765delAG) predstavovaly 52 % vSech detekovanych mutaci
mezi Ceskymi jedinci s vysokym rizikem onemocnéni. Metody vyuzité pro tuto analyzu byly

PTT pro exon 11 genu BRCALI a pro exon 10 a 11 genu BRCA2. Zbylé exony a mista
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sestfihu (splice sites) byly detekovany heteroduplexni analyzou (HA). Pro domnéld mista

sestiihu byla pouzita cDNA analyza.(22)

Rozdilny zptisob testovani oproti uvedenym pouzila Vasickova et al. (2007). V ramci
jejich studie byla snaha prozkoumat velka intragenova pteskupeni v genu BRCA1 pomoci
metody MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) u 172 nepiibuznych
pacientd s hereditarnim karcinomem prsu a/nebo vajeéniki v Ceské republice. Bylo nalezeno
6 raznych velkych pieskupeni v genu BRCAL, které byly potvrzeny a lokalizovany pomoci
long-range PCR (amplifikace dlouhych tsekii DNA), mista zlomu detekovanych pieskupeni
byla charakterizovana pfimym sekvenovanim. Jednalo se o deleci exonu 1A/1B-2; ¢aste¢nou
deleci exonu 11 a 12; deleci exont 18 a 19; deleci exonu 20; exonu 21 a 22 a deleci exonu

5 az 14.(41)

Pokud shrneme vysledky praci zabyvajicich se vyskytem mutaci v genech BRCA1/2
v Ceské republice, pak v genu BRCA1 miZeme povazovat za zakladatelské celkem tfi
mutace: v ¢.181T>G, ¢.3700_3704del5 a ¢.5266dupC, které tvoii piiblizné 9 %, 13 % a 44 %
vSech BRCA1 identifikovanych mutaci.(33,22)

Zakladatelsky efekt mutaci v genu BRCA2 v Ceské republice je ziejmy pro mutace
€.7913 7917del5 a ¢.8537_8538del2, ktery je ovSem cast&jsi na Moravé, kde tyto dvé mutace
tvotily 41,5 % detekovanych mutaci v genu BRCA2, nez v Cechich, kde nebyly nalezeny

vibec. Spektrum mutaci v genu BRCAL je pro ob¢ ¢asti naroda téméf stejné.(10)

Piehled zakladnich vysledkd studii uvadim v tabulce 1.

31



Tabulka 1: Rekurentni a nové objevené mutace detekované v priibéhu let 2001 - 2008 v Ceské

republice

rok BRCA1 exon R/N BRCA2 R/N exon
2001 3761_3762delGA 11 nové 5073_5074delCT nové 11
2616_2617insC 11 nové 6866delC nové 11
2004 ¢.5266dupC 20 rekurentni ¢.7910_7914del5 rekurentni 17
¢.3700_3704del5 11 rekurentni ¢.8537_8538del2 rekurentni 20
c.181T>G 5 rekurentni c.6449_6450del2 nové 11E
c.2881delA 11B nové €.6754dupT nové 11E
c.8169_8172dup4 nové 18
2005 €.5266dupC 20 rekurentni c.5763 nové 11
€.3700_3704del5 11C rekurentni c.3939delC nové 11

c.1817>G 5 rekurentni

c.1747A>T 11 nové

2008 ¢.5266dupC 20 rekurentni ¢.7913_7917del5 rekurentni 17
¢.3700_3704del5 11 rekurentni ¢.8537_8538del2 rekurentni 20

c.181T>G 5 rekurentni

Z Ceskych studii provadénych u Ceskych pacientd, jak jsem shrnula vyse, je ziejmé, ze
mutace ¢.5266dupC je jednou z nejcastéji detekovanych mutaci u nas. Tento nadzor jesté
podporuji data uvedena v Tabulce 2, ktera mi byla poskytnuta panem MUDr. Eduardem
Hajkem, klinickym onkologem z Polikliniky Medipont v Ceskych Budéjovicich. Tato data
neodhalovala jakékoli identifikatory, byla zacernéna jména, rodna ¢isla a dalsi, vSe tedy bylo
absolutné¢ anonymni. VSichni pacienti podepsali informovany souhlas s genetickym
laboratornim vySetfenim. I v malém mnoZstvi poukazala na ndpadnou pievahu mutace
€.5266dupC. Mutace byla detekovana u 8 ze 17 pacientt, tedy téméf u poloviny pacientd
s mutaci. Mutace jako ¢.3700_3704del5 a ¢.181T>G v genu BRCAL1 se zde vyskytuji pouze
jednou.
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Tabulka 2: Souhrn mutaci detekovanych na pracovisti Poliklinika Medipont v Ceskych

Budeéjovicich.
Gen Mutace (podle HGVS) exon pohlavi
BRCA1 €.5266dupC exon 20 muz
BRCA1 €.5266dupC exon 20 Zena
BRCA2 €.8591G>A exon 19 muz
BRCA1 ¢.5266dupC exon 20 Zena
BRCA2 c.8591G>A exon 19 Zena
BRCA1 ¢.5266dupC exon 20 Zena
BRCA1l ¢.3700_3704del5 exon 11 Zena
BRCA1 €.5266dupC exon 20 Zena
BRCA2 c.1296_1297delAG exon 10 Zena
BRCA2 c.1296_1297delAG exon 10 Zena
BRCA1 €.5266dupC exon 20 Zena
BRCA1 ¢.5266dupC exon 20 Zena
BRCA1 ¢.5266dupC exon 20 Zena
BRCA1l c.181T>G exon 5 Zena
BRCA2 c.3847_3848delGT exon 11 Zena
BRCA1 c.315T>A exon 7 Zena
BRCA1 €.2488 2497dup10 exon 11 Zena
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2 Cile prace

e Cilem mé prace je shrnuti soucasnych poznatkd na dané téma.
e Optimalizace metody PCR ARMS pro zjisténi mutace ¢.5266dupC v BRCA1 genu.
e Praktické zvladnuti izolace DNA z periferni krve a bukalniho stéru a zakladnich metod

molekularni biologie jako je metoda PCR, gelova elektroforéza a analyza ziskanych dat.
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3 Metodika

3.1 Izolace DNA

Kazdé PCR reakci a jakékoli jiné molekularné biologické metodé vyzadujici DNA musi
ptedchazet izolace DNA. Izolace DNA je nejéastéji provadéna z lymfocytt periferni krve

nebo bukalniho stéru pacienta.

3.1.1 Bukalni stér

K izolaci genomové DNA z bukalniho stéru poslouzil DNA Isohelix DNA Isolation Kit:
DDK-3/DDK-50 dle doporuceni vyrobce.

Reagencie
Lysis buffer LS
Proteinkinase K
Capture buffer CT
Re-hydration buffer TE
Postup
Pied zacatkem prace Se pro jeden vzorek piipravily tii 1,5 ml mikrozkumavky. Nastavila

se suchd lazen na 60 °C a Proteinkinaza K byla vytazena z mrazaku, aby roztéla pii pokojoveé

teploté.
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Do zkumavky s tamponem s bukalnim stérem se napipetovalo 500ul LS a poté se piidalo
20 ul PK. Zkumavka byla kratce zvortexovana a zcentrifugovana a ulozena na hodinu
do suché lazné pii 60 °C. Po vytazeni opét kratké zvortexovani a zcentrifugovani. Nasledn¢ se
ptepipetovalo 400 ul vzorku do 1,5 ml mikrozkumavky. Tampon se otocil tak, aby byl vzhtiru
nohama a zkumavka se kratce zcentrifugovala. Vznikly supernatant se piepipetoval K jiz
odebranym 400 ul vzorku. Poté se pfidalo 500 ul CT a vSe se vortexovalo a centrifugovalo pti
13 tisicich otackach za minutu po 7 minut. Po centrifugaci se opatrné odebral supernatant
(nesmélo dojit k poruSeni pelety DNA). Zkumavka byla opétovné zcentrifugovana a byl
opatrné odstranén vSechen zbyly supernatant. K pelet¢ DNA se pfidalo 30 — 150 pl TE
(mnozstvi je volitelné), ponechalo se k inkubaci pii pokojové teploté po dobu 5 minut a kratce
se zvortexovalo. Dale se zkumavka centrifugovala po dobu 2 minut pii 13 tis. ot./min
a odebral se supernatant do nové 1,5 ml zkumavky. DNA se archivovalo v mrazicim boxu
s teplotou -20 °C.

3.1.2 PlIna krev

Izolace genomové DNA z pIné krve se provadi pomoci Genomic DNA Mini Kitu dle

piiloZeného protokolu.

Reagencie

96% ethanol

GT Buffer

W1 Buffer

Wash Buffer
Elution Buffer
RBC Lysis Buffer
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Postup

Na zacatku se napipetovalo 300 ul plné krve do oznagené 1,5 ml mikrozkumavky,
pfidano se 900 ul RBC Lysis Buffer a promichalo se ptevracenim v ruce. Takto se smé&s
inkubovala 10 minut pfi pokojové teploté¢ a nasledné se centrifugovala 5 minut pii 3 tis.
ot./min. Byl odstranén supernatant a ponechana peleta. Ta se resuspendovala ptidanim 100 ul
RBC Lysis Bufferu. Ptidalo se 200 pul GB Bufferu, zvortexovalo, kratce sto¢ilo a inkubovalo
se 10 — 15 minut v termostatu pii 60 °C, kdy by mél byt lyzat projasnény. Béhem inkubace se
zkumavka prevracela kazdé 3 minuty. Piidalo se 200 ul 96% ethanolu, vortexovalo 10 s
a centrifugovalo stolni centrifugou. Nasledovalo pfepipetovani lyzatu do mikrozkumavku
na kolonku (GD Column), ktera se vlozila do ¢isté sbérné zkumavky (2 ml Collection Tube)
a centrifugovala se pti 14 — 16 tis. otackach po dobu 5 minut. Po centrifugaci se kolonka
piesunula do nové sbérné zkumavky (a pouzita byla vyhozena). Na kolonku se napipetovalo
400 pul W1 Bufferu a ve sbérné zkumavce centrifugovalo pii 14 — 16 tis. otackach po 30 s.
Ze sbérné zkumavky se odlila tekutina a na kolonku se ptfidalo 600 ul Wash Bufferu a znovu
se centrigovalo pii 14 — 16 tis. otackach/30 s. Ze sbérné zkumavky se znovu odlila tekutina,
vratila se do ni kolonka a takto se material zcentrifugoval pii 14 — 16 tis. otackam po dobu 3
minut. Pokud byla kolonka sucha, pfesunula se do pfipravené 1,5 ml mikrozkumavky a fadné
se oznacila Stitkem (se jménem a piijmenim klienta, LIC vzorku, datum izolace, inicialy toho,
kdo izolaci provedl). Po té se ptimo na filtr kolonky pfidalo 100 pl Elution Bufferu
(vytemperovaného na 60 °C), inkubovalo se nejméné 3 minuty pii pokojové teploté a i se 1,5
ml oznacenou mikrozkumavkou centrifugovalo pii 14 — 16 tis. otackach/30 s. Nakonec se
ulozila do lednice pro pozdgjsi pouziti nebo do mraziciho boxu (-20 °C), ve kterém je DNA

archivovana.
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3.2 Méieni koncentrace a Cistoty DNA (NanoDrop Implen)

V ramci prozkouseni vhodnosti pouziti periferni krve nebo bukalniho stéru pro vySetieni,
jsme koncentraci a ¢istotu v laboratofi dostupnych vzorkit DNA proméfovaly pomoci
pfistroje NanoPhotometer P 360.

Hodnoty koncentrace DNA jsou vyjadiené v ng/ul. Pomér absorbanci pti 260 a 280 nm
by se mél idealné pohybovat mezi 1,8 — 2,0. Toto ¢islo klesa pod hodnotu 2, je-li vzorek
Znecistény bilkovinami, které diky obsahu aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu absorbuji
vice pti 280 nm. Pokud je Cislo vyssi nez 2, znamena to piitomnost RNA. Idedlni vysledek
poméru absorbanci 260/230 se pohybuje okolo 2,0 — 2,2, nizké hodnoty poukazuji
na znecisténi riiznymi organickymi latkami, vysoké spiSe na Spatny postup pii méteni.

Vysledky, které shrnuji v ptiloze €. 3, nedokézaly zasadni rozdil v koncentraci mezi DNA
izolovanou z periferni krve a DNA z bukalniho stéru. Mizeme si ale povSimnout, Ze
primérnd koncentrace DNA bukalniho stéru (72,619 ng/ul) je vyssi nez z periferni krve
(47,738 ng/ul), naproti tomu je tato DNA zasadné vice zneCisténa bilkovinami a dal§imi
organickymi latkami, coz patrn¢ vznika v dasledku zplsobu izolace takové DNA, kdy neni

pouzita kolonkova metoda

3.3 Optimalizace metody PCR ARMS pro mutaci c¢.5266dupC
v BRCA1 genu

Ruska studie (Sokolenko A. P. et al, 2006), ktera k identifikaci mutace c.5266dupC
vyuzila alelové specifickou PCR, byla inspiraci pro na$ vlastni experiment. Z této studie jsme
prevzali zejména sekvence primert a PCR profil, ktery jsme se snazily dale optimalizovat

pro nase ucely.
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3.4 Princip PCR ARMS

PCR ARMS je metoda principialné zalozena na polymerazové fetézové reakci. Metoda
vyuziva tfi specifické primery. Jeden je spoleény pro ob¢ varianty genu, tedy zdravou
1 mutovanou, druhy je specificky pro nemutovanou formu genu (tzv. wild-type allele) a treti
pro mutovanou formu genu (mutated allele). Reakce je zalozena na amplifikaci konkrétniho
useku genomu pomoci téchto primert ve dvou nezavislych reakcich obsahujicich primery
pro mutovanou formu genu a pro nemutovanou formu genu. Samotnd PCR pak probiha
v nékolika cyklech sestavajicich z denaturace, nasednuti primerii a samotné syntézy DNA.
Tyto kroky se cyklicky opakuji, aby byly pivodni molekuly dostate¢né amplifikovany.
Vzniklé produkty jsou detekovany pomoci gelové elektroforézy a vizualizovany pomoci

ptislusného detekcniho systému.

V nasem piipadé€, kdy pouzijeme metodu PCR ARMS pro vysetfeni mutace ¢.5266dupC
dle Sokolenko et al. 2006, ma vysledny PCR produkt velikost 168 bp. V ptipad¢ zdravého
jedince je zietelny PCR produkt pouze v reakci s primerem pro wild-type alelu. U jedince
s mutaci v heterozygotni formé je na gelu mozné vidét produkty jak v reakci s primerem
pro wild-type alelu, tak i vreakci pro mutovanou alelu (obr. 2). V piipadé mutace
v homozygotni formé¢ by byl PCR produkt detekovan pouze ve zkumavce s primery

pro mutovanou formu genu.

Obrdazek 2: Vysledek PCR ARMS pro mutaci c.5266dupC na elektroforetickém gelu

BRCA1
168bp

Primers: wt mut wit mut

Zdroj: Sokolenko, 2006
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34.1 Mutace ¢.5266dupC

Mutace ¢.5266dupC (podle tradicni BIC nomenklatury ¢.5382insC) je jednou
Z nejcastéjsich zakladatelskych mutaci detekovanych nejen v populaci Askendzskych zida ale
I Vv celosvétovém méfitku. V disledku st€éhovani jejich lidu na jind mista Evropy, je tato
mutace identifikovana i v nékolika jinych zemich jako Rusko, Polsko, Ceska republika
a Litva, kde ¢itaji 90 %, 60 %, 33 % a 50 % vyskytujicich se mutaci. (9)

Tato mutace zptsobuje tzv. posun cteciho ramce, coz ma za nésledek vznik predcasného
stop kodonu v exonu 24 (posledni exon genu), vysledkem je vznik nefunkéniho proteinu (tzv.

truncated mutation). (17)

3.4.2 PCR Mixy a priprava reakénich smési

V ramci experimentalni faze jsme otestovali PCR reakéni mixy od tfech rtznych
vyrobcl, které obsahovaly rizny pomér slozek. Patii do nich enzym Taq DNA polymeréaza
izolovany z bakterie Thermus Aquaticus, reak¢ni pufr, ANTP, hofe¢naté ionty ve formé MgCl,
a aditiva zabrafujici inhibici PCR reakce a dalSi stabilizatory a enhancery. Presné sloZeni

reagencii vyrobci z pochopitelnych diivodi neuvadéji.

1. MyTaq"™ Red DNA Polymerase (Bioline)

Reakéni smés pro jednu reakci o celkovém objemu 50 pl obsahovala 10 pl 5x MyTaq
Red Reaction Buffer 300-400 nM od kazdého z primert, 1-2,5 U MyTaq Red DNA
Polymerase, vstupni mnozstvi DNA do reakce se pohybovalo od 49 — 199,5 ng a reakce se

doplnila do objemu 50 pl deionizovanou vodou (ddH0).

2. gb Basic PCR Master Mix (Generi Biotech)

Reakéni smés o celkovém objemu 20 pl pro jednu reakci obsahovala 10 pl gb Basic PCR
Master Mixu, 300-400 nM kazdého primeru, podle mnozstvi DNA (v pl) obsahovala reakce
od 49 — 199,5 ng templatu a doplnila se do kone¢ného objemu 20 ul ddH,0.
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3. HotStartTag DNA Polymerase (Quiagen)

Reakéni smés pro jednu reakci obsahovala 12,5 pl HotStart Master mix, 300-400 nM
kazdého primeru, podle mnozstvi DNA (v ul) templatové obsahovala reakce od 49 — 199,5
ng/ul,a doplnila se do kone¢ného objemu 20 pl ddH,0.

3.4.3 Sekvence pouzitych primeri

Primer pro wild-type alelu je specificky pro zdravé jedince. Primer pro mutovanou alelu

pro jedince s mutaci a common primer je spoleény pro ob¢ reakce.

wild-type alela 5’- AAGCGAGCAAGAGAATTCCAG-3’

mutovana alela 5'- AGCGAGCAAGAGAATTCCCA-3’

common primer 5’- AGAACCTGTGTGAAAGTATCTAGCACTG-3’

Ptiprava reakéni smési pro PCR probihala vzdy ve sterilnich podminkach laminarniho
boxu vV jednorazovych rukavicich, pro znemoznéni kontaminace vzorkll i pouzitych
chemikalii a za pouziti chladiciho stojanku i v ptipadé pouziti Hot- Star polymerazovych kiti.
Samotnd amplifikace fragmenti DNA probihala v gradientovém termocykleru Multigene
Labnet Internacional (Labnet), ktery umoznuje pouziti nékolika riznych teplot napt. pro

nasednuti primerQ v ramci jednoho béhu.
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3.4.4  Vychozi teplotni profil reakce

Pocatecni denaturace 5 min 95 °C
Denaturace 35s 95 °C
Annealing 60 s 65 °C 35 cykl{
Extenze 60 s 72 °C
Zavérelna extenze 5 min 72 °C
Hold - chlazeni 14 °C

Pti pokusech optimalizovat metodu jsme vyuZzivaly tfi mozné PCR Mixy, ménily teplotu
annealingu a pfiddvaly DMSO (dimenthylsulfoxid), aditivum omezujici vznik nezadoucich

produkti.

3.4.5 Priprava a provedeni gelové elektroforézy

Reagencie

Crystal 10xTBE Buffer — prasek

10x TBE — roztok ptipraveny z Crystal 10xTBE Buffer dle doporuceni vyrobce
Pracovni roztok 1x TBE

Agar6zove tablety™ (1 tableta=0,5 g ararozy)

Midori Green Advanced DNA Stain*

100 bp DNA LADDER H3RTU*

DNA Loading Buffer Blue

* takto oznaCené reagencie jsou soucasti kitu: FastGene®Electrophoresis Reagent Kit
(dodéava Elisabeth Pharmacon)
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Postup

Pro potieby elektroforézy bylo nutné nejprve ptipravit pracovni roztok 1x TBE. Vyména

TBE pufru v elektroforetické vané je provadéna 1x za 14 dni.

Ptislusny pocet agar6zovych tablet se vlozil do plastové kadinky o celkovém objemu
minimaln¢ 100 ml (1 tableta/50 ml = 1% gel, 2 tablety/50 ml = 2% gel, atd.). Ptidalo se 50
ml/100 ml 1x TBE pufru (maly gel/velky gel). Tablety se nechaly uplné rozpustit a kadinka se
vlozila do mikrovinné trouby. Zahtala se (maximalni ohiev/3 min) minimalné¢ dvakrat.
Kontrolovalo se, aby gel nevytekl a agardza se Gplné rozpustila. Pfidalo se 6 ul barvy Midori
Green Advanced DNA Stain a promichalo se a nechalo kratce zchladnout. Pfipravila se
elektroforetickd podlozka pro nalévani gelu a pfislusné hiebeny. Gel se nalil
do elektroforetické podlozky a vlozily se hiebeny. Gel se nechal ztuhnout ve tmé po dobu 10
— 15 minut. Z tuhého gelu se vyjmuly hiebeny a gel se vlozil do elektroforetické vany
S dostateénym mnozstvim 1x TBE pufru tak, aby hladina pufru byla nejméné¢ 3 mm nad
gelem.

Do prvni nebo posledni jamky se napipetovalo 5 pul markeru 100 bp DNA LADDER
H3RTU (Obr. 3).

Elektroforéza se spusti na 10 — 15 minut pfi 100 — 135 V. Pribéh elektroforézy je mozné
sledovat pomoci specialniho iluminatoru Mupid™ LED Hluminator diky pouZité barvé
Midori Green Advance DNA Stain.

Foceni gelu je umoznéno pomoci detekéniho systému FastGene® GelPic LED Box.
Princip elektroforézy

Elektroforéza provadi separaci, identifikaci a purifikaci nukleovych kyselin na zakladé
jejich rozdilné pohyblivosti ve stejnosmeérném elektrickém poli. Nukleové kyseliny maji

jednotny zaporny ndboj a tak je jejich elektroforetickd mobilita zavislda na jejich délce

a konformaci. (46)
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Obrazek 3: 100 bp DNA LADDER H3RTU

DNA Mass Base Pairs

(ng/5ul)
40 — 3,000
70 — 1,500
50 — 1,000
40 — 900
40 — 800
30 — 700
30 — 600
90 — 500
40 — 400
320 — 300
40 — 200
40 — 100

1.5 % TAE agarose gel

Zdroj: http://www.nippongenetics.eu/
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4 Vysledky

1. Reakce s PCR mixem MyTaq Red DNA Polymerase bez DMSO, kdy byl zachovan
puvodni protokol ze studie Sokolenko et al. 2006.

Teplota annealingu: 65 °C

Pouziti DMSO: NE

Koncentrace primerd 400nM

Vstupni mnozstvi DNA: Pouzita byla DNA zdravého jedince izolovana z periferni krve (Z,
vstupni mnozstvi DNA 99,75 ng) a izolat DNA jedince s mutaci ¢.5266dupC (M, vstupni
mnozstvi DNA 30 ng).

Poradi vzorku na gelu:

1 - DNA Ladder

2 - zdrava DNA s primerem pro wild type alelu (Z+wt)

3 - zdrava DNA s primerem pro mutovanou alelu (Z+m)

4 - mutovana DNA s primerem pro wild type alelu (M+wt)

5 - mutovana DNA s primerem pro mutovanou alelu (M+m)
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2. Reakce s PCR mixem MyTaq Red DNA Polymerase s DMSO

Teploty annealingu: 55 °C; 57,5 °C; 60 °C

Pouziti DMSO: 5%

Koncentrace primert: 400 nM

Na gelu jsou zobrazeny pouze vysledky s primerem pro wild type alelu.

Pouzita byla DNA z periferni krve zdravého jedince (Z - 99,75 ng) a jedince s prokazanou
mutaci ¢.5266dupC (M — 30 ng).

Poradi vzorki na gelu: 1 — Z+wt pti 55 °C, 2 — M+wt pii 55°C, 3 — Z+wt pti 57,5 °C, 4 —
M+wt pti 57,5°C, 5 — Z+wt pii 60°C, 6 — M+wt pti 60°C

3. Reakce s PCR mixem MyTaq Red DNA polymerase s DMSO
Teploty annealingu: 61 °C, 63 °C, 65 °C

Pouziti DMSO: 5 %

Koncentrace primerti: 400 nM

Pouzita byla DNA z periferni krve zdravého jedince (Z - 199,5 ng) a jedince s mutaci (M - 60

500 b
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Potadi vzorki na gelu: 1 — DNA ladder, 2 — Z+wt pii 61 °C, 3 - Z+wt pti 63 °C, 4 — Z+wt pfi
65 °C, 5 — M+m pii 60°C 6 - M+m pii 63 °C, 7 — M+m pfi 65 °C

4. Reakce se tifemi PCR mixy — MyTaq Red DNA polymerase, gb Basic PCR Master
mix, HotStartTaq DNA Polymerase bez DMSO

Teplota annealingu: 64 °C

Pouziti DMSO: NE

Koncentrace primert: 400 nM

Pouzita byla pouze DNA z periferni krve zdravého jedince (199,5 ng).

Potadi vzorki na gelu: 1 — DNA Ladder, 2 — Z+wt s MyTaq, 3 — Z+m s MyTaq, 4 — Z+wt
s gb Basic, 5 - Z+m s gb Basic, 6 — Z+wt s HotStarTaqg, 7 — Z+m s HotStartTaq

5. Reakce s PCR mixem gb Basic PCR Master mix bez DMSO
Teplota annealingu: 60 °C

Pouziti DMSO: NE

Koncentrace primert: 300 nM

Pouzita byla DNA jedince s mutaci (60 ng)

Potadi vzorkt na gelu: 1- DNA Ladder, 2 — M+wt, 3 — M+m
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6. Reakce s PCR mixem gb Basic PCR Master mix s DMSO a bez DMSO

Teplota annealingu: 64 °C

Pouziti DMSO: 2 — 5 5%, 6 — 9 NE

Koncentrace primer:300 nM

Pouzita byla zdrava kontrola (Z - 133 ng) izolovana z periferni krve a mutovana DNA (M —
40ng).

1 2 3 4 5 6 T 8 9

v WY o &2

Potadi vzorkt na gelu: 1 — DNA Ladder, 2 — Z+wt s DMSO, 3 — Z+m s DMSO, 4 — M+wt
s DMSO, 5 — M+m s DMSO, 6 — Z+wt bez DMSO, 7 — Z+m bez DMSO, 8 — M+wt bez
DMSO, 9 — M+m bez DMSO

7. Reakce s PCR mixem gb Basic PCR Master Mix bez DMSO
Teploty annealingu: 61,6 °C; 63 °C; 64,3 °C

Pouziti DMSO: NE

Koncentrace primerti: 300 nM

Pouzita byla pouze zdrava DNA izolovana z periferni krve (133 ng).

Potadi vzorki na gelu: 1 — DNA Ladder, 2 — Z+wt pii 62 °C, 3 — Z+m pii 62 °C, 4 — Z+wt pii
63 °C, 5 — Z+m pti 63°C, 7 — Z+wt pii 64,3 °C, 8 — Z+m pii 64,3 °C
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8. Reakce s PCR mixem gb Basic PCR Mater Mix bez DMSO
Teplota annealingu: 65,5 °C

Pouziti DMSO: NE

Koncentrace primert: 300 nM

Pouzita byla DNA izolovana z periferni krve dvou zdravych jedinci (Z1 — 134 ng, Z2- 104
ng), izolat DNA jedince s mutaci (M — 40 ng) a negativni kontrola (NK).

- L B SENEL e T e el G e dad.
) Y S s —= C.—.‘—\J

Potadi vzorku na gelu: 1 — DNA Ladder, 2 —Z1+wt, 3 — Z1+m, 4 — Z2+wt, 5 — Z2+m, 6 —
M+wt, 7 — M+m, 8a 9 - NK

9. Reakce s PCR mixem gb Basic PCR Mater Mix bez DMSO

Teplota annealingu: 65,5 °C

Pouziti DMSO: NE

Koncentrace primert: 300 nM

Pouzita byla DNA izolovana z bukalniho stéru dvou jedinct (Z1 — 28,5 ng, Z2 — 24,5 ng),

izolat jedince s mutaci (M — 20 ng)

Potadi vzorkl na gelu: 1 — DNA Ladder, 2 — Z1+wt, 3 — Z1+m, 4 - Z2+wt, 5 — Z2+m, 6 —
M+wt, 7 — M+m
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Diskuze

V experimentalni ¢asti mé prace bylo cilem optimalizovat metodu PCR ARMS
pro mutaci ¢.5266dupC v genu BRCAL. Tato mutace se v Ceské republice vyskytuje u 44 %
pacientli s mutaci v genu BRCA1.(22) Pohlreich (2005) udava dokonce 51,4 %.(33)

V podminkéch laboratote GENLABS s.r.0. jsme se snazili metodu optimalizovat pomoci
tif riiznych komerénich PCR kitii a to MyTaq'™ Red DNA Polymerase, gb Basic PCR Master
Mix a HotStartTaq DNA Polymerase. Optimalizace reakci s t¢émito PCR mixy byla provedena
za ptitomnosti ¢i nepfitomnosti DMSO a za rozdilné teploty annealingu, dale byla upravovana
koncentrace primerit a vstupni mnozstvi DNA do reakce. Studie, kterou jsme se inspirovali
pii provedeni experimentu (Sokolenko, 2006) uvadéla jako nejvyhodnéjsi teplotu annealingu
65 °C.

Piestoze je MyTaq'" Red DNA Polymerase s DMSO i bez v laboratofi rutinné vyuzivana
pro jind vySetfeni, pro nase Ucely se prokazala jako nevhodna pii jakékoli teploté annealingu.
Primery nasedaly nespecificky nebo viibec a produkt tim padem nebyl zietelny. Hot StartTaq
DNA Polymerase se stejn¢ jako ptfedchozi neosvédcila.

Nejlepsich vysledki bylo dosazeno s PCR mixem gb Basic PCR Master Mix bez ptiddni
DMSO pfi teploté 65,5 °C. Produkty byly hlife pozorovatelné, ale jejich specifi¢nost byla
zietelna. Dostali jsme se tedy nakonec na téméf stejnou teplotu anealingu jako v ¢lanku.
Rozdil teplot miize byt dat i odlisnymi termocyklery a odchylkami v teplotach, které mohou
byt az 2 °C.

Ackoli pfi proméfovani koncentraci a Cistoty vzorkli DNA izolované z bukélniho stéru
1 periferni krve pomoci spektrometru Nanophotometer Implen, se zdéala byt aplikovatelnost
obou matric téméf shodna, pouzZiti bukalniho stéru pro vySetfeni v podminkach
optimalizovanych pro izolat z periferni krve neposkytovalo jednozna¢né vysledky a musi byt
déle upraveno. Optimalizaci metody PCR ARMS pro detekci této konkrétni mutace v genu
BRCAL v ptipadé¢, ze mame k dispozici DNA izolovanou z periferni krve pacienta, miizeme

povazovat za uspésnou.
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S Zavér

Cilem mé prace bylo shrnuti aktualnich informaci o dané problematice, genovych
mutacich, hereditarni formé& karcinomu prsu a vajecnikii, genech BRCA1 a BRCA2, které¢
jsou zodpovédné asi za 5 — 10 % karcinoml prsu a vaje¢nikl a metodach jejich detekce.

V experimentalni cCasti jsem se =zabyvala praktickym zvladnutim izolace DNA
z bukdlniho stéru a periferni krve, optimalizaci metody PCR ARMS pro detekci mutace
€.5266dupC v genu BRCAL.

Optimalizace metody se ndm podafila s pouzitim PCR mixu gb Basic PCR Master Mix,
bez ptidani DMSO pii annealingové teplote 65,5 °C pro DNA ziskanou z periferni krve.

Tuto optimalizaci bude v budoucnu mozné vyuzit k cilené diagnostice nebo verifikaci
této mutace v ramci rutinni praxe v laboratofi. Nezbytnou souc¢ésti zavedeni tohoto vySetfeni
do rutinni praxe bude také jeji validace pro podminky v laboratofi.

Zavérem lze fici, Ze se jedna o cilené vySetfeni sice nejcastéji se vyskytujici, ale pouze
jediné mutace v konkrétnim genu. To znamend, Ze negativni vysledek tohoto vySetieni
neznamena, ze se u pacienta nemuze vyskytovat jind mutace v genu BRCA1 nebo v genu
BRCAZ2. Pro kvalitni diagnostiku je tedy vhodnéjsi vyuZziti modernich metod molekuldrni

biologie jako je pfimé nebo masivni sekvenovani, které ndm umozZni testovani celych geni.

51



6 Literatura

1. BRDLICKA, R. Genetika v klinické praxi. 1. vyd. Praha: Galén, 2014, 126 s. ISBN
97880749210631

2. CIBICEK, N. a VACEK, J. Principy a vyuziti vwbranych analytickych metod v laboratorni

medicinée. 1. vyd. Olomouc: Univerzita Palackého v Olomouci, 2014, s. 101

3. CIBULA, D. a PETRUZELKA, L. Onkogynekologie. 1. vyd. Praha: Grada, 2009, 614 s., s.
69-76, ISBN 978-802-4726-656

4. DRAZAN, L., VESELY, J., HYZA, P., KUBEK, T., FORETOVA, L., COUFAL, O.
Chirurgickd prevence karcinomu prsu u pacientek s dédicnym rizikem, Klin Onkol 2012, C.

25, 8. 78-83

5. EMERY, J., LUCASSEN, A., MURPHY, M. Common hereditary cancers and implications
for primary care. Lancet, 2001; svazek 358, ¢. 9275, s. 56-63

6. EMQN (2007) Best Practice Guidelines for Molecular Genetic Analysis in Hereditary
Breast/Ovarian Cancer.

Dostupné z: http:www.emqn.org

7. EVANS, D. G. et al. Risk of breast cancer in male BRCA2 carriers. J Med Genet 2010, ¢.
47,s.710-711

8. FACKENTHAL, J. D., OLOPADE, O. I. Breast cancer risk associated with BRCA1 and
BRCAZ2 in diverse populations. Nat Rev Cancer. 2007, ¢. 7, s. 937-48

52



9. FERLA, R., CALO, V., CASCIO, S., RINALDI, G., BADALAMENTI, G. et al. Founder
mutations in BRCAL and BRCA2 genes. Annals of Oncology, 2007, ¢. 18, s. 93-98

10. FORETOVA, L. et al. Genetic and Preventive Services for Hereditary Breast and
Ovarian Cancer in the Czech Republic, Hereditary Cancer in Clinical Practice, 2006, ¢. 4, s.
3-6

11. FORETOVA, L., MACHACKOVA, E. et al. BRCAL and BRCA2 mutations in women
with familial or early-onset breast/ovarian cancer in the Czech republic. Human Mutation -
Mutation in Brief, 2004, ¢. 697

12. FORETOVA, L., NAVRATILOVA, M., MACHACKOVA, E. Limitace genetického testovani
v onkologii. Klin Onkol, 2009, roc¢. 22 (Suppl), s. 65 — 68

13. GARBER, J. E., OFFIT, K. Hereditary cancer predisposition syndromes. J Clin Oncol.
2005, svazek 23, ¢. 2, s. 276-292

14. GAYTHER, S.A., MANGION, J., RUSSELL, P. et al. Variation of risks of breast and
ovarian cancer associated with different germline mutations of the BRCA 2 gene. Nat Genet,
1997, ¢. 15, s. 103 — 105

15. GOETZ, P., FORETOVA, L., PUCHMAIJEROVA, A. Hereditdrni etiologie nadorovych
onemocnéni a vyznam genetického poradenstvi a testovani v onkologii, Klinicka onkologie,

20006, €. 19, s. 44-47

16. HAMEL, N. et al. On the origin and diffusion of the BRCAL ¢.5266dupC (5382insC) in

European populations, European Journal of Human Genetisc, 2011, ¢. 19, s. 300-306

17. HOHENSTEIN, P., FODDE, R. Of mice and (wo)men: genotype-phenotype correlations
in BRCA1, Human molecular Genetics, 2003, ¢. 12, s. 271-277

53



18. HRSTKA, R., KOLAROVA, T., MICHALOVA, E., VOJTESEK, B. Vyvoj metod
zalozenych na PCR a jejich aplikace v onkologickém vyzkumu a praxi. Klin Onkol, 2014; roc.
27 (Suppl 1), s. 69-74

19. KOUBKOVA, L., VOJTESEK, B., VYZULA, R. Sekvenovdni nové generace a moznosti
jeho vyuziti v onkologické praxi. Klin Onkol, 2014, ro¢. 27 (Suppl 1):s. 61 — 68

20. KRSKA, Z., HOSKOVEC, D., PETRUZELKA, L. a kolektiv, Chirurgicka onkologie.
Grada Publishing a.s., Praha 2014, 904 s., s. 296, ISBN 978-80-247-4284-7

21. LYNCH, H. T., SHAW, T. G. and LYNCH, J. F. Inherited predisposition to cancer: A

historical overview. American Journal of Medicinal Genetics, 2004, ¢. 129, s. 5-22

22. MACHACKOVA, E. et al. Spectrum and characterisation of BRCA1 and BRCA2
deleterious mutations in high-risk Czech patients with breast and/or ovarian cancer, BMC
Cancer, 2008. ¢. 8

23. MACHACKOVA, E. et al. Genetickd predispozice ke vzniku maligniho nadoru prsu. Klinicka
onkologie, 2006, ro¢. 19, s. 48-54

24. MACHACKOVA, E. et al. Novel germline BRCAL1 and BRCA2 mutation in breast and
breast/ovarian cancer families from the Czech republic, Human Mutation — Mutation in brief

2001, ¢. 459

25. MIKI, Y., SWENSEN, J., SHATTUCK- EIDENS, D. et al. A strong candidate for the
Breast and ovarian cancer susceptibility gene BRCAL. Science 1994, ¢. 266, s. 66-71

54



26. NAJIMABADI, H. et al. Amplification refraktory mutation systéem (ARMS) and reverse
hybridization in the detection of beta-thalassemia mutations, Archives of Iranian Medicine,
2001 ¢. 4,s.165-170

27. NEUHAUSEN, S. L. Founder populations and their uses for breast cancer genetics.
Breast Cancer, 2000, ¢. 2, s. 77-81

28. NUSSBAUM, L., MCINNES, R. R., WILLARD, H. F., THOMPSON, J. a THOMPSON,
M. W. Klinicka genetika: Thompson. Vyd. 6, Praha: Triton, 2004, ISBN 80-725-4475-6

29. PALACOVA, M., et al. Diagnostika ndadorii prsu ve skupiné rizikovych Zen — viastni
zkusenosti. Klin Onkol 2012, ¢. 25, s. 96-98

30. PLEVOVA, P. et al. Syndrom hereditirniho karcinomu prsu a ovarii. Klin Onkol, 2009,
¢.22,s.8-11

31. PLEVOVA, P., HLADIKOVA, A. Genetické poradenstvi u muzii nosicii mutaci v genech
BRCA 1 a BRCA 2. Klin Onkol, 2012; ro¢. 25 (Suppl), s. 68

32. POLREICH, P., KLIEBL, Z., KLEIBLOVA, P., JANATOVA, M., SOUKUPOVA, J. et
al. Klinicky vyznam analyz genii stredniho rizika pro hodnoceni rizika vzniku karcinomu prsu
a dalsich nadorii v Ceské republice, Klin Onkol 2012, C. 25, s. 59 — 66

33. POLREICH, P. et al High proportion of recurrent germline mutations in the BRCA1 gene
in breast and ovarian cancer patients from the Prague, Breast Cancer Research, 2005, ¢. 7, s.

728-736

34. RAMUS, S. J.,, GAYTHER, S. A., The contribution of BRCA1 and BRCA2 to ovarian
cancer. Mol Oncol. 2009, ¢. 3, s. 138-50

55



35. 34) ROGAN, P. K., FAUX, B. M., SCHNEIDER, T. D. Information analysis of human

splice site mutati ons. Human Mutation, 1998, ¢. 12, s. 153 — 171

36. RUMUNAS, J. Founder BRCAL/2 mutations in the Europe: implications for the
hereditary breast-ovarian cancer prevention and control. EPMA Journal, 2001, ¢. 1, s. 397-
412

37. SHOKRALLA, S., SPALL, J. L., GIBSON, J. F. et al. Next-generation sequencing
technologies for environmental DNA research. Mol Ecol, 2012, ¢. 21, s. 1794—1805

38. SOKOLENKO, A. P. et al. High frequency of BRCA 5382insC mutation in Russia breast
cancer patients. European Journal of Cancer, 2006, ¢. 42, s. 1380 — 1384

39. STRACHAN, T. a READ, A. P. Human molecular genetics 3. New York: Garland Press,
2004, xxv, 674 p. ISBN 08-153-4183-0.

40. STEPANKOVA, H., MACHACKOVA, E. Syndrom hereditarniho karcinomu prsu a
ovarii. In: XX. Jihoceské onkologické dny: Sbornik prednasek — Diagnostika a lécba nadoru
prsu, 2013, s. 16-17. ISBN 978 — 80 — 905041-3-4

41. VASICKOVA, P., MACHACKOVA, E. et al. High occurrence of BRCAL intragenic
rearrangement in hereditary breast and ovarian cancer syndrome in Czech Republic, BMC

Medical Genetics, 2007, ¢. 8

42. LALLOO, F., EVANS, D. G. Familial breast cancer, Clin Genet, 2012, ¢. 82, str. 105 —
114

43. VICHA, A., ECKSCHLAGER, T. Vyuziti MLPA techniky k pritkazu genetickych zmén u
neuroblastomu, Klinicka onkologie, 2008, ¢. 21, s. 149-153

56



44, VOSSEN, R., ANTEN, E., ROOS, A., DUNNEN, J. High-Resolution Melting Analysis
(HRMA)-More Than Just Sequence Variant Screening, Human Mutation, 2009 svazek 30, ¢.
6, s. 860-866

45. YOSHIDA, K., MIKI, Y. Role of BRCAl1 and BRCA2 as regulators of DNA repair,
transcription, and cell cycle in response to DNA damage. Cancer Science, 2004, ¢. 95, s. 866-
871

46. ZHOU, X., REN, L., MENG, Q. et al. The next-generation sequencing technology and
application. Protein Cell, 2010, ¢. 1, s. 520—536

47. HALL, J. M. et al. Linkage of early-onset familial breast cancer to chromosome 17g21.
1990, Science, ¢ 250, s. 1684-89

48. MIKI, Y. et al. A strong candidate for the Breast and ovarian cancer susceptibility gene
BRCAL. 1994, Science, ¢. 266, s. 66-71

49. WOOSTER, R. et al. Localisation of a breast cancer susceptibility gene, BRCA2, to
chromosome13q12-13. 1994, Science, ¢. 265, s. 2088-90

50. WOOSTER, R. et al. Identification of the breast cancer susceptibility gene BRCA2. 1995,
Nature, ¢. 378, s. 789-792.

Internetové zdroje:

URL1: FINEK J. Nadory vajeénikli a vejcovodii [online]. Ceska onkologicka spolednost
Ceské lékaiské spole¢nosti Jana Evangelisty Purkyné [cit. 2015-1-21]
Dostupné z: http://www.linkos.cz/gynekologicke-nadory-c51-54-c56-57/nadory-vajecniku-a-

vejcovodu/

57


http://www.linkos.cz/gynekologicke-nadory-c51-54-c56-57/nadory-vajecniku-a-vejcovodu/
http://www.linkos.cz/gynekologicke-nadory-c51-54-c56-57/nadory-vajecniku-a-vejcovodu/

URL2: PETRAKOVA K., VORLICEK J. O nadorech prsu [online]. Ceska onkologicka
spole¢nost Ceské 1ékaiské spole¢nosti Jana Evangelisty Purkyné [2015-1-21]

Dostupné z: http://www.linkos.cz/nadory-prsu-c50/0-nadorech-prsu/

URL3: USTAV ZDRAVOTNICKYCH STUDII, Novotvary 2011 CR [online]. [2015-2-3]

Dostupné z: http://www.uzis.cz/publikace/novotvary-2011

URL4: FORETOVA, L., MACHACKOVA E. Zdsady testovini BRCAI/2 genii [online].
Ceska onkologicka spolecnost Ceské 1ékaiské spoleénosti Jana Evangelisty Purkyné [2015-4-
12]

Dostupné z: http://www.linkos.cz/cinnost-skupiny-1/zasady-testovani-brcal-2-genu/

URL5: ATLAS OF GNETICS AND CYTOGENETICS IN ONCOLOGY AND
HAEMATOLOGY, BRCA1 (breast cancer 1, early onset) [online]. [2015-4-12]
Dostupné z: http://atlasgeneticsoncology.org//Genes/BRCA1ID163ch17g21.html

URL6: SPOLECNOST LEKARSKE GENETIKY CESKE LEKARSKE SPOLECNOSTI
JANA EVANGELISTY PURKYNE, Stanovisko k testovani BRCA1 a BRCA2 [online].
[2015-4-16]

Dostupné z: http://www.slg.cz/stanoviska

58


http://www.linkos.cz/nadory-prsu-c50/o-nadorech-prsu/
http://www.uzis.cz/publikace/novotvary-2011
http://www.linkos.cz/cinnost-skupiny-1/zasady-testovani-brca1-2-genu/
http://www.slg.cz/stanoviska

Piilohy

Piiloha 1: Casovy vyvoj incidence a mortality nddorii prsu

C58,085 - Hadory prsu, Zeny

Wiuoj o Gaze

ASRCW

—- Incidence
- Mortalita

Zdraoj dat: 0z15 LR

SEESEEEEESSSSSEIS88SF

http /A zvod oz

Priloha 2: Casovy vyvoj incidence a mortality nadoru vajecniku
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Priloha ¢. 3: Mereni koncentrace a cistoty DNA pomoci pristroje NanoDrop Implen

Periferni krev Bukalni stér

¢islo vzorku ng/ul  260/280 260/230 éislovzorku ng/ul  260/280 260/230
1 19,5 1,625 1,857 1 172 1,759 0,855
2 26 1,857 2,476 2 51 1,342 0,363
3 35,5 1,732 0,91 3 85 1,616 0,783
4 67,5 1,8 2,015 4 53 1,493 0,914
5 52,2 1,825 2,122 5 293 1,729 0,954
6 48,5 1,732 1,366 6 51,5 1,661 1,338
7 158 1,842 2,072 7 80 1,702 0,762
8 74,5 1,84 2,069 8 11,5 1,853 2,556
9 67 1,836 2,161 9 260 1,365 0,677
10 54,5 1,787 1,946 10 229 1,409 0,568
11 55 1,864 2,391 11 20,5 1,323 0,586
12 52 1,677 1,351 12 39,5 1,646 0,868
13 73,5 1,815 2,162 13 122 1,736 0,835
14 83 1,804 1,976 14 178 1,7 0,71
15 35 1,795 1,458 15 30 1,714 1,875
16 27,5 1,833 1,667 16 38,5 1,674 0,987
17 25,5 1,7 0,879 17 28,5 1,629 1,781
18 73,5 1,75 1,028 18 21,5 1,654 2,636
19 103 1,708 1,273 19 24,5 1,75 1,69
20 43,5 1,813 1,74 20 53 1,726 1,286
21 20 1,818 1,739 21 29 1,568 1,611
22 78,5 1,847 2,151 22 47,5 1,696 0,88
23 74 1,85 2,242 23 102 1,706 0,781
24 60 1,791 1,579 24 10 1,818
25 62,5 1,812 2,232 25 44 1,63 0,989
26 13 1,733 2,364 26 38 1,583 0,567
27 225 1,8 3,75 27 18 1,44
28 49 1,782 2,178 28 102 1,759 0,745
29 66,5 1,822 2,18 29 101 1,656 0,743
30 47,5 1,827 2,209 30 43 1,654 0,589
31 67 1,836 2,094 31 10 1,538
32 29,5 1,788 1,788 32 63,5 1,716 0,92
33 50,5 1,804 1,578 33 15,5 1,632
34 28,5 1,839 2,591 34 87,5 1,786 0,795
35 48 1,846 2,286 35 60 1,739 1,224
36 66,5 1,797 2,111 36 92 1,72 1,017

60



37 24 2,087 2,182
38 10 2,222 1,25
39 17,5 2,059 2,692
40 20,5 1,783 1,783
41 24 1,92 1,655
42 38,5 1,925 2,265
43 38 1,854 2,171
44 31 2,067
45 21 1,826 1,68
46 50 1,786 3,333
47 11 1,833 1,375
primér 47,738 1,830 1,965
maximum 158 2,222 3,75
minimum 10 1,625 0,879

61

37 18 2

38 16,5 1,737

39 98 1,735 1,248

40 52,5 1,4 0,656

41 100 1,667 0,58

42 60 2,182 2,182
primér 72,619 1,663 1,071
maximum 293 2,182 2,636
minimum 10 1,323 0,363



