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Detekce mutaci a intragenovych piestaveb v genech BRCA1 a BRCA2
pomoci sekvenovani a metody MLPA

Abstrakt

Ve své bakalaiské praci jsem se zabyvala detekci mutaci v BRCA genech a jejich
vlivem na vznik karcinomu prsu. Toto téma je v dnes$ni dobé velice dulezité, protoze
pravé karcinomy prsu jsou nejéastéj$im nadorovym onemocnénim u Zen v Ceské
republice (Weinberger a Zikan, 2016).

V teoretické ¢asti jsem se zaméfila na karcinom prsu, predevsim na jeho diagnostiku
a naslednou 1é¢bu. Dale jsem se vénovala genetickému poradenstvi a vySetfeni, které je
pro diagnostiku dédi¢nych forem karcinomu velmi dulezité. Uvedla jsem zakladni
informace tykajici se BRCA geni a jejich bilkovinnych produktd a shrnula jsem
problematiku mutaci v téchto genech a jejich souvislost s nadorovym onemocnénim,
zejména prsu a ovaria.

V praktické ¢asti jsem se vénovala vySetieni vybranych oblasti BRCA genti metodou
Sangerova sekvenovani. Dnes se BRCA geny vySetiuji metodou NGS, protoZe umoZiluje
prohlédnout vSechny exony daného genu najednou, ale toto testovani nebylo v mych
laboratornich podminkach mozné provést, proto jsem zvolila metodu Sangerova
sekvenovani, kterda ma vsak uréitd kapacitni omezeni. Pomoci metody PCR jsem
ptipravila vzorky pro Sangerovo sekvenovani, které nasledné provedla firma Genseq s.r.o.

V posledni ¢asti své prace jsem zpracovala ziskané sekvence a provedla vyhodnoceni
vysledku. Sekvena¢ni metodou jsem nechala vysSetfit celkem 20 anonymizovanych
vzorki, z toho byla mutace pfitomna u 4 vzorkt — jedna byla patogenni, jedna benigni a

dvé s nejasnym vyznamem.
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Detection of mutations and intragenic rearrangements in BRCA1 and
BRCA2 genes by sequencing and MLPA method

Abstract

In my bachelor thesis | dealt with the detection of mutations in BRCA genes and their
effect on the development of breast cancer. Nowadays, this topic is very important,
because breast cancer is the most common cancer among women in the Czech Republic
(Weinberger a Zikan, 2016).

In the theoretical part | focused on breast cancer, particularly on its diagnosis and
consequent treatment. | also dedicated genetic counselling and examination, which is very
important for the diagnosis of hereditary forms of cancer. | mentioned basic information
about BRCA genes, and their protein products and | summarized the issue of mutations in

these genes and their relationship to cancer, particularly breast and ovarian.

In the practical part, | focused on the examination of selected areas of BRCA genes
by the Sanger sequencing method. At present, BRCA genes are examined by the NGS
method, because it allows for the analysis of all exons of one particular gene at once, but
this testing wasn’t possible to realize in my laboratory conditions, therefore I have chosen
the method of Sanger sequencing, which does, however, have certain capacity limitations.
By using the PCR method, | prepared samples for testing by Sanger sequencing. This
testing was conducted by the firm Genseq s.r.o.

In the last part of my thesis | processed the obtained sequences and | evaluated the
results. | examined a total of 20 anonymized samples using the sequencing method.
Mutation was present in 4 samples of the total amount - one was pathogenic, one benign

and two of uncertain significance.
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Uvod

Karcinomy vznikaji Vv ptipad¢, Ze dojde k selhani kontrolnich bodd v bunce
(Chaoetal., 2017). Vétsina karcinomt se v populaci vyskytuje sporadicky
(Prausova, 2010). Hereditarni nadorova onemocnéni tvoii pouze 5-10 % a familiarni
forma se nachazi u 10-15 % onkologickych onemocnéni (Bajéiova, 2015). V soucasné
dobé je karcinom prsu jednim Zznejcastéji se vyskytujicich malignich nadorovych
onemocnéni u Zzen (Weinberger a Zikan, 2016).

Dédiéné karcinomy prsu jsou ve velké vétsing pripadt zptisobeny mutaci v jednom
z predispozi¢nich geni pro toto onemocnéni. RozliSujeme tii skupiny predispozi¢nich
gend, a to geny s nizkou, stfedni ¢i vysokou penetranci (Pohlreich et al., 2012).
Nejvyznamnéjsimi geny s predispozici ke vzniku karcinomu prsu jsou vysoce penetrantni
geny BRCA1 a BRCA2 (Pohlreich et al., 2012; Zimovjnova, 2009), jejichz genetickou
analyzou se Ve své bakalarské praci budu zabyvat. BRCA1 a BRCA2 geny mohou byt
predispozi¢ni i pro dalsi karcinomy, pfedevsim ovarii, dale zlu¢niku a zlucovych cest,
kolorekta, pankreatu, ale také pro melanomy (Puchmajerova et al., 2018).

Geny BRCA1 a BRCAZ2 jsou velice rozsahlé (Zimovjanova, 2009) a patii do skupiny
tumor-supresorovych gentt (Foretova et al., 2016). Tyto geny produkuji jaderné
fosfoproteiny — proteiny BRCAL1 a BRCA2, jejichz funkci je podileni Se na opravach
dvoufetézcovych zlomti DNA, ale také Gcast pii regulaci bunécného cyklu (Zimovjanova,
2009). V piipadé postizeni obou alel genu mutaci dojde k vytazeni genu z funkce, coz
muze vést K naruseni stability genomu, naslednému hromadéni dalSich mutaci a ke vzniku
nadorového onemocnéni (Zimovjanova, 2009).

Mutace je v podstat¢ zména v genetické informaci (Foretova et al, 2009).
V soucasnosti je mozné provést genetické vySetfeni mutaci U pacientl s karcinomem prsu
¢i ovaria nebo u pacientt zatizenych rodinnou anamnézou (Foretova et al., 2016).
Geneticka testovani zahrnuji také vySetieni genti sekvena¢ni metodou, pomoci které budu
analyzovat vzorky ve své praci. Diky sekvenovani Ize zjistit 0 jakou konkrétni mutaci se
jedna (Foretova et al, 2009). MLPA metoda se vyuziva k vySetfeni intragenovych
ptestaveb (Bunyan et al., 2004).



1 Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni patii stale mezi nejzavazngjsi choroby postihujici stale vetsi
&ast populace po celém svété. Tento problém je velice aktualni i v Ceské republice, kde
Vv pritbéhu zivota onemocni malignim nadorem kazdy tfeti cloveék a zemte kazdy Ctvrty
(Prausova, 2010). Ke vzniku nddorového onemocnéni dochazi pii selhani bunéénych
kontrolnich bodt. Kontrolni body v buiice jsou dilezité k objeveni a nasledné reparaci
zmén v DNA a zaroven zabranit déleni buriky pfi jejim posSkozeni (Foretova et al., 2014).
Nadorova onemocnéni rozliSujeme podle pfitomnosti vzdalenych metastdz na
lokalizované a metastatické neboli diseminované. V ptipadé lokalizovaného nadoru se
vzdalené metastdzy nevyskytuji a ma klinicka stadia I-11l. U metastatického nadorového
onemocnéni jsou pfitomny vzdalené metastaizy a jeho klinické stadium je IV
(Coufal a Fait, 2011). Pti¢iny vzniku nadorovych onemocnéni mohou byt rizného
puvodu a podle toho se pak déli na karcinomy sporadické, hereditarni ¢i familiarni

(Prausova, 2010), jejichz zastoupeni je znazornéno v grafu 1.

15-20%
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Graf 1. Zastoupeni jednotlivych druhii nadorovych onemocnéni

Zdroj: Nagy et al., 2004



1.1  Sporadicka nadorova onemocnéni

Sporadicka nadorovd onemocnéni potiebuji k propuknuti nadoru dvé ziskané
somatické mutace. Vznik tohoto typu nadoru neni zapfi¢inén dédi¢nou dispozici.
Sporadické karcinomy tvofi pfiblizné 80 % vSech nadorovych onemocnéni, takze vyskyt

nejcastéj$ich druhi nadord je prevazné sporadicky (Bajciova, 2015).

1.2 Hereditarni nadorova onemocnéni

Vznik hereditarniho nadorového onemocnéni vysvétluje Knudsonova teorie dvojiho
zasahu, kde prvnim zasahem je zdédéna mutace alely ptislusného genu a druhy zasah
piedstavuje ziskand somatickd mutace. Tuto teorii nelze pouzit pro vSechny dédi¢né
formy nadord, protoZze na nékteré typy dédiénych karcinomi nesedi. Od sporadického
nadorového onemocnéni se hereditarni 1isi tim, ze k propuknuti nadorového onemocnéni
je potieba mit jednu vrozenou zarode¢nou mutaci a jednu ziskanou mutaci. Zarode¢na
mutace se bude nachazet u kazdé bunky v téle. Vyvoj obou typt karcinomti je jednoduse

znazornén na obrazku 1 (Baj¢iova, 2015).

Dédiény nador Sporadicky nador

1.ZASAH

Vrozena mutace Z&dna zména

}

2.ZASAH
Ziskana mutace ﬁ?

NADOR

1.ZASAH

Ziskana mutace

2.ZASAH
Ziskana mutace

N

1 vrozena a 1 ziskana mutace; 2 ziskané mutace;
Pouze 1 nutny zasah na somatické urovni 2 nutné zasahy na somatické trovni

® &6

Obrazek 1. Vyvoj hereditarniho a sporadického nadoru

Zdroj: Bajciova, 2015

Doposud bylo popsano kolem 200 hereditarnich nadorovych predispozi¢nich

syndromd, které jsou spiSe vzacné a tvoti piiblizné€ 5-10 % vSech nddorovych onemocnéni
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(Nagy et al., 2004). Vétsina téchto hereditarnich nadorovych onemocnéni se dédi
autosomalné dominantné s netplnou penetranci. Autosomalné¢ dominantni dédi¢nost
znamend, ze je mutovana alela jednoho z genii pfendsena z jedné generace na dalsi
(Puchmajerova et al., 2018).

Ackoli tyto syndromy maji vysoké riziko vzniku maligniho nadorového syndromu,
tak mnohdy maji i predispozice ke vzniku benignich nadorti ¢i generalizovaného
onemocnéni (Nagy et al., 2004).

Syndrom hereditarniho karcinomu prsu a ovarii (HBOC) je jednou z nejéastéjsich
forem dédi¢ného nadoru prsu a ovaria, ktery je vétSinou nasledkem zarode¢nych mutaci
pravé v BRCA1 a BRCA2 genech. Nositelky mutaci BRCA1 i BRCA2 genl maji
vyznamné zvySené riziko vzniku karcinomu po cely Zivot a toto riziko je uddvano od 40
do 85 %. U 19 % nositelek mutace BRCAL genu a u 12 % nositelek mutace BRCA2 genu
dojde k rozvoji karcinomu prsu do v€ku 40 let. Riziko vzniku karcinomu ovaria
u nositelek mutace BRCA1 genu je 39-65 % a u zen nesoucich mutaci BRCA2 genu se
toto riziko nachazi mezi 11-37 %. U muza se nador prsu objevuje velmi ziidka, spise
vzéacné, ale u jedinci, kteti nosi mutaci genu BRCAL, dosahuje celoZivotni riziko vzniku
karcinomu prsu pfiblizné 1 %. U muzskych nositelt mutace BRCA2 genu je toto riziko
0 néco vyssi, dosahuje hodnoty okolo 8 % (Puchmajerova et al., 2018). Nadory prsu
u muzského pohlavi byvaji ve vétSin€ piipadii hormonalné dependentni neboli zavislé.
Nédor prsu u muzi ovliviiuje jeden velice dulezity rizikovy faktor, kterym je piijem
estrogentl pii §patné funkeci jater nebo 1é¢bé nadorového onemocnéni prostaty (Prausova,

2010).

1.3 Familiarni nadorova onemocnéni

Familiarni nddory jsou charakteristické zvySenym vyskytem zhoubnych karcinomt
Vv roding, ale nasledné genetické vysetieni neprokazalo zarode¢nou mutaci. Vznik tohoto
typu nadoru muize byt spojen s interakci gend s nizkou penetranci, interakci gen-prostiedi
nebo jejich kombinaci. Familiarni nadorova onemocnéni se objevuji pfiblizné u 10-15 %

onkologickych pacientt (Bajciova, 2015).
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2 Karcinom prsu

Podle udaji z roku 2017 tvofi karcinom prsu 15,7 % z celkového poctu nové
diagnostikovanych zhoubnych nadorovych onemocnéni u zen. Karcinom prsu je po
zhoubnych nadorech kiize druhou nejcetnéjsi malignitou u zen (Zdravotnicka rocenka
Ceské republiky, 2018). Nadorové onemocnéni prsu se fadi mezi hormonalné zavislé
karcinomy. Pro jejich vznik a vyvoj jsou velice vyznamné estrogeny, coz jsou zenské
pohlavni hormony. Estrogeny vyvolavaji v organismu expresi rustovych faktoru
a onkogent, poté jejich produkty stimuluji buiiku k proliferaci. Pii trvale zvysené aktivité
estrogenu dojde k poruseni rovnovahy proliferacni a antiprolifera¢ni fyziologické aktivity
pusobkil a jejimu posunuti na stranu proliferace. Pti tomto d&ji piisobi i dalsi kancerogeny,
které zplsobuji zmény v genetické informaci buiiky a dochdzi ke vzniku rGznych
genetickych abnormalit, miize dochazet i ke vzniku spontannich mutaci. Tyto zdsahy do
genetické informace zvladne Vv nékterych situacich buiika opravit, pokud k této oprave
nedojde a abnormalita zde zistane, dojde k aktivaci onkogent (myc, ras, HER-2/neu)
nebo inaktivaci ¢i alteraci antionkogenii (p53, Rb). Podle zmény v genotypu dochazi
k pfemén¢ fenotypu bunky, ktera se méni v dysplastickou az nadorovou. Ve stromatu
probihaji zmény, které podporuji tento proces. Ve stimulovanych stromalnich buinikach
dochazi k tvorbé proteolytickych enzymi a angiogennich faktori, které jsou dilezité pro
rust a Sitfeni karcinomu (Prausova, 2010).

Jesté pred vznikem karcinomu prsu se u pacienta miize objevit prekanceroza, coz je
stav, pii kterém se projevuji zmény predchazejici malignimu nadoru, tzv. hyperplazie.
Nejdiive z hyperplazii vyrastaji karcinomy in Situ, coz jsou neinvazivni karcinomy.
Karcinomy in situ se mohou vyvijet z epitelovych bun¢k vyvodu a lalacku, které byly
zasazeny malignimi zménami. Z epitelovych bunék vyvodu se vyviji duktalni karcinom
in situ (DCIS) a z epitelovych bunék lalickut lobularni karcinom in situ (LCIS). Invazivni
karcinomy jsou rozdéleny na dvé skupiny — duktalni a lobularni. Nejcastéji se vyskytuji
karcinomy duktalni a to az u 84 % a v mensi mife lobuldrni, které se objevuji ptiblizné
u 15 %. Dale se vyskytuje erysipeloidni karcinom, nazyvany také inflamatorni, ktery je
nediferencovany a fadi se k duktadlnim karcinomtim. Tento typ karcinomu pronika do
celého prsu, poté dochazi k jeho zarudnuti, bolestivosti a postihuje i kiizi, ktera vzhledem
pfipomind pomerancovou kiru. Inflamatorni karcinom se vyviji velmi rychle a také brzy

vytvaii metastazy v uzlinach podpazi, ale i v jinych organech (Prausova, 2010).
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2.1  Priznaky karcinomu prsu

Ptiznaky u karcinomu prsu mohou byt po dlouhou dobu piehlédnutelné a nevyrazné.
Karcinom prsu muze byt objeven i piimo pacientkou pii pravidelném samovysetieni prsu.
Pacientka by se méla obratit na odborného I¢kate v piipad¢ zmény tvaru a velikosti prsu,
zmén tykajicich se bradavky — zména jejiho tvaru ¢i vtazeni, ekzém, vytok z bradavky,
ale i u zmény povahy klze prsu a jejiho zbarveni, bolesti v oblasti prsu ¢i podpazi.
Celkové ptiznaky karcinomu jsou dasledkem vyskytu vzdalenych metastaz. Mezi tyto
ptiznaky patii bolesti v kostech, nechutenstvi, hubnuti, teploty, ale i dusnost.
Paraneoplastické kozni ptiznaky, jako je dermatomyozitida a acanthosis nigricans (kozni
onemocnéni projevujici se jako ztlustélé a hyperpigmentované oblasti na kuzi — Puri,
2011), mohou byt typickym projevem tohoto onemocnéni. Kromé fyzikalniho vySetieni
prsu a uzlin se vzdy provadi i preventivni vySetieni pomoci ultrazvuku a rentgenu, ale
také mamografie. Toto vySetfeni se provadi z toho diivodu, Ze vSechny pocatecni nélezy

nelze pouhym pohmatem odhalit (Prausova, 2010).

2.2  Rizikové faktory karcinomu prsu

Rizikové faktory, majici vliv na vznik nddoru prsu, jsou genetického, hormonalniho,
ale i nutri¢niho ptivodu. Rizikové faktory ovlivitujici vznik sporadického nadoru prsu jsou
tedy déle trvajici expozice estrogenum (tomu je odpovidajici brzké zahajeni
menstruace a opozdény nastup menopauzy), prvni gravidita ve vy$§im véku, zkracena
doba laktace a dlouhodobé substitucni 1écba s uzivanim exogennich estrogenil. VéEtsi
hrozbou je pro zeny, které nebyly gravidni. Vznik nadoru prsu muze byt ovlivnén
i dalsimi faktory, napfiklad uzivani alkoholu, vysoky pfijem tuki a také malo fyzické
aktivity, coz vede k nadvaze. V menopauze je zvySena koncentrace estrogenll v plazmé
zpusobena konverzi androgennich prekurzord tvorenych v nadledvinach za ptitomnosti
enzymul aromatdz zejména v tukové a dalsi periferni tkani. Mezi rizikové faktory patii
I uzivani estrogennich hormonti. Na vznik karcinomu prsu ma vliv i pisobeni zevniho
prostiedi. Z hereditarnich karcinomti prsu jsou nejcastéjsi nadory zptisobené¢ mutacemi

tumor-supresorovych genti BRCA1 a BRCA2 (Prausova, 2010).
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2.3 Diagnostika a vySetieni pri podezieni na karcinom prsu

Pfed samotnym vySetfenim odbornik vytvoii s pacientkou rodinnou i osobni
anamnézu, ktera je velice dulezitd a mize pomoci odhalit, zda se jedna o dédi¢né
onemocnéni, ale i délku trvani nemoci a také jeji progresi. Poté pacientka absolvuje
fyzikélni vySetieni, které se provadi pohmatem prsu, které zahrnuje i vySetieni uzlin
podpazi, nadklicku a krku. Lékat zenu vysetiuje pti vzpiimeném hrudniku i v leze. Pokud
nahmata rezistenci, tak se dale zjiStuje jeji velikost, konzistence, ale také pohyblivost
vuci spodni ¢asti a kizi. Zarovei také pohledem I€kat urci viditelné zmeény v oblasti prsou
(Prausova, 2010). Vsechna nasledujici vySetieni slouzici ke stanoveni rozsahu karcinomu
véetné anamnézy se nazyvaji stagingova (Chovanec a Nalezinska, 2014). TNM

klasifikace u daného nadoru se stanovi pomoci vysledku stagingu (Chovanec et al., 2008).

2.3.1 Histologické vysetieni

Histologické vysetfeni se provadi pii ptipadném podezieni na vyskyt zhoubného
nadoru v prsu (Chovanec et al., 2008). Odebrani vzorku tkané a jeho nasledné
histologické vySetteni jsou dilezitymi postupy pro urceni diagnoézy a neodkladné se
provadi Vv ptipadé podezieni na zhoubny nador v prsni tkani. Vzorek ziskame punkci
pomoci specialni tlustsi jehly, ktera je obvykle zasazena do bioptického déla. Vzorek
tkdn¢€ ma tvar a tloustku jehly a jeho délka byva zpravidla do 2 cm. Z takového vzorku
lze nyni udélat histologické vySetieni a dals$i imunohistochemicka vySetieni (Chovanec
et al., 2008). V zékladni ¢asti histologického vySetfeni se provede vyhodnoceni velikosti
nadoru. Poté nasleduje stanoveni histologického typu nadoru a stupné jeho diferenciace
neboli grade, pricemz grade 1 je diferencovany dobie, grade 2 stfedné a grade 3 nizce.
Dale se provede posouzeni, zda doSlo k proniknuti nadorovych bun¢k do lymfatickych
a krevnich cév. Pii proniknuti nadorovych bunék do lymfatickych ¢i krevnich cév dojde
totiz k nepfiznivému ovlivnéni prognodzy nadorového onemocnéni. Nepiiznivé na
progndzu karcinomu pusobi také jeho perineuralni Sifeni a vyskyt nekréz v karcinomu
(Prausova, 2010). Diky histologickému vySetfeni dochazi ke snizeni poctu otevienych
biopsii prsu U podezfeni na benigni nador a zaroven lze brzy ovéfit podezieni na vyskyt

nadoru jesté pied zacatkem jeho onkologické 1é¢by (Chovanec et al., 2008).
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2.3.2 Zobrazovaci metody

Vyznamné postaveni v diagnostice karcinomu prsu maji i zobrazovaci metody, mezi
které patii napiiklad mamografie a ultrasonografické vySetieni. Mamograficka vysetieni
se d¢li na dva typy — klinické (diagnostické) a screeningové. Mamografie klinicka slouzi
k vyhledani nadord, které jsou té€zko rozpoznatelné pii fyzikalnim vysetfeni, ale také
ke zobrazeni hmatné rezistence a naslednému urcenti jejich rozmért a vztahu k sousednim
strukturam. Zaroven je pii tomto vysetfeni mozné odebrat tkan pro histologické vySetteni.
Mamografie dokdze zaznamenat mikrokalcifikace, které byvaji prvnim ptiznakem
karcinomu prsu a z toho davodu je vyhovujici pro screeningové vySetieni karcinomu prsu
(Chovanec et al., 2008). Mamografie screeningova se provadi preventivné u zen ve véku
45-69 let, vzdy po dvou letech, aby doslo k zachyceni ptipadného karcinomu prsu jeste
Vv bezpfiznakovém stadiu. Nositelky mutace BRCA1 a BRCA2 geni by toto screeningové
vySetieni od véku 30 let mély absolvovat kazdy rok (Chovanec et al., 2008). Jako
doplikové vySetfeni k prohlédnuti prsu, uzlin v podpazi a nadklicku se vyuziva
ultrasonografické vysetieni. Toto vySetieni je vyznamné pro mladé Zeny ve véku 30-35
let s hmatnou rezistenci, u nichz vysledek mamografického vySetfeni nemusi byt piilis
piehledny. Pod kontrolou ultrasonografu je mozné odebrat tkan pro histologické vysetieni
(Prausova, 2010). Pro screening se tato metoda vSak pfiliS nehodi, jelikoz dokaze
bezpecné odlisit rezistenci az od rozméru 1 cm. Dalsi zobrazovaci metodou pro
diagnostiku karcinomu prsu je pozitronova emisni tomografie (PET), ktera vSak neni
vyuzivana u kazdé pacientky (Chovanec et al., 2008). PET dokaze rozlisit, zda je nalez
V prsu puvodu nenadorového nebo nadorového. Zobrazovaci metody nachazeji uplatnéni
1 pfi stanoveni vzdalenych metastaz, které mohly zasahnout i dal$i organy (Prausova,
2010). Ke stanoveni vzdalenych metastaz v plicich se vyuziva rentgenovy snimek, u jater
a dutiny bfiSni je nejvhodnéjs$i metodou sonografické ¢i CT vySetfeni a u skeletu se
provadi scintigrafie (screeningova metoda ke stanoveni vzdalenych metastaz v kostech —

Engelhard et al., 2004) (Chovanec et al., 2008).

2.3.3 Biochemické vysetieni

Dalsim vySetfenim, které je velice dulezité v diagnostice karcinomu prsu, je
vysetieni biochemické. Toto vySetfeni se provadi u pacientek k posouzeni jejich stavu

pied onkologickou lé¢bou a zahrnuje stanoveni dvou nadorovych markera — CEA
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a CA 15-3. Zvysen¢ hladiny markeri CEA a CA 15-3 se nejcastéji vyskytuji u karcinomt
prsi, které jsou rozsifeny do ostatnich organt. VySetfeni markerd se provadi vicekrat
v pribéhu onkologické 1é¢by pro kontrolu jejiho vyvoje a po skonceni 1é¢by, aby se
zjistilo, zda nedochazi k progresi neboli zhorSeni nadorového onemocnéni

(Prausova, 2010).

2.3.4 Hematologické vySetieni

Informace o stavu krvetvorby ziskdme z vysledki hematologického vySetfeni. Pied
provedenim kazdého planovaného chirurgického zakroku je vyZadovano také koagulaéni

vySetieni (Prausova, 2010).

2.4 Lé¢ba karcinomu prsu

Nejvhodnéjsi 1é€ebny postup je stanoven na zakladé zhodnoceni vysledk vSech
vySetfeni odbornymi 1ékafi (Prausova, 2010). Skupina lé¢ebnych metod uplatiiujicich se
pfi 1é¢bé maligniho karcinomu prsu zahrnuje chirurgické vykony, radioterapii,
chemoterapii, ale také hormonalni 1é¢ba. Do seznamu doporucenych 1é¢ebnych postupti
u karcinomu prsu byla vposledni dobé =zaclenéna i cilend biologickd 1éCba
(Chovanec et al., 2008). Tyto metody lécby se dale rozdéluji na lokalné-regionalni
a celkové. Mezi lokalné-regionalni se fadi chirurgicka 1é¢ba a radioterapie a do skupiny
celkovych metod patii chemoterapie, hormonalni a biologicka 1é¢ba. Cilova 1écba je
stanovena na zakladé toho, o jaké stadium karcinomu se jednd. Jsou dva typy lécby-
kurativni a paliativni. Ugelem kurativni 1é¢by je pacienta zcela vylécit, kdezto cilem 1é¢by
paliativni je pouze omezeni vyvoje karcinomu a zarovenn prodlouZzeni a zkvalitnéni
pacientova zivota. Kurativni 1é¢ba zahrnuje predevsim chirurgické zakroky, které byvaji
dopliiovany dalSimi lé¢ebnymi metodami a je vhodnd se pro lokalizovand nadorova
onemocnéni. Pro paliativni 1é¢bu jsou duilezité celkové neboli systémové 1écebné metody
(chemoterapie, hormonoterapie a biologicka 1é¢ba), chirurgické zakroky se u tohoto typu
1éEby pouzivaji jen velmi malo. Paliativni 1é€ba je vyuZivana u pacientd S metastatickymi

karcinomy (Coufal a Fait, 2011).
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2.4.1 Chirurgicka terapie

Chirurgickd  terapie patii —mezi lokalné-regionalni  1é¢ebné  metody
(Chovanec et al., 2008) a zaroven je hlavni metodou pii 1é¢bé ¢asného karcinomu
(Chovanec a Nalezinska, 2014). Zakladni chirurgicka 1é¢ba je vhodna pro 1éEbu
karcinomti do klinického stadia Il1A. Druhotné je tato 1éCba pouzita po piedeslé 1écbé
hormony, cytostatiky ¢i radioterapii u karcinomu s klinickymi stadii 111B a IV v ptipad¢,
7e je karcinom operovatelny (Chovanec et al, 2008). Zenam, u kterych je prokazana
mutace BRCAL ¢i BRCA2 genu, je doporucena oboustranna mastektomie a ovariektomie
neboli odstranéni vaje¢nika (Prausova, 2010).

Paliativni chirurgické zakroky tzv. sana¢ni mastektomie jsou indikovany, pokud se
u pacientky objevi vysoké riziko vzniku krvaceni karcinomu nebo pfi zviedovaténi prsu
(Chovanec et al., 2008).

Dtive byly chirurgické zakroky radikalnéjs$i nez v soucasné dobé¢, pti operaci byl
pacientce odstranén nejen prs, ale i hrudni sval a obsah axily, pfedevsim lymfatické uzliny.
Nyni je uzivana modifikovana radikdlni mastektomie dle Pateyho, jejiz soucasti je
i chirurgické vynéti vSech axilarnich lymfatickych uzlin pfi zasazeni dcefinymi
druhotnymi loZisky karcinomu prsu. Nutnym piedpokladem u tohoto 1é¢ebného vykonu
je vyjmout a nasledn¢ histologicky vySetfit minimalné¢ 10 uzlin (Prausova, 2010).
Axilarni lymfadenektomie neboli vynéti vSech axilarnich lymfatickych uzlin se jiz
provadi v mensi mife a je nahrazovana odstranénim tzv. sentinelové uzliny. Nejdiive je
sentinelova uzlina podrobena histologickému vySetieni a podle vysledkll je mozné urcit
stav ostatnich lymfatickych uzlin v urcité oblasti. Sentinelova uzlina je totiz prvni uzlinou,
ktera odvodnuje konkrétni oblast lymfatického systému, z toho diivodu je oCekéavano, ze
se nadorové buiiky nejprve objevi v této uzlin€é. Po provedeni histologického vysetieni
sentinelové uzliny lze urcit, zda jsou postizeny ostatni lymfatické uzliny v piislusné
oblasti ¢i nikoli (Chovanec et al., 2008).

Vyuziti radikélnich mastektomii je v posledni dobé omezovano pouze na ptipady,
u kterych je kontraindikovana Setrnéj$i metoda chirurgické 1é€by nazyvana prs Setfici
operace. Tato metoda je v soucasné dobé velmi vyuzivana, protoze pii ni dochazi
Kk odstranéni pouze prsni tkané napadené nadorovymi lozisky. Prs Setfici operace slouzi
tedy hlavné k histologickému ovéfeni karcinomu a jeho naslednému SetrnéjSimu
odstranéni (Chovanec et al., 2008). Do skupiny prs Setficich operaci fadime

kvadrantektomii a lumpektomii. Pti kvadrantektomii je odebran pouze dany kvadrant
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s karcinomem. Lumpektomie zahrnuje odebrani loziska nadoru s dostatecnym lemem

neposkozené tkané (Prausova, 2010).

2.4.2 Radioterapie

Radioterapie patii stejné¢ jako chirurgicka 1é¢ba mezi lokalné-regionalni 1écebné
zpisoby. Radioterapie se d¢€li na dva druhy — externi radioterapie a brachyradioterapie
(Chovanec et al., 2008). Externi radioterapie také nazyvana teleterapie se pouziva
Kk ozafovani z vétsi vzdalenosti od pacienta, takze dochazi k vné&j§imu ozafovani nadoru
(Prausové, 2010). U brachyradioterapie je zdroj zafeni operativné vlozen rovnou do
nadorového loziska (Chovanec et al., 2008). Pti brachyterapii je tedy nador ozafovan na
kratkou vzdélenost (Prausova, 2010). U externi radioterapie se jako zdroj zafeni se
vyuzivéa linearni urychlova¢ (Prausova, 2010), ktery vydava zafeni o vysoké energii
(Chovanec et al., 2008). Velice spolehlivy planovaci systém poskytuje zobrazeni
ozatované tkan¢ ve 3D (Prausova, 2010). Nejvice se uplatituje adjuvantni radioterapie
(Prausova, 2010), ktera je pouzivana po prs Setiicich chirurgickych zakrocich k ozafeni
zbylé zlazy, axilarni oblasti, ale také jizvy po odstranéni prsu. Radioterapie neoadjuvantni
je vsoucasnosti velmi malo pouzivanou metodou. Radioterapie je dilezita i pfi
symptomatickém paliativnim 1é€eni dcefinych druhotnych lozisek karcinomu. Pomoci
této metody je mozné zamezit lokalné-regiondlnimu névratu nadorového onemocnéni

(Chovanec et al., 2008).

2.4.3 Chemoterapie

Chemoterapie patii mezi 1é€ebné metody systémove. Pii 1é¢bé karcinomu prsu tyto
metody prevladaji nad ostatnimi (Prausova, 2010). Ve vétSiné ptipadi se aplikuje
chemoterapeuticka lécba jako kombinace vice typa cytostatickych 1éciv, coz vede
ke zvyseni ucinku této 1éCebné metody. Nejvice vyuzivanou kombinaci cytostatik tvori
cyklofosfamid, doxorubicin a fluorouracil. Chemoterapie se v souc¢asné dobé kombinuje
I sjinymi léCebnymi postupy. Nejvhodnéjsi 1éebnou metodou v piipadé
generalizovaného karcinomu prsu je kombinace chemoterapie a hormonoterapie.
Hodnoty ucCinnosti této kombinované 1é€by se nachdzi mezi 50 az 80 %.
Chemoterapeuticka 1é¢ba se déli na tii kategorie — chemoterapie adjuvantni,

neoadjuvantni a paliativni (Chovanec et al., 2008).
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2.4.3.1 Adjuvantni chemoterapie

Adjuvantni 1é¢ba se vyuziva k doléCeni zbylého onemocnéni po provedeném
chirurgickém zakroku (Prausova, 2010). Ulelem adjuvantni chemoterapie je znigit
mikrometastazy, coz jsou zbylé nadorové bunky dosahujici velmi malych rozmért a jsou
tézko rozpoznatelné. Nasazeni 1écby je idedlni v maximalnim ¢asovém odstupu tii tydnt
od vykonani operace. Pti této 1éCbe je podstatné dodrzet stalou intenzitu davky cytostatik
(Chovanec et al., 2008). Tento typ chemoterapie byva stanoven u pacientek, jejichz

prognostické faktory nejsou ptiznivé (Prausova, 2010).

2.4.3.2 Neoadjuvantni chemoterapie

U neoadjuvantniho typu chemoterapeutické 1é¢by se cytostatika aplikuji jeste pred
provedenim chirurgického zakroku (Chovanec et al., 2008). Neoadjuvantni chemoterapie
je vyuzivana pro lécbu mistné pokrocilych karcinomii prsi, jejiz Gi€elem je zmenSeni
karcinomu, umoznéni prs zachovné operace a zlepSeni operovatelnosti karcinomu

(Prausova, 2010).

2.4.3.3 Paliativni chemoterapie

Paliativni chemoterapie je stanovena u pacientek s karcinomem rozsifenym do
ostatnich organti, u nichz slouzi nejen k udrzeni kvality Zivota pacientek (Prausova, 2010),
ale i k jeho prodlouzeni (Chovanec et al., 2008). Tato 1écebna metoda je velice vyznamna

pro pacientky s karcinomem prsu v klinickém stadiu IV (Chovanec et al., 2008).

2.5  Rekonstrukce prsu po mastektomii

Operativni rekonstrukce prsu mize byt okamzita, odlozend nebo odlozené-okamzita.
Pokud je zvolena metoda okamzité rekonstrukce prsu, tak je plasticky zakrok prsu
provadén piimo pii masektomii (Drazan a Méstak, 2006). Pti této operaci je nutna
pfitomnost a spoluprace, jak chirurgického, tak plastického 1ékare (Coufal a Fait, 2011).
Pii okamzité rekonstrukci prsu nesmi byt vyzadovana pooperacni aplikace chemoterapie
ani radioterapie na zrekonstruovany prs, protoze by doslo k jeho deformaci nebo k posunu
¢1 odhaleni implantatu (Drazan a M¢stdk, 2006). Pokud se u Zeny po modifikované

radikalni mastektomii neobjevuji zndmky nemoci a byla u ni ukon¢ena onkologicka 1écba,
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muze po dvou az péti letech absolvovat odlozenou rekonstrukei prsu (Prausova, 2010).
Rekonstrukce byva odlozena z divodu pooperacni aplikace chemoterapie ¢i radioterapie,
pii nejasném priabéhu nadorového onemocnéni nebo pokud onkochirurg ¢i pacientka
odmitne provedeni rekonstrukce prsu z divodu ¢asové naro¢nosti operace. Posledni
technikou je odlozené-okamzita rekonstrukce prsu, ktera je provedena do jednoho mésice
od mastektomického zakroku. Tato doba je potfebna pro urceni diagnozy, Stupné
diferencovanosti nadoru a 1é¢ebného postupu. Pokud onkologicky 1é¢ebny postup
nezahrnuje radioterapii ani chemoterapii, pak je mozné provést rekonstrukci prsu.
Zaroven nemusi byt provedena zadna rekonstrukéni operace prsu, zéalezi pouze na
rozhodnuti pacientky (Drazan a Méstak, 2006). K plastické rekonstrukei je pouzita bud’
vlastni tkan pacientky odebrana ze stény biiSni ¢i ze zad nebo umély implantat

(Prausova, 2010).
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3 Genetické poradenstvi a diagnostika

3.1 Rodinna anamnéza

Z rodinné anamnézy lze presné stanovit miru rizika, ktera slouzi k urceni jedinct se
zvySenym rizikem vzniku karcinomu, u nichz lze v€as sledovat pribéh nédorového
onemocnéni a zavést ur€itd preventivni opatieni. Mutacni analyza miize byt u pacienta
stanovena pii rodinné anamnéze s vVysokou pravdépodobnosti vyskytu predispozice ke
vzniku nadorového onemocnéni podminéného urcitym genem. Pokud je u pacienta
detekovana germinalni mutace v genu s predispozici ke karcinomu, pak je mozné
otestovat i dal$i pfibuzné a zjistit, zda je u nich mutace genu také ptitomna ¢i nikoli. Diky
mutacni analyze lze odhalit ¢leny rodiny, ktefi jsou nositeli mutace v predispozi¢nim
genu, maji tudiz vyrazné¢ zvySené riziko vzniku nadorového onemocnéni

(Turnbull a Hodgson, 2005).

3.2 Genetické vySetieni

Pfi pfipadném podezieni Iékate na vyskyt hereditarniho karcinomu prsu je pacientce
nejdiive doporucena geneticka konzultace. Pii konzultaci genetik s pacientkou vytvori
osobni 1 rodinnou anamnézu v rozsahu 4 generaci. Dale se ovéfuje, zda jsou ziskané
informace 0 rodinné anamnéze pravdivé. Provéfeni rodinné anamnézy je provedeno
pomoci onkologickych registri, Iékaiskych zprav a imrtnich listd. Pokud je potvrzena
dédi¢na forma nadorového onemocnéni a jsou dodrzena vSechna stanovena kritéria, tak
muZe byt pacientce doporuceno genetické testovani, ke kterému je nezbytné nutné jeji
pisemné svoleni (Foretova, 2008). Nyni se pii testovani hereditarnich nadorovych
onemocnéni vySetiuji hlavné vysoce penetrantni geny, které jsou spojeny s rizikem
vzniku karcinomu (Foretova et al., 2014).

Mutace znamend odchyleni se od kontrolni sekvence DNA. K molekularné
genetickému vySetieni se velice Casto vyuziva pravé DNA, kterd se izoluje z bun¢k
periferni krve, 1ze pouzit i mRNA, u kter¢ je ale nutny prepis do komplementarni DNA.
Pti pouziti mRNA musime pocitat s moznosti, Ze dojde k jeji rychlé degradaci. Mutace
jsou detekovany za pomoci metod zalozenych na PCR, ktera slouzi k amplifikaci
vybranych tusekit DNA. Useky DNA s moznym vyskytem mutaci jsou detekovany

screeningovymi metodami, které Kk jejich detekci vyuzivaji rozdilné konformace
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a elektroforetick¢é pohyblivosti u mutované a zdravé DNA. V soucasnosti se
k vysetiovani velkych genovych piestaveb vyuziva metoda MLPA. Velké genové
prestavby zahrnuji naptiklad chybéni ¢i duplikace exonut, ale i chybéni celého genu
(Foretova, 2008). Pomoci sekvenovani lze stanovit poradi vSech nukleotidli (Foretova et
al., 2014), poté je mozné presn¢ stanovit typ mutace (Foretova, 2008). Genetické
vySetieni v nékterych piipadech zahrnuje i prediktivni geneticky test, ktery se provadi
u piibuznych a zamétfuje Se na vySetieni piitomnosti stejné¢ mutace jako u pacientky
(Foretova, 2008).

BRCAL i BRCA2 jsou obrovské geny, z toho divodu bylo diive jejich vysetfeni
slozité a trvalo dlouho (Foretova, 2008). V dnesni dobé je vySetieni téchto gent velice
jednoduché, pfedev§sim diky metodé NGS, kterd umoZiuje osekvenovat cely gen
najednou za velice kratkou dobu (Puchmajerova et al., 2018). K vySetieni zarode¢nych
mutaci v genech BRCALl a BRCA2 je vyuzivana genomicka DNA. Pii genetickém
vysetfeni BRCA geni by méla byt provedena i kompletni mutaéni analyza exonti
a exon-intronovych spojeni u BRCA1 a BRCA2 geni, kterd se provadi piimym
sekvenovanim nebo nékterou z dalSich vysoce senzitivnich analytickych metod. U genu
BRCAL je vysetieno 24 exonii a U BRCA2 27 exont (Subrt et al., 2015). K tomuto
testovani se U genu BRCAL velmi Casto pfidava vyse zminéna metoda MLPA slouzici
k odhaleni velkych genovych piestaveb. V poslednich letech se vyuziva i technologie
NGS neboli masivné paralelni sekvenace. NGS se vyuziva pro cilenou resekvenaci
velkych genti. Vyhody NGS oproti Sangerovu sekvenovani jsou kratsi ¢ekaci doba na
vysledky a také sniZeni vydajii na provedeni jednoho vysetfeni (Subrt et al., 2015).
V ptipadé pozitivniho vysledku genetického testovani je nadorové onemocnéni dédicné,
ale u negativniho vysledku nelze dédicny pavod potvrdit ani vyloucit
(Foretova et al., 2014).

Po genetickém testovani je nutné podstoupit dalsi genetickou konzultaci bez ohledu
na charakter vysledku testovani. Konzultace zahrnuje rozhovor, pii kterém jsou podrobné
probrany informace ohledn¢ zavaznosti vysledku testovani pro pacientku a jeji rodinu.
Dal§im tucelem konzultace je zhodnoceni vlivu vysledku na psychiku pacientky
a nabidnuti dal$i pomoci. V pfipad€ odmitnuti genetického vysetfeni ze strany pacientky
je dulezité pacientku preventivné sledovat a piipadné ji zajistit preventivni operaci nebo
1é&bu, protoZe u ni pretrvava riziko vzniku nadorového onemocnéni (Subrt et al., 2015).

Genetické testovani nemusi byt pro kazdého pacienta pfinosné. U nékterych jedinci

pusobi testovani naopak nepfiznive, nejcastéji toto plisobeni zasahuje jejich socialni
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a psychickou pohodu (Struewing et al., 1995). Podle vysledki vyzkumu provedeného
Struewingem et al. (1995) ma pozitivni vysledek genetického testovani nezadouci vliv na

manzelstvi, naladu ¢i psychicky stav pacienta, coZ se projevuje tizkostmi a depresemi.
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4 Geny s dédi¢nou predispozici pro vznik nadorového onemocnéni

prsu

Vysoké riziko pro vznik nadorového onemocnéni prsu maji nositelky mutace
nékterého z genti s predispozici k rozvoji dédi¢ného karcinomu prsu. Také se u nositelek
mutace v predispozi¢nim genu objevuje karcinom mnohem diive nez u sporadické formy
onemocnéni, zasazeni prsu u nich byva oboustranné, a zaroven je u nich zvysené riziko
vzniku karcinomu S jinou lokalizaci. Mezi geny s predispozici pro vznik karcinomu prsu
patii BRCAL a BRCA2, TP53, PTEN, LKB1/STK11, ATM, CHEK2, NBS1, PALB2,
TGFp1, CASP-8 a spousta dalsich (Pohlreich et al., 2012).

4.1  Geny s nizkou penetranci

Do skupiny gent s nizkou penetranci jsou fazeny geny jako FGFR2, TNRC9,
MAP3K1, LSP1, TGF81 a CASP-8 (Pohlreich et al., 2012).

4.2  Geny se sti‘edni penetranci

Mezi geny se stiedni penetranci patii geny ATM, BRIP1, PALB2, NBS1 a CHEK2
(Pohlreich et al., 2012).

4.3  Geny s vysokou penetranci

Geny svysokou penetranci jsou BRCA1l a BRCA2, TP53, PTEN a LKB1
(Pohlreich et al., 2012). Nejvyznamnéjsi geny s vysokou penetranci, které predisponuji
ke vzniku karcinomu prsu jsou BRCAl1 a BRCA2. Velice vyznamnym vysoce
penetrantnim genem je 1 TP53, ktery souvisi s Li-Fraumeniho syndromem
(Roberts et al., 1999) a zahrnuje mimo jiné i zvySené riziko vzniku karcinomu prsu
svelmi brzkym nastupem. Zarode¢né mutace genu PTEN zpisobuji onemocnéni
nazyvané Cowdentv syndrom. U tohoto syndromu je také vyrazné zvysené riziko vzniku

nadorového onemocnéni prsu (Easton, 1999).
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5 BRCA geny

Tyto geny koduji multifunkéni  proteiny a jsou fazeny do skupiny
tumor-supresorovych genti a pokud dojde vznikem mutaci na obou alelach ptislusného
genu k vytazeni z jeho funkce, zptisobi to nespravné fungovani regulace bunééného cyklu
amuze dochazet k nekontrolovanému déleni buné€k az ke vzniku nddorového onemocnéni.
Také jsou vyznamné pro udrZeni integrity a stability genomu. Proteiny BRCA1 a BRCA2

JSou soucasti reparacnich procesi vyvolanych poskozenim DNA (Sedlakova, 2018).

5.1 Charakteristika genu BRCA1

Gen BRCAL1 (OMIM 113705) byl identifikovan v roce 1994 za pomoci metod
pozi¢niho klonovani (Nagy et al., 2004). Je lokalizovan na chromozomu 17 (17¢921) a je
slozen celkem z 24 exonu (Cibula a Petruzelka, 2009), ale jen 22 z nich je kodujicich
a jsou rozlozeny na 100 kb genomické DNA. Jeho produktem je protein, ktery je tvofen
z 1 863 aminokyselin (Hatina a Sykes, 1999). Nejvétsi exon genu BRCAL je exon 11,
ostatni exony jsou pomérné malé (Cibula a Petruzelka, 2009). Tento gen obsahuje dva
alternativni promotory nachazejici se pied exony nazyvanymi la a 1b, které zahrnuji
shluky CpG motivil, jez se opakuji. Exony la a 1b obsahuji vazebné sekvence pro
interakci s transkripénimi faktory. Zacatek transkripce neboli piepisu probiha na la ¢i 1b
exonu. Jejich transkripty se mohou nachazet v rlznych tkénich, kde maji rizné
zastoupeni. Prvni exony, 1 a 2, jsou od sebe odlisné velikosti i sekvenci, ale 1 piesto vzdy
U transkript, které obsahuji exon la, dochazi k nejvétsi expresi ve tkani mlécné zlazy
a jen transkript zahrnujici exon 1b se exprimuji v placentarni tkani (Cibula a Petruzelka,
2009).

5.2 Protein BRCA1

Protein BRCA1 obsahuje 1 863 aminokyselin (Hatina a Sykes, 1999), ma
molekulovou hmotnost 220 kDa (Rosen et al., 2003) a je ptekladan ze 7,8 kb dlouhé
majoritni mRNA, kterou koduje gen BRCAL (Hatina a Sykes, 1999). BRCAL1 protein se
vyskytuje v bunééném jadie a maximalni exprese probiha v G2 a S fazi buné¢ného cyklu

(Cibula a Petruzelka, 2009). K vyznamné expresi BRCA1 proteinu dochazi v brzliku
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(Hatina a Sykes, 1999). BRCAL protein se sklada z N-terminalni oblasti s RING
doménou, centrdlni oblasti a C-terminalni oblasti se dvéma BRCT doménami

(Clark et al., 2012).

5.2.1 RING doména

V N-terminalni ¢asti je umisténa doména zvana RING (Nagy et al., 2004), ktera je
tvofena ,,RING finger doménou, o helixy a B skladanymi listy (Clark et al., 2012).
»RING finger“ doména ma motiv zine¢natého prstu (Hatina a Sykes, 1999). RING
doména je slozena ze sedmi konzervovanych zbytkt cysteinu a jednoho histidinu, které
zprostiedkovavaji vazbu se dvéma zine¢natymi Kationty, které stabilizuji tuto strukturu.
»RING finger* je tedy kulovita struktura, jejiz jadro se sklada ze tfi vlaken P skladaného
listu, centralni spiraly o helix a ohraniCujicich spiral o helix, které se k,,RING
finger® stavi kolmo. Proteinova doména ,,RING finger* je soucasti fady dalSich proteinti
(Clark et al., 2012). V oblasti ,,RING finger“ u BRCAL genu byly nalezeny mutace
s nadorovou predispozici (Meza et al., 1999). Dochazi k vzajemnému plisobeni mezi
doménou RING a DNA. Monomery BRCA1 proteinu nejsou moc stabilni, tvoii tedy spise
homodimery, ale jest¢ castéji sSe spojuji sproteinem BARD1 ve velmi
stabilni heterodimery (Meza et al., 1999). K tomuto spojeni dochazi v N-terminalnich
oblastech proteint pies jejich ,,RING finger domény. Tyto domény na BRCA1i BARDI1
proteinu jsou nezbytné nutné k vytvoieni jejich heterokomplexu (Hashizume et al., 2001).
»RING finger® doména heterokomplexu téchto proteinti se vyznaCuje podstatnou
ubikvitin ligazovou aktivitou, ktera mize byt naruSena mutaci RING domény v proteinu
BRCAL. ,,RING finger* domény homodimerd BRCA1 a BARDI1 vykazuji o dost nizsi
ubikvitin ligadzovou aktivitu. Ubikvitin ligazova aktivita je dulezita pii ubikvitinci, kdy
dochazi ke tvorbé polyubikvitinovych fetézct na substratovych proteinech a tento d¢j je
katalyzovan pravé ubikvitin ligazou neboli E3. Tyto ubikvitinové substraty jsou
proteazomem okamzit¢ degradovany (Hashizume et al., 2001). V tomto procesu maji
velky vyznam dva enzymy — E1, coz je enzym aktivacni a E2 neboli enzym konjugacni.
K aktivaci ubikvitinu dochézi diky enzymu E1 za spotfeby ATP. Zaroven dojde k ligaci
karboxylové skupiny nachazejici se v C-terminalni oblasti ubikvitinu na aktivni
cysteinovy zbytek, ktery je umistény na enzymu E1. Poté nasleduje pienos ubikvitinu na

dalsi aktivni cysteinovy zbytek, ktery je umistény na enzymu E2. Nakonec je ubikvitin
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pfenesen az na substratovy protein, ktery ma byt degradovan. Tento protein je rozpoznan
pomoci E3 ubikvitin ligazy. Enzymy E1 a E2 jsou tedy dulezité pro transport ubikvitinu
na substratovy protein urceny k degradaci (Li a Ye, 2008). Tento proces ma jednu velice

dualezitou funkci — slouzi k ,,0znaceni* proteinu, ktery ma byt degradovan v proteazomu

(Lorick, 1999).

5.2.2 Centralni oblast

Centralni oblast BRCA1 proteinu je obklopen RING a BRCT doménami, nachazi se
tedy uprostied proteinu (Mark et al., 2005) a je kodovana exony 11-13
(Masuda et al., 2016). Tato oblast obsahuje pfiblizné 1500 aminokyselin
(Mark et al., 2005), které nejsou nijak uspoiadané. Jejich neuspotadanost je divodem
strukturni flexibility centralni oblasti BRCAT1 proteinu. Strukturalni flexibilita této oblasti
je dulezitd pro spoustu interakei. VéEtSina z téchto interakci se ti€astni opravy DNA, jsou
to napiiklad interakce s proteiny p53, RAD50, FANCA, ale i RADS51
(Naseem et al., 2006). Nejveétsi cast BRCAT proteinu je kodovana praveé touto centralni
oblasti, ale jeji funkce neni stale jesté objasnéna (Masuda et al., 2016). Exon 11 je velice
vyznamny, protoze koduje nejvice proteinu, je to vice nez 60 %. Dale jsou na exonu 11
umistény dva jaderné lokaliza¢ni signaly (NLS) a také zde dochazi k interakci mezi nim
a nékterymi proteiny, konkrétné¢ mezi RADS51, p53, Rb ac-myc (Nagy et al., 2004).
Vazba BRCAL1 proteinu a DNA probihd v oblasti, kterou koduje pravé exon 11
(Masuda et al., 2016).

5.2.3 BRCT domény

V C-terminalni oblasti se nachazi transkripéné aktivacni doména a také zde dochazi
k vzajemnému puisobeni S RNA polymerazou II i dalsimi proteiny (Nagy et al., 2004).
Tato doména zahrnuje dv¢ tandemova opakovani BRCT (Yuetal., 1998). BRCT domény
se rozkladaji na sekvenci aminokyselin 1650—1863. Jedno opakovani BRCT domény je
tvofeno tfemi a helixy, které obaluji  skladany list sloZzeny ze Ctyf vlaken. Tyto tfi
a helixy jsou poskytovany BRCT doménami — o helix 2 je z BRCT1 a a helix 1 a 3 se
nachazeji na BRCT2. Poté se dvé opakovani BRCT sbaluji dohromady a spojuje je
linkerova Sroubovice. Struktura ¢tyfvlaknového  skladaného listu obalend tfemi a helixy

tvofi hydrofobni jadro (Clark et al., 2012).
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Hlavni funkci BRCT domén je zprostfedkovani fosfoproteinové interakce probihajici
mezi proteinem BRCAL1 a proteiny, které¢ jsou fosforylovany prostfednictvim ATM
a ATR, coz jsou kinazy k jejichz aktivaci dochézi pii poskozeni DNA. BRCT domény
fadime do dvou skupin podle toho, jaké rozeznavaji fosfoproteiny. Mame domény BRCT
tiidy I a tfidy II. BRCT zatazené do tiidy I rozeznavaji zbytky fosfoserinu (pSer) a tfidy 11
rozeznavaji kromé zbytkl fosfoserinu (pSer), také zbytky fosfothreoninu (pThr)
(Clark et al., 2012). BRCT domény jsou pro gen BRCAL velice dilezité, diky nim je
schopny regulovat transkripci RNA (Yu et al., 1998). Domény BRCT se objevuji
I U spousty dalSich proteind, které se ucastni opravy DNA a také regulace bunéného

cyklu (Venkitaraman, 2001).

5.3  Charakteristika genu BRCA2

Kobjeveni genu BRCA2 (OMIM  600185) doslo vroce 1994
(Cibula a Petruzelka, 2009) a klonovan byl v roce 1995 (Davies et al., 2001). BRCA2 lezi
na chromozomu 13 (13g912-13). Obsahuje 27 exond, které jsou rozlozeny do oblasti asi
70 kb genomické DNA (Hatina a Sykes, 1999). Z 27 exonu je kodujicich pouze 25
(Cibula a Petruzelka, 2009). Nejvétsimi exony na BRCA2 jsou 10 a 11 a praveé tyto dva
exony zahrnuji 59 % celé kodujici sekvence. Dalsi exony tohoto genu jsou pomérné
kratké (Cibula a Petruzelka, 2009). Protein produkovany timto genem obsahuje 3 418
aminokyselin (Hatina a Sykes, 1999).

5.4 Protein BRCA2

Genem BRCAZ2 je kodovana 11-12 kb dlouha mRNA, diky niz vznika tento protein,
ktery je sloZen ze 3 418 aminokyselin. Tento protein ma molekulovou hmotnost 390 kDa.
Ve stifedu proteinu BRCA2 se nachazi osm opakujicich se sekvenci, které se nazyvaji
BRC opakovani a jsou kodovany exonem 11. BRC opakovani maji vysoce
konzervovanou strukturu (Davies et al., 2001). C-terminalni oblast obsahuje jaderny
lokaliza¢ni signal (NLS), ktery ma tandemové usporadani. Protein BRCA2 se nachazi
Vjadfe buiky a kjeho exprimaci dochazi vG2 a Sfazi bunécného cyklu
(Cibula a Petruzelka, 2009).

Protein BRCA2 se spolec¢né s proteinem BRCAL podili na opravé DNA. Diky

tomuto proteinu dochazi také K fizeni aktivity RAD-51 a ta se uplatfiuje pii homolognich
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rekombinacich (Nagy et al., 2004). Sest BRC opakovéani se uéastni interakce mezi
proteiny BRCA2 a RADSI, konkrétné se jedna o opakovani BRC1-BRC4, BRC7 a
BRCS8. Po vazbé proteinu RAD51 s DNA dojde k tvorbé nukleoproteinovych vlaken, v
nichz je DNA obklopena a uzaviena do proteinového obalu. Pfi interakci mezi RADS1 a
BRC3 nebo BRC4 na BRCA2 proteinu dochazi k zablokovani tvorby tohoto
nukleoproteinového vlakna. Zmény v BRC3 jsou sice podobné mutacim v BRCA2, které
jsou uzce spjaty s rakovinu, ale nemaji tento uc¢inek. V bunkéch obsahujicich zkraceni
fetézce proteinu BRCA2 spojené s karcinomem je chybny transport RADS1 do jadra.
BRCAZ2 protein je schopen regulovat umisténi uvniti buriky, ale i schopnost proteinu
RADS51 vazat DNA (Davies et al., 2001). Po vyfazeni genu BRCA2 z funkce dojde
ke ztraté kontroly a regulace jeho proteinu a nasledkem toho muze dojit ke genomické

nestabilité, ale také k onkogenezi. (Davies et al., 2001).

55  Spole¢na funkce proteini BRCA1 a BRCA2

Geny BRCAL1 a BRCA2 koduji tyto jaderné fosfoproteiny, které jsou soucasti
multiproteinovych komplext a ty se podileji na opravach dvoutetézcovych zlomid DNA,
zejména mechanismem homologni rekombinace, ale zaroven se ucastni regulace

bunécéného cyklu a transkripce (Kolafova, 2017).
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6 Mutace v BRCA genech

Zatim bylo objeveno vice mutaci u BRCA1 genu nez u BRCA2. Nejvice se vyskytuji
frameshift mutace, coz jsou mutace posunové, které vznikaji inzerci ¢i deleci jednoho
nebo dvou nukleotidi a v dasledku toho pak dochazi k posunu cteciho ramce. Dalsi
Castou mutaci je nonsense, coz je bodova mutace, pii které dochazi k nahrazeni
konec prtekladu bilkoviny. Frameshift a nonsense mutace jsou divodem zkraceni
bilkoviny a ztraty jeji funkce. V mensi mife nez vyse zminéné mutace, se také objevuje
mutace missense, ke které dochazi nahrazenim nukleotidu v kodénu a tim k zafazeni
chybné aminokyseliny pfi tvorbé bilkoviny. Tyto mutace tvofi méné nez 10 % vSech
mutaci BRCA gent (Nagy et al., 2004).

V dasledku mutaci BRCA1 a BRCA2 gent dochazi k vyraznému zvySeni
celozivotniho rizika vzniku karcinomu prsu a ovarii, ale zaroven i K vzrastu rizika dalsich
zhoubnych onemocnéni. Jednd se zejména o karcinomy kolorekta, endometria, tenkého
stteva, zaludku, prostaty, slinivky, Zlu€ovych cest a melanomu (Kolafova, 2017).
U mutaci BRCAL genu jsou to pfedevsim nadory tlustého stfeva a nadory prostaty u muzi

a u mutaci genu BRCAZ2 to byvaji nadory pankreatu a melanomy (Prausova, 2010).
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7 Cile prace

Cilem mé bakalatské prace bylo:
1. Seznamit se s nejcastéjSimi hereditarnimi karcinomy, jejich predispozi¢nimi geny
a metodami pro analyzu mutaci.
2. Piipravit 20 vzorku a nasledné je vySetfit sekvena¢ni metodou a seznamit se s dalsi
moznou technikou pro genetické vysetfeni vzorku, a to s metodou MLPA.

3. Provést analyzu a srovnani dat ziskanych sekvenaci s udaji z genetické databaze NCBI,

popiipadé klasifikaci nalezenych mutaci.
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8 Metodika

Praktickou ¢ast mé bakalaiské prace jsem vykonala v laboratofi Zdravotné socialni
fakulty Jihoeské Univerzity v Ceskych Bud&jovicich a sekvenovani vybranych tsekt
BRCA genu jsem nechala provést formou sluzby u firmy Genseq S.r.0. Analyzovala jsem
20 anonymizovanych vzorkli od ndhodné¢ vybranych jedinct pfevazné z JihocCeského
kraje. U vySetfovanych jedinct tedy nebylo pfimo indikovano genetické vySetfeni gent
BRCAL a BRCA2. U této skupiny jedinct jsem provedla odbér vzorka s naslednou izolaci
DNA. Z vyizolovanych vzorkl jsem pomoci metody PCR naamplifikovala vybrany usek
genu, zkontrolovala jeho pfitomnost prostfednictvim elektroforézy, precistila tento PCR
produkt a poté odeslala k sekvenaci. S vysettovaci metodou MLPA jsem méla byt blize
seznamena na pracovi$ti Pronatal v Praze, coz mi nebylo umozZnéno vzhledem k aktualni
situaci ohledné koronaviru COVID-19. Zaklady vySetfeni pomoci metody MLPA jsem
nastudovala z odborné literatury a pracovnich protokoli od firmy MRC Holland.

8.1 Odbér vzorku

V praktické ¢asti jsem nejdiive odebrala vzorky DNA. Vzorky jsem ziskala pomoci
bukalniho stéru, a poté z nich provedla izolaci DNA. Pacienty jsem fadné poucila, ze by
minimalné hodinu pied provedenim bukalniho stéru neméli nic jist ani pit, pouze Cistou
vodu. Bukalni stér jsem provadéla sterilnim vytérovym tamponem, kterym jsem po dobu
jedné minuty stirala bukalni sliznici dutiny Ustni a tamponem jsem zaroven otacela pro
vyuziti celé jeho plochy. Vytérovy tampon jsem poté vlozila do zkumavky a fadné

oznadila.

8.2 Izolace DNA

Kizolaci jsem vyuzila komeréné dodavany kit zaloZzeny na specidlnich
mikrokolonkach od firmy Generi Biotech (kit for isolatin of DNA). Pfi izolaci jsem

postupovala podle pracovniho navodu od vyrobce Generi Biotech.

Pracovni postup:

Jesté pred provedenim samotné izolace jsem zapnula vodni lazen a vyhtala elu¢ni

pufr BL4 na 70 °C a nechala jsem rozpustit proteinazu K.
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Dale jsem nadepsala stitky a 1,5 ml mikrozkumavky oznacila ¢isly ze stitkt. Do
téchto mikrozkumavek jsem sterilné odstiihla vytérové tampony, pridala 200 ul PBS,
200 ul BL1 a 25 ul proteinazy K, poté jsem fadn¢ zvortexovala.

Vzorky jsem nechala inkubovat 15 minut pfi teplot¢ 70°C. Béhem inkubace jsem
si pro kazdy vzorek ptipravila jednu kolonku a dvé sbérné zkumavky. Kolonky jsem si
popsala odpovidajicimi ¢isly danych vzorkd, vlozila do sbérnych zkumavek a nalepila
si Stitky na 1,5 ml mikrozkumavky pro kone¢nou DNA. Po inkubaci jsem vzorky
zvortexovala a kratce stocila. Poté jsem piidala 210 ul 96% ethanolu a opét zvortexovala
a stocila.

Steriln¢ jsem odstranila vytérové tampony a lyzat z kazdé mikrozkumavky jsem
pfepipetovala na pfedem piipravené a 0znac¢ené kolonky a provedla centrifugaci po dobu
1 minuty pii 11000 X g.

Poté jsem kolonky opatrné piemistila do novych sbérnych zkumavek a filtrat i se
zkumavkou vyhodila. Nasledné jsem ptidala 500 pl pufru BL2 a nechala sto¢it 1 minutu
pti 11000 x g. Filtrat ze sbérnych zkumavek jsem vylila a piidala jsem 600 pl
promyvaciho pufru BL3 a nechala centrifugovat po dobu 2 minut pfi 11000 x g. Opét
jsem vylila filtrat ze sbérnych zkumavek a provedla centrifugaci po dobu 30 sekund pfi
11000 x g. DNA zustala navazana na silikagel v kolonce, proto jsem sbérnou zkumavku
s filtratem vyhodila.

Kolonku s DNA jsem opatrné ptendala do pfipravené a oznacené 1,5 ml zkumavky
pro koneénou DNA. Ptidala jsem 20 ul pfedehiatého pufru BL4 a nechala jsem inkubovat
5 minut pii pokojové teploté. Po uplynuti této doby jsem vzorky stocila 1 minutu pfi
11000 x g. Roztoky DNA jsem ptepipetovala na kolonku, nechala 5 minut inkubovat
a znovu centrifugovala po dobu 1 minuty pti 11000 x g. Kolonku jsem vyhodila a ziskala
jsem cistou DNA v fadné oznacené 1,5 ml mikrozkumavce. Vyizolovanou DNA jsem

skladovala pti teploté —20 °C.

8.3 Meéreni koncentrace vzorka DNA

Pro méfeni koncentrace DNA jsem pouzivala piistroj Colibri Microvolume
Spectrometer. Pomoci mikropipety jsem odebrala 1 pl vzorku DNA a umistila ho do
ptistroje. Koncentraci vzorki jsem méfila proti pufru BL4. Namétené koncentrace vzorkt

se pohybovaly v rozmezi 20-150 ng/ul.
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84 PCR

PCR metoda slouzi k amplifikaci neboli vytvoieni dostatecného mnozstvi kopii
vybraného useku DNA pro dalsi analyzu. Do kazdé PCR reakce je nutné dat DNA, dva
primery (F — forward a R — reverse), které nam ohrani¢i vybrany tsek DNA, nukleotidy,
které slouzi jako zékladni stavebni kameny a DNA polymerazu, coz je kli¢ovy enzym pro
syntézu PCR produktu. PCR reakce probiha v pfistroji zvaném tepelny cyklova¢ neboli
termocykler, ktery obsahuje tepelny blok s otvory, do kterych se vkladaji mikrozkumavky
s reakéni PCR smési. Termocykler zvySuje a snizuje teplotu tohoto bloku. Nejdiive
dochazi k zahtati reakéniho roztoku, coz vede Kk denaturaci, tedy rozdéleni
dvousroubovice DNA na dvé vlakna. Nasledné se teplota snizi a dojde k nasednuti
primerti na vybrané useky DNA. Dale dochazi opét ke zvyseni teploty, pii které je DNA
polymerdza schopna prodluzovat primery pfidavanim nukleotidi do rozvijejiciho se
fetézce DNA. Opakovanim téchto krokli dochazi k amplifikaci molekul DNA
(Garibyan a Avashia, 2013).

Pouzité primery pro PCR

Pro svou praci jsem vyuZila primery syntetizované firmou Generi Biotech. Vsechny
pouzité primery vcetné jejich sekvenci jsem uvedla v tabulce 1.

Primery od vyrobce vzdy ptijdou V lyofilizovaném stavu a musi byt nafedény na
koncentraci 100 pmol/ul PCR vodou. Tento zasobni roztok primeru jsem natedila na
koncentraci 10 pmol/ul — do adné oznacenych mikrozkumavek jsem napipetovala 5 pl

zasobniho roztoku primeru a 45 pl PCR vody.

Tabulka 1. Sekvence primeri pouzitych pro PCR

Primer Sekvence Délka
BRCAlexon10/8F |5 —TGGCACTCAGGAAAGTATCT -3’ 20 bp
BRCAlexon10/8R |3 - ACAAAACCTAGAGCCTCCTTTGA -5’ 23 bp
BRCAl1exon10/12F | 5" - GGAGTCCTAGCCCTTTCACC -3’ 20 bp
BRCALlexon 10/12R | 3" - GCTCCCCAAAAGCATAAACA -5’ 20 bp
BRCAlexon 19 F 5 - TGCTCCACTTCCATTGAAG -3’ 19 bp
BRCAlexon19R 3" — AATCCAAATTACACAGCCTCTC - 57 22 bp
BRCA2exon 11/17F | 5" —TTGAAGGTGGTTCTTCAGAA -3’ 20 bp
BRCA2 exon 11/17R | 3 — CATACCAAGTCTACTGAATAAACAC -5 | 25bp

Zdroj: viastni
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Pracovni postup:

Nejdiive jsem si fadné popsala 0,2 ml PCR mikrozkumavky. Do kazdé
mikrozkumavky jsem odpipetovala 1,5 pl primeru forward, 1,5 ul primeru reverse, 7,5 ul
MasterMixu a 2-3 ul DNA v zavislosti na jeji koncentraci. Dale jsem mikrozkumavky
doplnila PCR vodou do celkového objemu 15 pl. Poté jsem mikrozkumavky zvortexovala,
sto¢ila, umistila do cycleru a nastavila program podle teplotniho profilu uvedeného

v tabulce 2.

Tabulka 2. Teplotni profil PCR

Proces Teplota | Doba | Pocet cyklii
Pocate¢ni denaturace | 95°C |10 min | 1
Denaturace 95°C |30s

Annealing 60°C |30s 35

Extenze 72°C |1 min

Konecna extenze 72°C |10min |1

Chlazeni 12°C |12hod |1

Zdroj: vlastni

8.5  Elektroforéza PCR produkti

Elektroforéza se vyuziva pro separaci proteinti, DNA ¢i RNA. Nukleové kyseliny
jsou zaporné¢ nabité molekuly odd€lovany na zakladé jejich rozdilné pohyblivosti
v elektrickém poli. Nukleové kyseliny se pohybuji od katody k anodé. Pohyblivost
molekul zavisi na jejich molekulové hmotnosti — mensi molekuly se v daném nosici
(v tomto pripadé v gelu) pohybuji rychleji nez vétsi molekuly. V gelu se tedy nejrychleji
pohybuji molekuly s nizkou molekulovou hmotnosti. K vizualizaci oddélenych molekul
se vyuzivaji barviva ethidium bromid nebo SYBR green a ke konecnému zviditelnéni je
nutné gel prosvitit UV zafenim (Magdeldin, 2012). Gelovou elektroforézu jsem vyuzila

pro ovéteni, zda amplifikace vybraného tiseku DNA probéhla v potradku.

Pracovni postup:
Zacala jsem piipravou 3% agar6zového gelu. Pro ptipravu gelu jsem nejprve do
bailkky navazila 3 g agardzy a pfilila 100 ml 1xTBE. Poté jsem baiiku zahtivala
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v mikrovinné troub¢, dokud jsem se nezbavila bublin. Obsah banky jsem prubézné
promichavala. Banku jsem ochladila proudem studené vody, ptidala 10 pl ethidium
bromidu (s touto chemikalii jsem pracovala v rukavicich a velice opatrné, protoze je to
nebezpe¢ny karcinogen) a promichala. Poté jsem gel nalila do formy, umistila jsem
hiebinek, ktery vytvoril vgelu jamky a nechala ho ztuhnout. Mezitim jsem do
elektroforetické vany nalila elektrolyt, kterym byl v tomto ptipadé TBE pufr. Ztuhly gel
jsem umistila do elektroforetické vany. Nasledné jsem do prvni jamKy napipetovala 5 pl
100bp DNA ladderu (obr. 2), tzv. zebiik a do dal$ich jamek 5 pl jednotlivych PCR
produktii. Poté jsem nasadila viko na elektroforetickou vanu, ke které jsem nasledné
ptipevnila elektrody a ptipojila ke zdroji. Proud postupoval od katody smérem k anodé.
Elektroforéza probihala pti 110 V po dobu 35 minut. Po dobéhnuti elektroforézy jsem
odpojila elektrody a sundala viko z elektroforetické vany. Gel jsem ptemistila na UV
transluminator, kde jsem ho prosvitila UV zafenim. Nakonec jsem gel vyfotografovala
(obr. 3) a zlikvidovala. Barvivo ethidium bromid navazané na DNA fragmenty pii
prosviceni gelu UV zafenim zviditelnilo PCR produkty. Diky tomu jsem z fotografie gelu

dokazala urcit, zda PCR probéhla spravné.

Obrazek 2. Pouzity DNA ladder — 100 bp
Zdroj: viastni
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Obrdazek 3. Fotografie gelu po probéhnuté elektroforéze PCR produktii
Zdroj: viastni

8.6  Prelisténi PCR produkti

Pracovni postup:

Do 0,2 ml mikrozkumavek jsem napipetovala 5 ul PCR produktu, 0,5 pul EXO |
a1l ul rSAP. Poté jsem obsah mikrozkumavek zvortexovala, kratce stocila, umistila je do
cycleru a zapnula program EXO s teplotnim profilem uvedenym v tabulce 3. Tento

program zahrnoval inkubaci vzorki a naslednou inaktivaci enzymd.

Tabulka 3. Teplotni profil PCR — program EXO

Proces Teplota | Doba
Inkubace 37°C 15 min
Inaktivace enzymi | 80 °C 15 min

Zdroj: viastni

8.7  Priprava na sekvenaci

Oznacila jsem si 1,5 ml mikrozkumavky ¢arovym koédem piimo od firmy Genseq.
Druhou c¢ast kodu jsem si vlepila do sesitu kpopisu ptislusnych vzorkd. Do
1,5 mikrozkumavek jsem napipetovala 5 pl primeru (do jedné mikrozkumavky primer F
a do druhé R), 1 pl precisténého PCR produktu (pokud na elektroforeogramu byly slabsi
pruhy amplifikovanych tsekit DNA, tak jsem piidala 1,5 ul) a doplnila PCR vodou do
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celkového objemu 10 pl. Nésledné jsem zkumavky tadné uzaviela a vlozila do schranky
firmy Genseq s.r.o. a nechala vzorky osekvenovat formou sluzby u této firmy. Na

obrazku 4 je ¢ast sekvence exonu 10/8 BRCA1 genu zdravého jedince bez mutace.

370 380 380 4
T CAAG G A AAGAAT GAGT CTAATATTCAAGTCTCTG

Il

Obrazek 4. Ukazka casti sekvence bez mutace (gen BRCAL exon 10/8)

Zdroj: vlastni

8.8  Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani je také nazyvano jako dideoxy sekvenovani a spociva
v prodluzovani sekvence primeri pomoci DNA polymerazy a je ukon¢eno zatazenim
znaceného ddNTP. Pfed provedenim sekvenace je nutné nejdiive provést denaturaci
dvousroubovicové struktury DNA na jednotliva vldkna, ¢ehoZ 1ze dosdhnout zahiatim
vzorku. Nasledn¢ se na jedno z vlaken navaze kratky primer, ¢imz je zajisténo, ze dojde
k sekvenaci pouze jednoho fetézce DNA. Navazany primer ma smér 5'— 3, z toho
divodu na jeho 3" konci dojde k zahajeni syntézy nového vlakna podle templatového
vlakna DNA, které ma smér 3" — 5" (Kuciel a Urban, 2016)

Diive se sekvenace provadéla nasledujicim zpasobem (Kuciel a Urban, 2016).
Reakce probihala ve 4 zkumavkach (Campbell a Reece, 2006), kazda z nich obsahovala
jednofetézcovou DNA, primer, deoxynukleotidy (dATP, dTTP, dGTP a dCTP), DNA
polymerazu (Kuciel a Urban, 2016) a jeden specificky radioaktivné znaceny
dideoxynukleotid (ddATP, ddTTP, ddGTP a ddCTP) (Campbell a Reece, 2006).
Dideoxynukleotidy maji na tfetim uhliku misto OH skupiny vodik (H), ¢imz se 1i8i od
deoxynukleotidd. V reakci musel byt nadbytek ANTP nad ddNTP (pfiblizn€ v pomeru
100 : 1) kvali zajisténi spravného prubéhu klasické syntézy DNA (Snustad, 2017). Diky
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radioaktivnimu ddNTP bylo snadné detekovat posledni zafazeny nukleotid. Pii reakci
vzniklo velké mnozstvi rizné dlouhych vlaken. Jednotliva vldkna byla syntetizovana
pomoci DNA polymerazy, ktera zatazovala ANTP do nov¢ vznikajiciho vlakna, jehoz
syntéza byla ukon¢ena nahodnym zatazenim ddNTP, coz vedlo k neschopnosti piipojit
dalsi nukleotid do nov¢ vznikajiciho vlakna. Vysledkem této reakce byly DNA fragmenty
ukonéeny radioaktivné znacenymi ddNTP. Nasledovala separace DNA fragmentt
pomoci gelové elektroforézy, pii niz doslo k rozdéleni téchto fragmenti (Kuciel a Urban,
2016), jejichz délka byla odlisna vzdy o jeden nukleotid, a k identifikaci typu poslednich
znaCenych ddNTP se pouzivala autoradiografie (technika k prikazu radioaktivnich
prouzki) (Campbell a Reece, 2006).

V dnes$ni dob¢ jiz existuji pistroje pro automatizované sekvenovani. Tyto pfistroje
umoznuji  provedeni celé sekvenaéni reakce pouze Vjedné zkumavce
(Kuciel a Urban, 2016), a to piedevsim diky nahrazeni gelové elektroforézy za kapilarni
(Swerdlow a Gesteland, 1990) a mozZnosti pouziti fluorescenénich barev pro znaceni
ddNTP (Campbell a Reece, 2006). Po probéhnuti sekvenaéni reakce je vyuzito pravé
kapilarni elektroforézy a laserového zatizeni k zachyceni signalu z fluorescencné
znac¢eného ddNTP (kazdy nukleotid je znaceny jinou fluorescencni barvou). Vysledkem
je elektroforeogram s barevnymi piky, jejichZz vrcholy jsou podle barvy piifazeny
K jednotlivym nukleotidim a na zakladé toho jsou barevné vrcholy automaticky
prevedeny do sekvence bazi. Z elektroforeogramu je tedy patrna sekvence vlakna DNA,

kterou je mozné vyhodnotit srovnanim s genetickou databazi (Kuciel a Urban, 2016).

89 MLPA

MLPA je technika pouzivana k detekci nebalancovanych zmén v genomu, tedy
intragenovych deleci a duplikaci (Bunyan et al., 2004). Tato metoda umoziuje vysetfit
pocet kopii kédujicich oblasti, tedy exonii, daného genu (Ewald et al., 2009). MLPA je
jednoducha, multiplexni PCR technika, ktera pouziva jediny par primert k amplifikaci az
60 sond, znichz je kazda wuréena k detekci specifické sekvence DNA
(MLPA: Gold Standard for DNA Copy Number Determination, 2020). MLPA probiha
v 5 krocich. V prvnim kroku dochdzi k denaturaci precisténé DNA, poté se pies noc
necha zdenaturovana DNA inkubovat se smési MLPA sond. Kazda sonda je slozena ze
dvou c¢asti: zlevého a pravého oligonukleotidu. Kazdy oligonukleotid obsahuje

hybridizaéni sekvenci pro PCR primer, pravy oligonukleotid navic zahrnuje vycpavkovou
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sekvenci, kterd dava kazdé sond¢ jedinecnou délku, ¢imz umoziuje odliSeni jednotlivych
sond. V této fazi oba oligonukleotidy hybridizuji na sousedici cilové sekvence DNA.
Druhy krok zahrnuje ligaci sond enzymem ligazou, ktera probéhne pouze v ptipad¢, zZe
oligonukleotidy nasedly na bezprostiedné sousedici cilové sekvence. Z tohoto divodu je
ligace vysoce specifickou reakci. Nasledné jsou Ve tifetim kroku vSechny ligované sondy
amplifikovany metodou multiplexni PCR (Principle of MLPA, 2020), ktera probiha
v termocykleru za pouziti jediného univerzalniho paru primerd (MLPA® General
Protocol, 2019). Jeden z PCR primeru je fluorescenéné zna¢eny a druhy je neznaceny.
Fluorescen¢ni znaceni umoznuje vizualizaci amplifikovanych produkti pii separaci
fragmentd, kdy ziskame elektroforeogram specificky pro dany vzorek (MLPA® General
Protocol, 2019). Ve ¢tvrtém kroku dochazi k separaci fragmentt kapilarni elektroforézou,
kde jsou PCR produkty rozdéleny podle jejich délky (Principle of MLPA, 2020).
Vysledkem kapilarni elektroforézy je elektroforeogram (MLPA® General Protocol, 2019).
Posledni fazi je analyza dat pomoci specialniho software (Principle of MLPA, 2020).

Pracovni postup:

Optimalni mnozstvi lidské DNA je 50-100 ng v 5 pl vzorku DNA pro kazdou MLPA
reakci. Nejdiive se oznacily zkumavky, do kterych se napipetovalo 5 pl vzorku DNA
a Vv ptipad¢ referencnich roztoki (bez DNA) se do zkumavek napipetovalo 5 pl TE.
Zkumavky se umistily do termocykleru a zahiivaly se po dobu 5 minut na teplotu 98 °C,
aby doslo k denaturaci DNA (MLPA® General Protocol, 2019).

Poté se vzorky ochladily na pokojovou teplotu, vyndaly se ztermocykleru
a Vv laminarnim boxu se do kazdé zkumavky ptidaly 3 pl hybridizaéniho Master Mixu,
ktery byl pfipraven pro kazdou reakci smichanim 1,5 pul MLPA pufru a 1,5 pl smési
MLPA sond, poté byla tato smés fadn¢ promichana pipetou. Nasledné se vzorky
inkubovaly 1 minutu pti 95 °C, poté se teplota snizila na 60 °C a pfi této teploté probihala
hybridizace po dobu 16 hodin (MLPA® General Protocol, 2019).

Poté se v laminarnim boxu piipravil Master Mix s enzymem ligazou-65 — pro kazdou
reakci se smichalo 25 pl PCR vody, 3 pl ligazového pufru A, 3ul ligazového pufru B,
poté se pridal 1 pl enzymu ligazy-65 a smés se dobie promichala pipetovanim. Po
hybridizaci se snizila teplota v termocykleru na 54 °C. Do kazdé zkumavky se ptidalo
32 pl Master Mixu s enzymem ligdzou-65 a opét fadne promichalo pomoci pipety. Poté

se vzorky inkubovaly 15 minut pfi 54 °C a nasledovala inaktivace enzymu ligazy-65

40



zvySenim teploty na 98 °C, ktera byla udrzovana po dobu 5 minut. Poté se vzorky
ochladily na pokojovou teplotu (MLPA® General Protocol, 2019).

V laminarnim boxu se pfipravil polymerazovy Master Mix — pro kazdou reakci se
smichalo 7,5 ul PCR vody, 2 ul SALSA PCR smési primeru, poté se piidalo 0,5 pl
SALSA polymerazy a pomoci pipety se roztok promichal. Nasledn¢ se ptidalo do kazdé
reakce 10 upl polymerazového Master Mixu o pokojové teploté, poté se zkumavky
premistily do cykleru a byla zahajena PCR s 35 cykly, kdy jeden cyklus probihal podle
nasledujiciho teplotniho profilu — 95 °C po dobu 30 sekund, 60 °C po dobu 30 sekund,
72 °C po dobu 60 sekund. Po probéhnuti téchto 35 cykld nasledovalo zahtati na 72 °C a
inkubace pfi této teploté po dobu 20 minut a poté ochlazeni na 15 °C, kdy byla reakce
ukonéena (MLPA® General Protocol, 2019).

Po probéhnuti PCR reakce byly odd€leny jednotlivé fragmenty metodou kapilarni
elektroforézy. Poslednim krokem byla analyza dat pomoci specialniho programu, firma
MRC Holland doporucuje bezplatny software coffalyser.net (MLPA® General Protocol,
2019). Tento program stanovi relativni pocet kopii exont vySetfovaného genu, tak ze
porovna vysky pika referencnich a cilovych sond ve vysetfovanych vzorcich s témi ve

vzorcich referen¢nich se znamym poctem kopii (Principle of MLPA, 2020).

Vysetieni vzorki MLPA metodou jsem si nemohla vyzkouset, z toho divodu jsem
si metodu nastudovala z odbornych ¢lanki. Z protokolu od MRC Holland jsem vybrala
na ukazku dva vysledky MLPA analyzy, které jsou zobrazeny na obrazku 5. Jedna se o
vystupy z kapilarni elektroforézy a programu Coffalyser.net. Kazdy typ vystupu zahrnuje
dva grafy — jeden pro referencni vzorek a druhy pro vySetfovany vzorek. V horni ¢asti
obrazku jsou elektroforeogramy, kde jsou vyobrazeny jednotlivé piky a kazdy pik
znazornuje specifickou MLPA sondu a v grafu vysetfovaného vzorku je patrny pokles
dvou cilovych sond (jedna se o sondy v ¢ervenych krouzcich). Vyhodnoceni tohoto grafu
se provadi vizualn€, porovnanim vysek pika u referencnich a vySetfovanych vzorka, a
nasledné pomoci specialniho programu Coffalyser.net, jehoz vystupy jsou zobrazeny
Vv dolni ¢asti obrazku a znazoriiuji relativni pocet kopii. Ve vystupu vysetfovaného vzorku
z programu Coffalyser.net je patrna heterozygotni delece u prvnich dvou cilovych sond.
V grafech jsou jako T (target) oznaceny sondy cilové a R (reference) jsou sondy
referenéni. Tyto grafy neznazornuji analyzu BRCA genii, jedna se pouze 0 vzorové
vysledky, které jsem pouzila pro stru¢né vysvétleni, jak se provadi interpretace vysledkil

MLPA analyzy.
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Obrazek 5. Vystupni grafy MLPA analyzy
Zdroj: MLPA® General Protocol, 2019

Dale jsem z odbornych ¢lankt vybrala dva vysledky MLPA analyzy provedené
ptimo u BRCAL genu. Na obrazku 6 jsou ¢tyii elektroforeogramy — na prvnim je zobrazen
zaznam exond BRCAL genu zdravého jedince s kontrolami, na druhém jsou viditelné
delece exont 5-14, na tietim delece exonti 21-22 a ¢tvrty obsahuje delece exonti 18-19.

Na obrazku 7 je vystup z programu Coffalyser.net pro analyzovany BRCA1 gen, kde je

patrna delece jeho exonu 6.
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Obrazek 6. Elektroforeogramy zobrazujici exony BRCAL genu z vysetieni MLPA

metodou

Zdroj: Vasickova et al., 2007
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Zdroj: De Silva et al., 2014

43



9 Vysledky

Vysettila jsem 20 vzorku pfevazné od jedincu z jiho¢eského kraje pomoci metody
Sangerova sekvenovani. Z celého souboru vzorkll byla pfitomna mutace u 4 vzorkd,
ostatni byly negativni.

V grafu 2 jsem uvedla pocetni a procentualni zastoupeni pozitivnich a negativnich
vysledkt v souboru vySetiovanych vzorki, které jsem ziskala srovnanim sekvenci ze
Sangerova sekvenovani s NCBI. Dale jsem nalezené mutace roz¢lenila podle jejich vlivu
na strukturu DNA, jejiz zména mutze ovlivnit vyslednou sekvenci a funkci bilkovinného
produktu (graf 3). V grafu 4 jsem uvedla dal$i mozné rozdéleni mutaci, a to dle jejich

klinického vyznamu.

H negativni M pozitivni

Graf 2. Zastoupeni pozitivnich a negativnich vysledkii ziskanych metodou Sangerova
sekvenovani

Zdroj: viastni
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H posunové mutace  E mutace ménici smysl kodénu

Graf 3. Rozclenéni mutaci podle jejich viivu na strukturu DNA a vysledny bilkovinny
produkt
Zdroj: vlastni

H patogenni B benigni @ nejasny klinicky vyznam

Graf 4. Rozclenéni mutaci podle jejich klinického vyznamu

Zdroj: vlastni

Nalezené mutace jsem klasifikovala srovnanim s genovou bankou NCBI. Jedna
z nich byla zpuisobena duplikaci nukleotidu a ostatni jednonukleotidovymi zaménami.

Mutace, kterd byla zptsobena duplikaci nukleotidu patii mezi posunové mutace neboli
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frameshift a je patogenni, jedna se o variantu NM_007294.3(BRCAL):c.5266dupC
(p-GIn1756Profs), ktera je znazornéna na obrazku 8.

Y ARV

Obrdazek 8. Varianta ¢.5266dupC (horni viakno DNA)
Zdroj: viastni

Dalsi znalezenych mutaci byla varianta NM_007294.4(BRCA1):c.2612C>T
(p.Pro871Leu) tadici se mezi missense, tedy mutace ménici smysl kodoénu (dochazi ke
zméné nukleotidu v kodonu, vznikd tak jiny koddén, coz vede k zatazeni jiné

aminokyseliny) a je klasifikovana jako benigni (obr. 9).

Obrazek 9. Varianta ¢.2612C>T (horni viakno DNA)

Zdroj: viastni
V souboru vzorki jsem dale nalezla variantu NM_007294.4(BRCA1):¢c.3700G>C

(p-Val1234L eu) pattici také mezi missense a ma zatim nejasny vyznam, tudiz se fadi mezi

varianty s nejasnym vyznamem neboli VOUS (obr. 10).
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Obrdazek 10. Varianta ¢.3700G>C (horni vidkno DNA)

P
&_.ﬁ-_A___J

Zdroj: viastni

Posledni nalezenou mutaci byla NM_007294.4(BRCA1):c.2663A>G (p.His888Arg)
a stejné jako dvé pfedchozi mutace je fazena mezi missense, v databazi NCBI byla tato
varianta interpretovana pouze jedenkrat a jeji vyznam je nejasny, proto patii také mezi
VOUS, stejné jako vyse zminéna varianta NM_007294.4(BRCA1):c.3700G>C. Tato

varianta je znazornéna na obrazku 11.

N4
Obrazek 11. Varianta ¢.2663A>G (spodni vidkno DNA)

Zdroj: viastni

Zadny z téchto vysledki nebyl nikomu sdélen.

47



10  Diskuse

Pti provadeéni praktické Casti bakalafské prace v laboratofi doslo u 10 vzorka
ke komplikacim. Pfi izolaci nebyl pravdépodobné odstranén veskery ethanol v téchto
vzorcich a zbytkovy ethanol zpusobil inhibici amplifikace. To znamena, Ze ve vzorcich
nedoslo k namnozeni kopii vybraného tseku DNA. Analyzu u téchto 10 vzorka jsem
neopakovala z ¢asovych a finanénich davodu.

Nejvétsi pravdépodobnost nalezu patogennich mutaci je pfedpokladana u jedinct
s rodinnou anamnézou karcinomu prsu ¢i ovaria. V pfipadé souboru mych vzorkii ma
tedy nalez mutace velmi nizkou frekvenci, protoze jsem nahodné vybrala skupinu jedinct,
ktefi nejsou zatizeni rodinnou ani osobni anamnézou.

Vyskyt karcinomu prsu se li$i i v zavislosti na pohlavi. V souboru vysetiovanych
vzorkd byla proto zastoupena v mensi mife i muzska cast populace. Podle studie
Lukesové a kol. (2006) v Ceské republice dochazi k manifestaci karcinomu prsu u muzi
vyrazné méné nez u zen. Jejich studie zahrnovala vyseteni 14 muza s karcinomem prsu
a mutace v BRCA genech byla nalezena u 4 muzu, tedy u 28,6 %, z toho muzi s mutaci
v BRCAL genu tvofili 7,1 % a muzi s mutaci v BRCA2 genu bylo vice, a to 21,4 %.
V mém souboru vzorkii jsem U muzské populaci nenalezla zadnou mutaci, vSechny
nalezené mutace patfily Zenské ¢asti populace.

Vysettovala jsem u 11 vzorka exon 10/8 BRCAL genu, u 1 vzorku exon 10/12 BRCA1
genu, u 2 vzorkli exon 19 BRCA1 genu a u 6 vzorkl exon 11/17 BRCA2 genu.

Jedinci s negativnimi vysledky neméli v daném tseku genu mutovanou alelu, tudiz
je u nich riziko karcinomu nizsi. Pro sniZeni rizika karcinomu na uroven bézné populace
je vsak nutné vysetfit cely gen pomoci metody NGS. Tato metoda je v porovnani se
Sangerovym sekvenovanim velice jednoduchd, rychld a méné nakladna. NGS zvladne
vySetfit cely gen v jedné reakci. V ptipadé mych laboratornich podminek nebylo mozné
provést vysetieni metodou NGS a vysetreni celého genu metodou Sangerova sekvenovani
by bylo ¢asové narocné a velice nakladné, proto jsem vySetieni provedla pouze u
vybranych tseki BRCA genti.

V piipadé¢ jednoho vzorku vexonu 19 BRCA1l genu jsem objevila variantu
€.5266dupC, ktera piedstavuje nejCastejsi mutaci vV Ceské populaci (Foretova et al., 2004).

U variant s nejasnym klinickym vyznamem se priklanim spiSe k benigni varianté,
protoze rodinnd ani osobni anamnéza jedincl nebyla zatizena hereditarni ani sporadickou

formou karcinomu. Jednalo se celkem o dvé€ varianty s nejasnym klinickym vyznamem,
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a to o variantu ¢.2663A>G pritomnou na exonu 10/8 BRCA1 genu a variantu ¢.3700G>C
na exonu 10/12 BRCAL genu. Varianta c.2663A>G byla v NCBI popsana pouze jednou
a neni blize specifikovana, coz bylo také jednim z divodd mého ptiklonéni K benignimu
vyznamu té€to mutace.

Varianta ¢.2612C>T na exonu 10/8 BRCA1 genu byla v databazi NCBI ve vétsing
ptipadl klasifikovana jako benigni, proto jsem mutaci vyhodnotila také jako benigni.

Interpretace vysledkti muze byt v pfipadé procentualniho zastoupeni variant
zkreslena z divodu malého objemu dat v souboru vzork.

Na genetické vySetieni karcinomu prsu existuje spousta odlisnych nazori. Dle mého
nazoru ma genetické testovani své vyhody i nevyhody. Za pozitivum povazuji moznost
uéinit uréitd preventivni opatfeni v ptipadé pozitivniho vysledku. A jako hlavni
negativum vnimam stav, kdy se pacientka dozvi o pozitivnim vysledku, coz by pro ni
mohlo byt stresujici situaci, a pravé stres je jednim z rizikovych faktorti nadorovych
onemocnéni. S témito okolnostmi je pacientka seznamena pfi konzultaci na genetickém
pracovisti a zda vySetfeni podstoupi zalezi pouze na ni, coz je podle mé spravny postup.
Toto je pouze millj osobni nazor na muta¢ni analyzu hlavnich predispozi¢nich genti pro

karcinom prsu u pacientek se zatizenou rodinnou ¢i osobni anamnézou.
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11 Zavér

V ramci své bakalaiské prace jsem vypracovala odbornou resersi a seznamila se tak
S nejcastéj$im hereditarnim karcinomem u Zen v ¢eské populaci — karcinomem prsu, jeho
predispozi¢nimi geny, kterymi jsou piedev§im BRCA geny a nasledné i s metodami
pouzivanymi k jejich vySetieni. Dale jsem pfipravila vzorky k naslednému provedeni
sekvenace. Ziskané sekvence jsem zpracovala v programu BioEdit a provedla klasifikaci
nalezenych mutaci v genetické databazi NCBI. S vysetfovaci metodou MLPA jsem se
seznamila prostfednictvim odborné literatury. Naplnila jsem tedy v§echny stanovené cile.

Celkem jsem odebrala a odizolovala 30 vzorkii DNA, nasledné u vSech provedla PCR,
ale amplifikace probéhla pouze u 20 vzorku, coZ jsem zjistila pomoci elektroforézy. Tyto
amplifikované vzorky jsem odeslala k sekvenaci. Vzorky, u kterych po elektroforéze na
gelu nebyl patrny zadny PCR produkt, jsem k sekvenaci neodesilala. Provedla jsem tedy
vyhodnoceni 40 sekvenci (kazdy vzorek mél 2 sekvence — horni a spodni vlakno DNA).
V souboru vySetfovanych vzorkd jsem objevila 4 mutace. Jedna byla patogenni
(c.5266dupC), jedna benigni (€.2612C>T) a dv¢€ s nejasnym vyznamem (¢.3700G>C,
C.2663A>G).

Cely proces vysetfeni metodou MLPA jsem si méla osvojit v genetické laboratofi
Pronatal v Praze, ale jak jsem jiz uvedla, tak mi to z divodu souéasné situace nebylo
umoznéno. Vysledny zdznam ziskany touto analyzou jsem si fadné prostudovala na
strankach firmy MRC Holland. Z prostudovanych materiald jsem zjistila, Ze MLPA je
velice pfinosnou metodou ke stanoveni nebalancovanych mutaci, tedy duplikaci ¢i deleci
velkych usekit DNA.

Hlavnim pfinosem mé bakalaiské prace bylo, Ze jsem se naucila samostatné pracovat

Vv laboratofi a pochopila zaklady nékterych molekularnich metod.
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Really interesting new gene
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