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Sekvenovani geni u pacientt s karcinomem v rodinné anamnéze
Abstrakt

Nadorové onemocnéni je druha nejéastéjsi pticina smrti v Ceské republice, z &ehoZ 5-10 %
zaujimaji hereditarni nadorové syndromy. Jsou zplsobeny vrozenou — hereditarni mutaci
Vv jedné z alel gent, kdy po druhém ndhodném zasahu do druhé alely se rozvine hereditarni
karcinom. Dulezité je rozliSeni hereditarnich a sporadickych karcinomti z davodu vysokého
rizika dédi¢nosti mutovanych alel v rodin¢. Upozornit na to muze napiiklad propuknuti
nemoci v mladém véku nebo opakovany vyskyt nadoru v rodiné (Kleibl & Novotny, 2003;
Vorlicek, et al., 2006).

Ve své praci jsem se zameéfila na analyzu a hodnoceni dat ziskanych metodou Sangerova
sekvenovani. Cilem bylo nalezeni mutaci v nize zminénych genech a zhodnoceni jejich

patogenity pomoci srovnani s databdzemi.

V teoretické Casti bakalaiské prace se zabyvam nadorovym onemocnénim obecné, jakozto i
dédicnym nadorovym onemocnénim. Blize specifikuji hereditarni syndrom néadoru prsu a
ovarii, v€etné¢ moznych genli zptisobujicich tento syndrom — BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN,
ATM, PALB2, dale se zabyvam Lynchovym syndromem a syst¢émem geni MMR.

V neposledni fad¢ popisuji familidrni adenomat6zni polypdzu asociovanou s genem APC.

V praktické Casti jsem se zaméfila na vySetfeni vybranych oblasti 18 anonymizovanych
vzorkid v genu PALB2 — exon 13 a v genu BRCAZ2 — exon 10/4 a exon 11/12. Pomoci PCR
metody jsem vzorky pfipravila na Sangerovo sekvenovani, které poté probihalo ve firmé

GenSeq s.r.o.

V posledni ¢asti mé prace se zabyvam analyzou a samotnym zhodnocenim vysledkti pomoci
programu BioEdit a databaze NCBI. U 5 vzorki jsem nalezla mutaci — ve 4 piipadech se
jednalo o deleci jednoho nukleotidu s konfliktni interpretaci patogenity, posledni mutace byla
patogenni — zpusobuje hereditarni syndrom nadoru prsu a ovarii, jednalo se o duplikaci

nukleotidu.
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Gene sequencing in patients with cancer anamnesis
Abstract

Cancer is the second most common cause of death in the Czech Republic, of which 5-10%
are occupied by hereditary cancer syndromes. They are caused by a congenital - hereditary
mutation in one of the alleles of the genes, when after the second random intervention in the
other allele hereditary cancer develops. It is important to distinguish between hereditary and
sporadic carcinomas due to the high risk of inheritance of mutated alleles in the family. The
indication may be, for example, the onset of the disease at a young age or the recurrence of

the cancer in the family

In my work | focused on the analysis and evaluation of data obtained by Sanger sequencing.
The aim was to find mutations in the genes mentioned below and to evaluate their

pathogenicity by comparison with databases.

In the theoretical part of the bachelor thesis | deal with cancer in general and hereditary
cancer. | specify the hereditary breast and ovarian cancer syndrome, including genes, that
may cause this syndrome — BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN, ATM, PALB2, | also deal with
Lynch syndrome and the MMR gene system. Last but not least, | describe a familial

adenomatous polyposis associated with the APC gene.

In the research part | focused on the examination of selected areas of 18 anonymized samples
in the gene PALB2 — exon 13 and in the gene BRCA2 — exon 10/4 and exon 11/12. Using
the PCR method, | prepared the samples for Sanger sequencing, which then took place in

GenSeq s.r.o.

In the last part of my work | deal with the analysis and evaluation of the results using the
BioEdit program and the NCBI database. | found a mutation in 5 samples — in 4 it was a
deletion of one nucleotide with a conflicting interpretation of pathogenicity, the last mutation
was pathogenic — causes hereditary breast and ovarian cancer syndrome, it was a nucleotide

duplication.
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1 Uvod

Nadorové onemocnéni predstavuje zavazny spoleéensky i medicinsky problém, podle Ustavu
zdravotnickych informaci a statistiky CR (2016) pocet novych piipadii s nadorovym
onemocnénim s kazdym rokem stoupa, ron¢ zemie na rakovinu témét 20 000 lidi.
Hereditarni nadorové syndromy Sice predstavuji okolo 5-10 % vSech nadorovych
onemocnéni, nicméné je dilezité véasny zachyt pacienta trpici timto vrozenym syndromem,
jelikoz se nejedna pouze o n¢j, ale i o jeho ptibuzné, ktefi mohou mit vyssi riziko vzniku

rakoviny (Kleibl & Novotny, 2003).

Rakovina je nemoci genomu, pokazdé je postizena sekvence DNA, avSak piinasi s sebou
rizné ptriznaky a nasledky. V téle vznikaji mutace n¢kolikrat za den, které ale mohou byt
opraveny nebo nemuseji byt vyznamné z hlediska kliniky. Zmény v sekvenci DNA se ale
postupnym procesem mohou kumulovat a predisponovat k rozvinuti nadorového
onemocnéni. Do vzniku rakoviny jsou zapojeny tii skupiny genti — tumor-supresorové geny
(zpomalujici bunééné déleni), protoonkogeny (tfidici buné¢né déleni), dale mutatorové geny
(opravujici chyby vzniklé v DNA). Mutace v jedné alele z téchto genti miize byt podminéna
geneticky, druhd mutace vétSinou vznika tzv. druhym zasahem. V piipadé zdédéné mutace
Vv téchto genech jsou postizené vSechny bunky téla, coz zvySuje riziko vzniku rakoviny.
Pozitivni pacienti jsou sledovéni a v pfipadném vzniku onemocnéni je v€as zahdjena lécba

(Kleibl & Novotny, 2003; Vorlicek, et al., 2006).

V teoretické Casti své prace se zabyvam problematikou hereditarnich nadorovych systému
jakoZzto hereditarnim syndromem nadoru prsu a ovarii, nepolypoéznim kolorektalnim
karcinomem — Lynchiv syndrom a familiarni adenomatézni polypdzou. S kazdym
hereditarnim syndromem se poji geny, jejichZ mutace mé nejvétsi zapficinéni vzniku téchto
syndromi. Zabyvam se geny BRCAL, BRCA2, TP53, PTEN, PALB2, ATM, MMR systémem
a genem APC.

Cilem této prace je seznameni se s problematikou v odborné literatufe a vypracovani
teoretické Casti na dané téma. V praktické casti je mym cilem osvojeni si molekuldrné
biologické metody, a to PCR a sekvenovani, zahrnujici postupy a obsluhu stroji. Z vysledkt

téchto metod se naucit pracovat s databdzemi a hodnotit ziskana data.
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2 Nadorové onemocnéni

Nédorové onemocnéni miizeme definovat jako chorobu, kterd je zplisobend neomezenym
ristem nadorovych bunck tkdni, které ztratily nebo maji poskozeny mechanismus
kontrolujici rtist bun¢k. Nadorové onemocnéni miizeme rozd¢lit na maligni a benigni nadory.
Maligni nadorové onemocnéni je charakterizovano ztratou kontaktni inhibice (schopnost
pronikat do okolnich tkani), Sifenim se exponencialni rychlosti a tvorbou metastaz (vzdalena
loziska). Rust benignich nadort je pomalejsi, jejich rist je ohrani¢eny a nemaji schopnost

metastazovat (Vorlicek, et al., 2006; Altaner, 2008).

Kazdé nadorové onemocnéni je zptisobeno zménou genetické informace na bunééné trovni.
Tato zména miiZze byt vyvolana mnoha faktory — zevni, vnitini, genetické. Mezi nej€asté;si
zevni faktory podminujici vznik nadort patii tabak, vyzivové faktory a energeticka bilance,
pohybova aktivita nebo naptiklad alkohol. Mezi vyznamné vnitini faktory fadime infekce
zpusobené jak viry (HPV — lidsky papilomavirus, virus hepatitidy B), tak i bakteriemi
(Helicobacter pylori). Prokazanou schopnost vyvolavat maligni onemocnéni ma ionizujici
zateni, mnohé chemické latky zahrnujici napiiklad azbest, chlorované uhlovodiky a mnoho
dalsich. Nadory vzniklé z vySe zminénych pficin mizeme oznacit jako vzniklé sporadicky.
Mens$i ¢ast nadorovych syndromid zpusobuji vrozené mutace vytvarejici vysokou
predispozici vzniku nadorového onemocnéni, tzv. familidrni vyskyt nadoru. Vzniklé

onemocnéni 1ze oznacit jako hereditarni — dédicné (Vorlicek, et al., 2006).

2.1 Dédiéné nadorové onemocnéni

Geneticka predispozice mize proces vzniku nadorového onemocnéni urychlit, nebo se
naopak nemusi viibec projevit. Pro hereditarni nddorové syndromy je typicky opakovany
vyskyt v roding, nizky veék vzniku onemocnéni ¢i vicendsobny nebo opétovny vyskyt
U postizené osoby. Z hlediska genetické patogeneze jsou tyto syndromy nejcasteji zptisobené
mutacemi tumor-supresorovych genti, protoonkogent, dale mutacemi mutatorovych genti
nebo nekterymi geneticky podminénymi chorobami a komplexnimi syndromy (Kleibl &
Novotny, 2003). Podle Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR bylo za rok 2016
diagnostikovano vice jak 96 tisic lidi s nddorovym onemocnénim, z ¢ehoz je 5-10 % nadort

hereditarniho ptivodu.
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2.2 Vznik hereditarnich nadorovych syndromii

Témét vSechny syndromy s nadorovou predispozici vykazuji autozomalné¢ dominantni
zpusob dédicnosti s vysokou penetranci a nizkou frekvenci patologickych alel v populacich.
Geny souvisejici se vznikem familiarnich nadorovych systémi s mendelovskou dédi¢nosti
muzeme rozd¢€lit na aktivované onkogeny a geny, které ztratily svou tumor-supresorovou

funkci (Nussbaum, et al., 2004).

Onkogen vznika zménou protoonkogenu, které jsou zodpovédné za proliferaci. Jejich mutace
tudiz vede ke zvySené stimulaci proliferace, zvySenému krevnimu zdsobeni nadoru nebo

inhibici apoptdzy (Nussbaum, et al., 2004).

Tumor-supresorové geny jsou na rozdil od onkogent zodpoveédné za antiproliferaéni Gi¢inek,
podporuji diferenciaci a apoptozu. V piipadé zdédéné mutace alely tumor-supresorovych
genu vystupuje tento gen jako recesivni — jedna funk¢ni alela tohoto genu je dostacujici
pro spravnou supresorovou funkci — alela vystupuje jako dominantni (SrSen & Srs$iova,
1995). Rozvinuti nadorové progrese vysvétluje Knudsonova teorie ,,dvou zdsahii*.
Mechanismus vzniku nadorového syndromu spocéiva v inaktivaci obou alel tumor-
supresorového genu. V piipad¢ hereditarnich nédorovych syndromil je za prvni zasah
povazovdna zdédéna nefunkcéni alela tumor-supresorového genu. Druhy zdsah zahrnuje
vyfazeni z funkce druhou alelu nezavislou mutaci, ztratou chromozomu nesouci funkéni
alelu nondisjunkci (chyba v rozdéleni homolognich chromozomu v 1. meiotickém déleni) a

naslednou duplikaci chromozomu nesouci mutovanou alelu nebo somatickou rekombinaci

(nahrazeni funk¢ni alely mutovanou) (Tomasek, 2015).

Mezi nejcastéji vyskytujici se hereditarni nddorové systémy patii — syndrom nadoru prsu a
ovarii, nepolypdzni kolorektalni karcinom, polyp6zni syndromy traviciho traktu s vysokym
rizikem malignizace, GAPPS syndrom, syndrom difuzniho karcinomu zaludku, syndrom Li-
Fraumeni, syndrom maligniho melanomu, familiarni retinoblastom, aj. (Kleibl & Novotny,
2003).
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3 Hereditarni syndrom nadoru prsu a ovarii

Syndrom néadoru prsu a ovarii je autozomalné¢ dominantni syndrom s neuplnou penetranci.
Za nejcastéjsi pricinu vzniku tohoto syndromu stoji mutace genu BRCAL, BRCA2, TP53,
PTEN — tyto geny oznaCujeme jako geny s Vysokou penetranci, méné ¢asté pak (oznacené
jako geny s nizkou a stfedni penetranci) mutace genu ATM, CHEK2, PALB2, NBN aj. —
tabulka 1 (Plevova, et al., 2009a).

Tabulka 1 Geny zvysujici riziko nadorii prsu (RR — relativni riziko)
GEN SYNDROM NADOROVA ONEMOCNENT
BRCA1 hereditarni forma nadort karcinom prsu RR 10, ovaria, kolorekta,
prsu a ovaria prostaty
BRCA2 hereditarni forma nadort karcinom prsu RR 10, ovaria, kolorekta,
prsu a ovaria prostaty, Zlu¢niku a zlucovych cest
TP53 Li-Fraumeni syndrom karcinom prsu RR 18 pod 45 let, sarkomy,
hematologické malignity, nadory ledvin,
tumory CNS
PTEN Cowdentiv syndrom karcinom §titné zlazy, karcinom prsu RR 3-6
ATM ataxia telangiectasia hematologické  malignity, heterozygoti:
karcinom prsu RR 2-5
CHEK?2 karcinom prsu RR 2, §titnice, ovaria, prostaty,
CNS, osteosarkomy
PALB2 karcinom prsu RR 2

Zdroj: Foretova, 2008

WV wev

Karcinom prsu je nejbéznéjsi zhoubny nador u Zen. Ze 70-75 % je pri¢ina vzniku onemocnéni
sporadicka, u 5-10 % ptipad je za pfi¢inu povaZzovana dédicnd nadorova predispozice, a to
predeviim patogenni varianta genti BRCA1 a BRCA2. Zeny s mutaci genu BRCA1 maji o 40-
87 % zvysené celozivotni riziko vzniku malignit nez Zeny bez mutace téchto gend, u nosi¢ek
mutaci BRCA2 je toto riziko 10-35 %. Nosicky mutace genu BRCAL onemocni karcinomem
prsu do 40 let na 19 %, nosicky mutace genu BRCA2 na 12 % (Palacova, 2019)
(Puchmajerova, et al., 2018). Je-1i postizena karcinomem prsu piibuzna prvniho stupné, je
riziko Zeny, ze onemocni, zvySeno tiikrat. Pokud jsou postizeny dvé a vice ptibuznych, riziko
je zvyseno desetkrat (Nussbaum, et al., 2004). V piipadé propuknuti onemocnéni u Zen se
snizujicim v€kem roste riziko vzniku nddoru u pacientky s touto rodinnou anamnézou

(Machackova, et al., 2013).
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3.1 BRCA1, BRCA2

V roce 1994 zacal byt gen, ktery je umistén na chromozomu 17 v oblasti 17921, spojovan
s nadorem prsu a ovarii. Testovano bylo 23 rozsifenych kavkazskych rodin zahrnujicich 146
jedinct s rakovinou prsu vcetné pripadi ¢asného nastupu, bilaterdlniho onemocnéni a
rakoviny vyskytujici se u muzi. Pravé 40 % vysetfovanych prokazovalo silnou vazbu na
marker na chromozomu 17921. O rok pozd¢ji byl podobnym zpisobem identifikovan
na chromozomu 13 lokace 13q12-13 druhy velky gen zptsobujici karcinom prsu a ovarii —
BRCA2 (Ellsworth, et al., 2010).

BRCAL (lokace na chromozomu 17921 — obrazek 1) koduje jaderny fosfoprotein, ktery
pomaha pii udrzovani genomické stability a zaroven pusobi jako tumor-supresorovy gen.
Tento protein se kombinuje s dalsimi nadorovymi supresory a senzory poSkozeni DNA za
vzniku komplexu BRCAL asociovany genomovy sledovaci komplex neboli BRCAL-
associated genome surveillance complex (BASC). Vznikly protein hraje svou roli
Vv transkripci, opravé DNA a rekombinaci (Zhang & Li, 2018).

Gen BRCA2 (chromozom 13, lokace 13g12-13 — obrazek 2) se ve spolupraci s genem BRCAL
podili na udrzovani stalosti genomu (oprava DNA). Protein vznikajici z genetického kodu

BRCAZ2 zprostiedkovava vazbu na rekombinazu RAD51, ktera ma svou ucast pti opravé DNA

(Goroderska, et al., 2019).

Ztrata funkce genti BRCA predisponuje pievazné ke vzniku karcinomu prsu a ovarii, ale
taktéz gen BRCA1 zvySuje riziko vzniku malignit v oblasti prostaty a tlustého stieva a gen
BRCA2 mimo jiné zvysuje riziko karcinomu prsu u muzi, karcinomu slinivky, zlu¢ovodu,
Zlu¢niku a prostaty. Ztrata funkci téchto dvou genii pravdépodobné dovoluje mutace dalSich
tumor-supresorovych genech, které jsou odpovédné za maligni vyvoj (Nussbaum, et al.,
2004).

™ MoH ™ oM™ — o~ ™ ™o~ Mo Mmoo L o o B L I | ™ o™m
H — H . - . oM Mo .
] Mmoo | A - o= - L T R O = T B . s | noun
~ - o ~ = = - o oo ~ - T T T T I | |
[ A [+ n o [ - oo™ s U - [+
[ [l =5
(b L e 1 N

Obradzek 1 Lokace genu BRCAL
(zdroj: Genetics Home Reference, dostupné z: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/BRCAL)
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Obrazek 2 Lokace genu BRCA2
(zdroj: Genetics Home Reference, dostupné z: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/BRCA?2)

3.1.1 Testovani mutace genit BRCA

Kompletni testovani genit BRCA je mozné pouze v ptipad¢€ po genetické konzultaci, indikaci
genetikem a podepsani informovaného souhlasu. Zakladni kritéria pro testovani
hereditarniho vyskytu nadorti jsou — alespon 3 piibuzni s nadorem prsu nebo ovarii bez
veékového omezeni a dale dva piibuzni, kterym bylo diagnostikovano nadorové onemocnéni
prua nebo ovarii pod 50 let. Testovani za¢ind u nejrizikovéjsi pacientky, tj. prvni hledani
rodinné mutace. V piipadé¢ prokazani mutace alespon jednoho z geni BRCA je mozné
doporucit zdravym osobam v riziku tzv. prediktivni testovani. Smyslem je odhalit familiarni
mutace gentit BRCA (Foretova, 2010). V piipad¢ negativniho vysledku je Zena sledovana jako
osoba se stfednim rizikem nadoru prsu dle rodinné anamnézy z divodu moznych spole¢nych
modifikujicich genil. K stanoveni rizika moZnosti vzniku onemocnéni se vyuzivaji tzv.
Clausovy tabulky, které pracuji s po¢tem piibuznych s karcinomem prsu, jejich vékem a
koeficientem piibuznosti s posuzovanou. Zeny s vysokym rizikem mohou podstoupit
preventivni operace — profylaktickd mastektomie nebo salpingo-ooforektomie. BRCA-
pozitivni Zeny podstupuji screeningovy program zahrnujici magnetickou rezonanci,
mamografické vysetieni, gynekologicky ultrazvuk, vysetfeni biomarkeru CA125 a jiné. Jako
soucast preventivnich opatieni je dalezité mési¢ni samovysetfeni prsi od 18 véku Zivota
(Puchmajerova, et al., 2018). ZvySené riziko vzniku naddoru maji i pacienti s vyskytem jiz
jediného nadoru prsu v rodin€. V piipadé, Ze matka méla nador prsu ve 45 letech, jeji potomci
maji zvySené riziko az dvojnasobné. V tomto piipad¢ je potieba podstupovat ultrazvuk kazdy

rok od 35 let (Foretova, 2010).
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Tabulka 2 Doporucené sledovani zen s mutaci v genech BRCA1 nebo BRCA2

OD VEKU VYSETRENi{ INTERVALY MEZI
VYSETRENIMI

18 Samovysetteni prst 1 mésic

25 Klinické vySetieni prst 6 mésici

20 Ultrazvuk prst 6 mésicu

30 Mamografie 1x rok

20 Magnetickd rezonance prsi 1x rok

20 Transvaginalni ultrazvukové vysetieni 1Xx za 6-12 mésict

vajecnikll a transkutanni vysetieni celého

bticha
20 Nadorové markery CA 125, CEA, CA 15,3 1xrok
45 Hemokult test 1x rok
45 Kolonoskopie 1x za 3 roky
20 Kozni vySetieni (nosicky mutace BRCA2)  1x rok

Zdroj: Foretova, 2010

Tabulka 3 Doporucené sledovani muzit s mutaci v genech BRCA1 nebo BRCA2

OD VEKU VYSETRENI FREKVENCE
35 Samovysetteni prst 1x mésic

35 Klinické vySetteni prsou Ix roéné

45 Hemokult test 1 x ro¢né

45 Nédorové markery CEA, CA 19,9, PSA, vPSA  1x ro¢né

45 Kolonoskopie 1x 3 roky

45 VySetieni per rektum Ix ro¢né

45 Ultrazvuk bticha Ix ro¢né

21 KozZni vySetieni Ix rocné

Zdroj: Foretova, 2010

Tabulky 2 a 3 ukazuji pouze doporuéené sledovani pacientti s mutaci BRCAL nebo BRCA2
bez ohledu na mozné riziko vzniku nadoru prsu nebo ovarii. Je potieba ke kazdému

pacientovi pfistupovat individualné podle rodinné anamnézy, eventuelné podle zatazeni do

16



skupin z Clausovy tabulky (zeny s nizkym rizikem do 10 %, se stiednim rizikem 10-20 % a
zeny s vysokym rizikem 20-30 %). Nicmén¢ Zeny s neprokazanou mutaci gentt BRCA mohou

mit zvySené riziko vzniku nadoru na zakladé jinych vysoce rizikovych geni (Foretova,

2010).

V disledku rostoucich zkusenosti s testovanim a péci o jedince s timto syndromem se v roce
2016 uptesnily doporuceni pro screening a moznosti snizeni rizika vzniku malignit. Palro¢ni
interval sledovani Zen pomoci zobrazovacich metod se ukazal optimalni. Nové se doporucuje
»startovni magnetickd rezonance na zacatku sledovani k vylouceni mikrokalcifikaci.
Dulezité je sledovat taktéz zeny, které jsou po 1é¢bé ¢asného karcinomu prsu — jsou nosicky
mutaci genii BRCA stejné jako zdravé. U Zen po profylaktické bilateralni mastektomii se
doporucuje klinické sledovani v intervalu jednoho roku i pfes vyrazné sniZeni rizika vzniku
karcinomu prsu. V piipadé klinického vySetteni je stale doporuceno sledovat zeny jednou za
pul roku od 25 let nebo, jak je nové doporuceno, o 10 let diive, nez byl vék nejmladsi
nemocné piibuzné. Od véku 25-29 by pacientky mély dochazet na magnetickou rezonanci
jednou za rok, a to v puil roénim odstupu od ultrazvuku. V pfipadé vyskytu velmi ¢asného
karcinomu prsu v rodiné podstupovat ultrazvuk a magnetickou rezonanci o 10 let diive, nez
byl v€k nejmladsi nemocné piibuzné. Magneticka rezonance a mamografie by se mély sttidat
po 6 mésicich od véku 30-65 let, zaroven by mély probihat mezi 7. a 17. dnem menstrua¢niho
cyklu. Nové je kladen vétsi diraz na edukaci nosiéek mutaci BRCAL/2 o piinosu

profylaktické mastektomie a bilateralni adnexektomie. (Petrakova, et al., 2016)

3.2 TP53

Tumor supresorovy gen TP53 je lokalizovan na chromozomu 17, lokus 17p13.1 (obrazek 3).
Koduje protein p53, ktery reguluje bunéény cyklus a apoptdzu. Kontroluje prechod z G1 faze
do S faze bunécného cyklu, je to transkripcni protein. Jeho zarodecna mutace zpusobuje
autozomaln¢  dominantn¢  dédiény  syndrom  Li-Fraumeni.  Onemocnéni je
charakterizovano vysokou predispozici k ¢asnym mnohocetnym nadorim — nadory prsu,
sarkomy mékkych tkani a kosti, karcinomy nadledvin, nddory mozku, leukemie a lymfomy
(Foretova, et al., 2012). Celozivotni riziko vzniku rakoviny u postizenych je asi 75 % u muzi

a témei 100 % u zen (Teplick, et al., 2011). Pro nosi¢ky mutace genu TP53 je riziko vzniku
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karcinomu prsu ve véku 60 let 49 % (Masciari, et al., 2012). Mutace genu TP53 se nachazi u
20-40 % ptipadt karcinomu prsu (Berresen-Dale , 2003). V 80 % nadorti gen vykazuje
ucinek ztraty funkce (LOF) (Silwal-Pandit, et al., 2017).
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Obrdazek 3 Lokace genu TP53
(zdroj: Genetics Home Reference, dostupné z: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/TP53)

3.3 PTEN

Gen PTEN se nachazi na 10 chromozomu na lokusu 10923.31 (obrazek 4). PTEN neboli
fosfataza a homolog tensinu je dualni fosfataza s aktivitami jak proteinu, tak i lipidové
fosfatazy. Ma tumor-supresorovou funkci s regulaci ristu a preziti. Funguje taktéz jako
metabolicky regulator — ve formé& lipidové fosfatazy snizuje hladinu PIP3 (posel
zprostiedkujici signal rastovych faktort a inzulinu) (Chen, et al., 2018). Zarode¢na mutace
v genu PTEN zptisobuje Cowdentiv syndrom (85 % postizenych ma mutaci ve svém genu
PTEN). Cowdentiiv syndrom vznika autozomalné dominantnim zptsobem dédi¢nosti.
Vyznacuje se mnoZzstvim hamartomi kuze, sliznice, mozku, prsu, S§titné Zlazy a
rakoviny prsu. Toto riziko je uvadéno jako 20-50 % u pacienti s Cowdenovou chorobou ve

srovnani s 12 % v obecné populaci Zen (Seo, et al., 2014).
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Obrazek 4 Lokace genu PTEN

(zdroj: Genetics Home Reference, dostupné z: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/PTEN)
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34 ATM

Cytogeneticka lokace genu ATM je na chromozomu 11, v oblasti 11922.3 (obrazek 5).
Produkt genu je protein ATM. Zajistuje rozpoznani dvouietézcovych zlomti DNA a
zprostiedkovava jejich opravu, popiipadé aktivuje apoptdozu. Reaguje na poSkozeni DNA
fosforylaci klicovych substrati zapojenych do oprav DNA a kontroly bunécného déleni
(Rotman & Shiloh, 1997). Hereditarni mutace obou alel genu ATM zptsobuje vznik
autozomalné recesivniho onemocnéni ataxia telangiectasia (AT). Onemocnéni zplsobuje
mozeckovou ataxii, okulokutanni telangiektazii, defekty imunitniho systému, zvySenou
citlivost na u¢inky ionizujiciho zafeni a velky sklon ke vzniku nadort. Epidemiologicka
studie z roku 1991 prokazala zvySeny vyskyt karcinomu prsu u heterozygotnich jedinct
s AT. Pro tyto Zeny bylo stanoveno 5x vy$si riziko karcinomu prsu oproti kontrolni populaci
(Swift, et al., 1991). V dalsi studii byla nalezena zarode¢na mutace vedouci k pfedéasnému
zkraceni proteinu u 8,5 % holandskych pacientek s asnym vyskytem karcinomu prsu. Riziko
vzniku karcinomu prsu bylo stanoveno jako 9x vys§i nez u bézné populace (Broeks, et al.,
2000). Z mnoha dalsich studii vyplyva, ze heterozygotni nosi¢i mutace genu ATM maji

prokazatelné zvysené riziko vzniku karcinomu prsu (Kniffin & Hartz, 2016).
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Obrazek 5 Lokace genu ATM
(zdroj: Genetics Home Reference, dostupné z: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/ATM)

3.5 PALB2

Gen PALB2 je umistén na kratkém raménku 16 chromozomu na pozici 16p12.2 (obrazek 6).
Oficialni nazev tohoto genu je partner and localizer of BRCA2. Zprosttedkovava fyzické a
funk¢ni spojeni obou BRCA proteint — je tedy souéasti multiproteinového komplexu BRCA1
— PALB2 — BRCAZ2, ktery je nezbytny pro homologni rekombinaci. Z toho vyplyva jeho
funkce — oprava dvoufetézcovych zlomti DNA. Jak je ziejmé zjeho nazvu, podporuje

lokalizaci a stabilitu BRCA2, umoznuje také jeho rekombinacni opravy a kontrolni funkce.
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Spolupracuje i s genem RAD51 — stimuluje jeho aktivitu a navadi gen do mist zlomt DNA
(Xia, et al., 2006; Tischkowitz, et al., 2007; Janatova, et al., 2016). Homozygotni vrozena
mutace genu PALB2 zpiisobuje vzacné onemocnéni zvané Fanconiho anémie. Zvysené riziko
vzniku karcinomu prsu a pankreatu je spojené s Vrozenou heterozygotni mutaci (Janatova, et
al., 2016). Rahman, et al. (2007) prokazali riziko rakoviny prsu pii mutaci v genu PALB2 az
2,3krat vyssi. Stanovili tento gen jako gen nachylnosti k rakoving prsu a demonstrovali vztah
opravné drahy anémie Fanconi-DNA a predispozice k rakoviné prsu. Pfislu$né¢ mutovana
forma genu PALB2 muze taktéz ptispivat k rozvoji rakoviny prostaty (Erkko, et al., 2007).
Studie testujici 175 rodin vy¢islilo riziko vzniku karcinomu prsu u nositelek bez pritomnosti
karcinomu prsu v rodiné na 33 %, u nositelek mutace se dvéma ¢i vice karcinomy v rodinné

anamnéze az na 58 % (Janatova, et al., 2016).
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Obrdazek 6 Lokace genu PALB2,
(zdroj: Genetics Home Reference, dostupné z: https.//ghr.nlm.nih.gov/gene/PALB2)
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4  Nepolypozni kolorektalni karcinom — Lynchiiv syndrom

Hereditarni nepolypozni kolorektalni karcinom (HNPCC) nazvany Lynchv syndrom (LS)
podle amerického profesora Henry T. Lynche se dédi autozomalné¢ dominantnim zptisobem
s vysokou penetranci (Lynch, et al., 2009; Vogelsang, 2013). Za nejc¢astéjsi pficinu vzniku
stoji zarode¢né mutace v genech mismatch repair (MMR) — MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2.
Pacienti s touto diagndzou maji zvysené celozivotni riziko vzniku riznych druht rakoviny,

vvvvv

tenkého stieva a urotelu (Kim & Byeon, 2019).

LS je povazovan za nejcastéjsi vrozeny syndrom predisponujici ke vzniku karcinomu
tlustého stieva v brzkém véku. Primérny vek diagnozy kolorektalniho karcinomu v piipadé
LS je 44 let. Pti sporadickém vyskytu 64 let. Zaujima 2-5 % vSech piipadi nadort tlustého
stfeva (Hazova, et al., 2010; Mishra & Hall, 2012). Jedinci s Lynchovym syndromem maji
zvysené celozivotni riziko vzniku karcinomu kone¢niku na 22-77 %, rakoviny endometria
na 15-71 %, rakoviny vajecniki na 4-20 %, rakoviny zaludku na 0,2-13 %, rakoviny tenkého
stieva na 0,4-12 % a rakoviny urotelu na 0,2-25 % (Kim & Byeon, 2019).

41 MMR systém

Za Lynchtiv syndrom jsou zodpovédné piedev§im mutace 4 hlavnich gena — MLH1 (Mult
homolog 1), MSH2 (Muts homolog 2), MSH6 (Muts homolog 6), a PMS2 (gen postmeotické
segregace) patfici do syst¢ému MMR. Z tabulky 4 je patrné, Zze geny MLH1 a MSH2 zpusobuji
typicky syndrom HNPCC, kdezto zbyvajici dva geny vedou k leh¢i formé syndromu
s pozdgj$im nastupem (Vyzula & Zaloudik, 2007).

Tabulka 4 Mutace MMR genii

MMR GEN ONEMOCNENI

MLH1 Typicky syndrom HNPCC

MSH2 Typicky syndrom HNPCC, Muir-Torretiiv syndrom

MSHG6 Typicky a atypicky syndrom HNPCC (pozd¢jsi nastup, distalni
lokalizace, MSI-L)

PMS2 Typicky a atypicky HNPCC, Turcottliv syndrom

Zdroj: Vyzula & Zaloudik, 2007
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MMR systém (DNA mismatch repair) je jednim z mechanismi, ktery opravuje chyby
vznikajici pii replikaci DNA v dusledku prokluzu DNA-polymerazy. DNA-polymeraza
prokluzuje pievazné v mistech tandemového opakovani (mikrosatelitni sekvence). MMR
systém opravuje tedy pievazné chyby, které vzniknou Vv téchto mistech. Mikrosatelity jsou
opakujici se kratké sekvence jednoho az ¢étyf nukleotidi po celém genomu, které jsou
nachylné k chybam pfi replikaci DNA a v dasledku toho dochdzi ke vzniku delSich nebo
kratSich useki. Tyto chyby jsou zachyceny MMR systémem a nasledné opraveny. Podminka
zdravi jedincl zahrnuje stejnou délku mikrosateliti ve vSech bunkach. Stav, kdy délka
mikrosatelitli neni konstantni, se oznacuje jako nestabilita mikrosatelitd (MSI). MSI neni
vsak jednozna¢né stavem, ktery by pfimo zptisoboval nadory, je to pouze projev ztraty funkce
MMR systému. Rozliujeme stavy se stabilnimi mikrosatelity (microsatellite stable — MSS),
s nizkym stupném nestability (microsatellite instability, low — MSI-L) a s vysokym stupném
nestability mikrosatelitt (microsatellite instability, high — MSI-H) (Dusek, et al., 2016; Kral,
et al., 2016). MMR proteiny se spojuji do funk¢énich heterodimert MLH1/PMS2 a
MSH2/MSH6 — protein hlavni/vedlejsi. V piipadé, Ze hlavni protein chybi, je vedlejsi protein
degradovén ubiquintinovou cestou. Pokud je tomu naopak, hlavni protein ziistava zachovan.
Inaktivace obou alel nékterého z MMR genii vede k dysfunkci celého komplexu a ke vzniku

tzv. MSI-H tumort (Hadravsky & Baum, 2015).

Gen MLH1 ma lokaci na chromozomu 3 v oblasti 3p23-21 (obrazek 7). Jeho mutace je
nejCastéjsi pfi¢ina vzniku hereditarniho nepolypozniho kolorektalniho karcinomu, asi
polovina vsech ptipadi. Identifikovano bylo pies 200 riznych patogennich zarodecnych
mutaci v tomto genu (Kiepelkova, et al., 2006). Gen se paruje a vznika komplex MLH1-
PMS2, vytvoii se tak katalyticky funkéni a spravné lokalizovany heterodimer nezvany
MutLa. Komplex zajistuje reparaéni funkce jdouci proti sméru fetézce DNA (Kosinsky, et
al., 2010). Je nezbytny pro interakci s proteiny (napt. s DNA-polymerazou), tak i pro MMR
systém (Vyzula & Zaloudik, 2007).
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Obrazek 7 Lokace genu MLH1
(zdroj: Genetics Home Reference, dostupné z: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MLH1)
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Gen MSH2 se nachazi na chromozomu 2, lokace 2p21 (obrazek 8). Mutace tohoto genu je
druhd nejcastéjsi pricina vzniku Lynchova syndromu. Zarodecné mutace genu MLH1 a
MSH2 dohromady tvoii az 80 % diagn6z Lynchova syndromu (Dusek, et al., 2016). Ma
podobné jako gen MLH1 vice nez 250 rUznych patogennich zarode¢nych mutaci
(Kiepelkova, et al., 2006). Vytvari komplex s MSH6 — MSH2/MSH®6. Pti tibytku proteinu
MSH2 ubyva i protein MSH6, patrné kvili nestabilité¢ proteinu. Komplex MSH2/MSH6
rozliSuje chybn¢ zarazené baze béhem replikace DNA a inzer¢ni-deleni smycky a zajistuje

zapojeni MMR proteintt PMS2 a MLH1 (Lauridsen, et al., 2015).
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Obrazek 8 Lokace genu MSH2
(zdroj: Genetics Home Reference, dostupné z: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MSH2)

Gen MSH6 nalezneme na chromozomu 2 v oblasti 2p21 (od genu MSH2 je vzdalen 1Mb)

(obrazek 9) (Kiepelkova, et al., 2006). Byl objeven jako soucast heterodimeru MSH2/MSHS.
V 10 % ptipadu stoji za diagn6zou Lynchova syndromu (Dusek, et al., 2016).
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Obrazek 9 Lokace genu MSH6
(zdroj: Genetics Home Reference, dostupné z: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MSH6)

Gen PMS2 byl lokalizovan v oblasti dlouhého raménka chromozomu 7, lokace 7q11.23
(obrazek 10) (Ktepelkova, et al., 2006). PMS2 spole¢né s nékolika dal§imi geny (PMS1,
MSH3, MLH3) predstavuji vzacné zarode¢né mutace vedouci k HNPCC (Dusek, et al.,
2016).
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Obrazek 10 Lokace genu PMS2
(zdroj: Genetics Home Reference, dostupné z: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/PMS2)
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4.2  Testovani mutace MMR genii

Zakladni kritéria pro indikaci vySetfeni gent MLH1, MSH2, MSH6, poptipadé PMS2 jsou
podle Amsterdamskych kritérii Il — v rodiné jsou alesponi tfi pacienti s karcinomem
sdruzenym s HNPCC (jeden z nich je pfibuzny prvniho stupné ostatnich dvou), postiZzeny
jsou alespoii dvé generace, jeden z nemocnych byl diagnostikovan pod 50 let, nador byl
ovéten patologem a dale musi byt vylouc¢ena familiarni adenomatézni polypdza. Vysetieni
mize byt indikovano i na zaklad¢ jinych kritérii, naptiklad Amsterodamska kritéria 1. nebo
revidovana  kritéria z Bethesdy pro testovani nestability —mikrosateliti nebo
imunohistochemické vySetieni exprese proteint MLHI, MSH2, MSH6, event.
PMS2 v néddorech. Prediktivni testovani je provadéno od 18 let s vyjimkou rizika

homozygotni mutace u ditéte (Plevova, et al., 2009b).

Pacienti s mutaci v jednom z MMR gent podstupuji kolonoskopické vysetieni (od svych 20
let 1x za 1-2 roky, od 40 let 1x za rok) vcetné provedeni testu na okultni krvaceni,
gynekologické vySetieni (1x roén€ od 18 let véku) véetné transvaginalniho ultrazvuku, dale
je doporuceno provadet aspiracni biopsii endometria véetné cytologického stéru délozni
sliznice (1x rocné€ od 30 let), déale ultrazvuk bficha (1x ro¢né od 30 let). Provadi se taktéz
kazdoro¢ni vySetieni moce (od 30 let), dale gastroskopie (1x za 3-4 roky od 35 let véku).
Doporucuje se kazdoro¢ni prohlidka Iékafem za ucelem celkového fyzikalniho vySetfeni
véetné kozni kontroly, orientacniho neurologického vySetieni a kontroly Stitnice. Mutace
vjednom zMMR genu zvySuje i riziko vzniku nadoru prsu, proto je doporuéeno
ultrazvukové vySetieni prsou (1x ro¢né€ od 35 let), mamografie (1x ro¢né od 45 let véku) a
domaéci samovySetieni prsou. Pacient by mél byt poucen o dileZitosti zdravé Zivotospravy a

zivotniho stylu (Sachlové, 2004; Plevova, et al., 2009b).

U pacienti s nepotvrzenou dédi¢nou formou onemocnéni doporuci genetik Upravu
preventivni péce dle mozného rizika rodinné anamnézy. V Ceské republice je kumulativni
riziko kolorektalniho karcinomu pro muze do 74 let 7,32 % a pro Zeny 3,6 % (Masaryktv
onkologicky ustav, 2019). Tabulka ¢islo 5 uvadi odhadovana rizika vzniku kolorektalniho

karcinomu podle rodinné anamnézy.
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Tabulka 5 Odhadovana rizika dle rodinné anamnézy (CRC — kolorektdlni karcinom)

POPULACNI RIZIKO 2%
Ptibuzny 1. stupné s dg. CRC pod 45 let 10 %
Piibuzny 1. stupné s dg. CRC nad 45 let 6 %
Ptibuzny 1. a 2. stupné v linii s dg. CRC 8 %
Oba rodic¢e s CRC 11 %
Dva ptibuzni 1. stupné v linii s CRC 17%
Tti ptibuzni 1. stupné v linii s CRC 50 %

Zdroj: Plevova, et al., 2009b
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5 Familiarni adenomato6zni polypoza

Familiarni adenomatozni polypoza (FAP) se dédi autozomalné dominantnim zplisobem
s vysokou predispozici ke vzniku kolorektdlniho karcinomu. Okolo 15 % kolorektalnich
karcinomu je dédi¢nych, z ¢ehoz jen 1 % je zptisobeno adenomatdzni polypdzou (Half, et al.,

2009). Pri¢inou jsou zarodeéné mutace v genu APC (Galiatsatos & Foulkes, 2006).

5.1 Formy FAP

FAP se vyskytuje ve dvou formach — klasicka a atenuovana forma. Klasicka forma je
charakterizovana vyskytem vice nez stovek az tisicii adenomatdznich polypt v tlustém stievé
a konec¢niku, které se zacinaji tvofit jiz okolo 15. roku zivota. Postupné se z téchto polypi
vyvijeji adenokarcinomy. Ve véku 35 let ma polypy jiz 95 % osob s touto diagndézou. Mezi
dalsi projevy klasické formy patii napiiklad vrozena hypertrofie pigmentového epitelu retiny
(nezhoubné mnohocetné projevy sitnice o¢i), nadpocetné zuby, vyskyt polypt v duodenu,
vyskyt desmoidnich tumort (benigni nador ze svali a S§lach), epidermoidnich cyst
(patologickd dutina), osteomi (benigni nador kosti vedouci ke zméné chrupu), nadori
centralniho nervového systému nebo napiiklad vyskyt hepatoblastomu (nadory jater) a dalsi
(Goss & Groden, 2000; Plevova, et al., 2009c). Klasicka forma se objevuje u pacientli se
zarode¢nou mutaci v APC genu lokalizovanou mezi kodony 486-499, 1249-1464 a v kodonu
233 (Plevova, et al., 2009c). Atenuovana forma je charakterizovana mensim poc¢tem polypt
(vétsinou méné nez sto) a pozde€jsim nastupem. Riziko rozvoje karcinomu je vsak rovnéz
vysoké. Pti atenuované formée pozorujeme mutace v genu APC lokalizovanou na extrémnim
5" konci (mezi kodony 1-163), na 3" konci (mezi 1860-1987) nebo v exonu 9, ktery podléha

alternativnimu sestiihu (Plevova, et al., 2009c).

52 APC

Gen je umistén na dlouhém raménku na chromozomu 5, lokace 5q22.2 (obrazek 11).
Oficiélni ndzev zni adenomatous polyposis coli. Poskytuje pokyny pro vyrobu proteinu APC,
ktery hraje rozhodujici roli v n€kolika bunéénych procesech. Je to tumor supresorovy gen —
bréani tedy pfilis§ rychlému nebo nekontrolovatelnému ristu bunék. Kontroluje taktéZz rychlost
bunééného deleni nebo vazbu bunék v tkanich. Protein APC zajiStuje spravny pocet

chromozomi v buiikach po jejich déleni. Podili se vazbé s beta-kateninem (fidi expresi gentl,
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podporuje rust a proliferaci buné¢k, dale jejich diferenciaci). Vazba se uvoliuje v pripad¢, kdy
jiz neni potieba beta-katenin (Goss & Groden, 2000; Fearnhead, et al., 2001; Senda, et al.,
2005).

Identifikovano bylo vice nez 700 mutaci vtomto genu vedouci ke vzniku familiarni
adenomatozni polypdzy. Nésledek vétSiny z nich je abnormalné kratky a nefunk¢ni protein,
ktery nepotlacuje bunécny rist, coz vede k tvorbé polypt v tlustém stieve, které se mohou
stat rakovinnymi. Nejbéznéjsi mutaci v FAP je delece péti nukleotidit v genu APC, coz ma
za nasledek zménu sekvence aminokyselin ve vysledném proteinu. Pocet polypi a jejich

nasledna zména na rakovinné zavisi na umisténi mutace (Fodde, 2002).

Mutace v genu muze také zpusobit vznik desmoidnich nadorti (agresivni benigni rist)
nejCastéji v bfiSe. Mutace je ziskana sporadicky béhem zivota a vyskytuje se pouze
Vv nddorovych  bunkach. Mutace vedouci ke vzniku desmoidnich nadorQ
zpusobuje abnormalné kratky protein APC, ktery neni schopen interagovat s beta-
kateninovym proteinem. Pfebytek beta-kateninu podporuje nekontrolovatelny rist a déleni
bun¢k, coz umoznuje vznik desmoidnich nadorti. Jiné zmény v genu APC mohou zpiisobit
napiiklad Turcottiv syndrom (predisponujici ke vzniku medulloblastomu — mozkovy nador),
aj. (Escobar, et al., 2012).
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Obrdzek 11 Lokace genu APC
(zdroj: Genetics Home Reference, dostupné z: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/APC)
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6 Rodinna anamnéza

Rodinnd anamnéza slouzi k posouzeni rizika vzniku urcité choroby, je to komplexni pohled
na morbiditu a mortalitu v rodiné posuzovaného. Odebira se bud’ piimo — forma rozhovoru
Iékafe s pacientem, nebo nepifimo — odbér anamnézy od piibuznych nebo od doprovodu.
Zaznamenava Se rodinny vztah k nemocnému, typ a veék nastupu onemocnéni, vék a pficina
umrti postizenych osob, dal§i dotazy sméfuji na rodie a sourozence, ale i Sirsi rodinu.
Vysledkem spravného odbéru je zvazeni doporuéeni genetického testovani, informace o
dédi¢nosti nadort, pripadné stanoveni rizika vzniku nadorového onemocnéni pro jednotlivé
¢leny posuzované rodiny, dale pak informace o prevenci a moznosti pravidelného sledovani

(Foretova, 2010; Halamkova, 2013).

Ziskani kvalitnich informaci ovliviiuje mnoho faktori — dostatek ¢asu, pfiméfena mira
empatie a projeveni zdjmu o pacienta, dostateCna informovanost o konkrétnim zavéru,
vhodné prostiedi, aj. Je dulezité spravné zhodnoceni ptibuzenského vztahu (napt. formou

rodokmenu), a to nejcastéji v podobé stupiiti ptibuznosti:

e piibuzny 0. stupné — 100 % spolecné genetické informace (dvojcata),

e piibuzny 1. stupné — 50 % spolec¢né genetické informace (rodice, sourozenci, déti),
e piibuzny 2. stupné — 25 % spolecné genetické informace (prarodice, tety, strycové),
e pfibuzny 3. stupn€ — 12,5 % spolecné genetické informace (bratranec, sestfenice)

(Foretova, 2010; Halamkova, 2013).
Pti odbéru dat je dulezité se soustfedit na informace o:

e viceCetném vyskytu zhoubnych novotvart v rodiné,

e viceCetném vyskytu zhoubnych novotvarti u jedince,

e zhoubnych novotvarech u mladych jedinct (pod 50 let),
e vzacnych zhoubnych novotvarech,

e specifickych histologickych typt nadort,

e neobvyklych zhoubnych novotvarech,

e geneticky vazanych malignitach v roding,

e dédicnych nadorovych syndromech v rodiné (Foretova, 2010; Halamkova, 2013).
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V ptipad¢ posouzeni mozného rizika dédi¢né pticiny, l€kai napiSe doporuceni na genetickou
konzultaci a pacienta odesle na genetické pracovisté. Lékarsky genetik poté posoudi riziko a

indikuje genetické testovani v piipadé, Ze jsou splnéna nasledujici kritéria:

e opakovany vyskyt nadorti prsu a/nebo vajecnikli v rodin€ (dva a vice ptipadu v linii),

e zeny s ojedinélym vyskytem nadoru prsu do 45 let véku,

e Zeny s nadorem vajecnikll v jakémkoliv véku,

e vyskyt nadoru prsu u muze,

e opakovany vyskyt nadort tlustého stieva nebo délohy v rodiné (dva a vice ptipada v
linii),

¢ ndador tlustého stfeva nebo nador délohy pted 40 rokem véku,

e duplicita nadoru kolorekta a dé¢lohy u pacienta v kterémkoliv véku,

e viceCetny vyskyt malignich melanomt v linii, alespon jednou pod 50 let nebo
sporadicky vyskyt pod 40 let,

e opakovany vyskyt jinych typti nadord, kombinace riznych nddorovych onemocnéni,
obzvlasté pokud se vyskytly v mladém véku (Masarykiv onkologicky ustav &
Dvotackova, 2019)

V piiloze 1 je pro ilustraci uveden vzorovy anamnesticky dotaznik ze zdravotnického
zatizeni Mediray s.r.o, které poskytuje péci v oboru radiodiagnostiky a sonografie, zabyvajici

se pfedevsim screeningem rakoviny prsu.
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7 Cile prace

Cilem mé bakalaiské prace bylo:

1. Seznameni se s odbornou literaturou na téma hereditarni karcinomy a vytvofeni

reSerse.

2. Osvojeni si molekularné biologické metody: izolace DNA, PCR a sekvenovani
vcetné pripravy vzorki.

3. Provedeni analyzy sekvenci a hodnoceni ziskanych dat pomoci databazi.

30



8 Metodika

Praktickd cast bakalafské prace probihala v laboratofi na Zdravotné socialni fakulté
Jihoceské univerzity pod vedenim Ing. TomasSe Nixe, Ph.D. VySsetfovany soubor se skladal
celkem z 18 vzorki, které jsem ziskala bukalnim stérem. Z kazdého vzorku jsem nejprve
vyizolovala DNA, nasledné provedla PCR, pomoci elektroforézy zjistila tspéSnost

amplifikace, a nakonec pfipravila a odeslala na sekvenovani.

8.1 lzolace DNA

Izolace DNA je potiebna pfed kazdou molekuldrné biologickou metodou, pomoci niz Ize
ziskat Cistou genomovou DNA z riznych typa tkani. Lyze bun¢k je dosazeno pfitomnosti
Proteinasy K a roztoku s vyssi koncentraci chaotropnich iont. Samotna izolace probiha na
kolon¢ se silikagelovou membranou, kde se vdze DNA za pomoci ethanolu. Promyvanim
dvéma riznymi pufry jsou nejprve odstranény necistoty a ndsledné je pomoci elu¢niho pufru

ziskana ¢ista genomova DNA (Generi biotech, 2015).
Pro izolaci jsem pouzila komer¢ni set od firmy Generi biotech.
Reagencie

e PBS (Phosphate Buffered Saline)
e Buffer BL1

e Proteinasa K

e 96 % Ethanol

e Wash Buffer BL2

e Wash Buffer BL3

e Elution Buffer BL4

Spottebni material

e 15 ml zkumavky
e 2 ml sbérné zkumavky
e Kolonka

e Spicky
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Postup

Nejprve jsem si nechala termostat vyhiat na 70 °C, do kterého jsem vlozila Elution Buffer
BL4. Nasledné jsem si oznacila 1,5 ml zkumavku a vlozila do ni tamponek ze stérového

materialu.

V prvni fazi dochézi k lyze vzorku. Do pfedem piipravené zkumavky jsem napipetovala
200 ul PBS a 25 pl Proteinasy K. Obsah jsem nasledné zvortexovala a zkumavku nechala
inkubovat 15 min v termostatu vyhtatém na 70 °C. Po inkubaci jsem zkumavku kratce stocila
a pridala 210 pl ethanolu. Nasledovalo opét promichdni na vortexu, kratké stoceni a
odstranéni stérového materialu. Do popsané 2 ml zkumavky jsem vlozila kolonku,
napipetovala 600 ul vzorku a nechala centrifugovat na minispinu 1 min pti 11 000 x g.

Sbérnou zkumavku s filtratem jsem odstranila a kolonku vlozila do nové sbérné zkumavky.

Dalsi faze zahrnuje promyvani. Na kolonku umisténou ve sbérné zkumavce jsem
napipetovala 500 pul Buffer BL2 a nechala centrifugovat 1 min pii 11 000 x g. Tekutinu,
uvolnénou do sbérné zkumavky, jsem vylila a kolonku vlozila nazpét. Nasledovalo
pipetovani 600 pnl Wash Buffer BL3 a cetrifugace 2 min. Kolonku jsem poté vlozila do nové

oznacené 1,5 ml zkumavky.

Posledni faze se nazyva eluce. Na stfed kolonky jsem napipetovala 20 pl pfedem
predehiatého Buffer BL4 a nechala inkubovat pii pokojové teploté 1 minutu. Nasledovala
opét centrifugace po dobu 1 minuty. Tento krok jsem zopakovala dvakrat. Po vyjmuti

kolonky byl ve sbérné zkumavce piipraven izolat DNA pro dal$i pouziti.

8.2 Méieni koncentrace

Koncentrace vyizolované DNA byla zméfena na spektrofotometru Colibri Microvolume od
vyrobce Titertek Berthold (pfiloha 2), ktery je ur¢eny pro méfeni koncentrace DNA, RNA a

proteinil v malych objemech.

Do kapilary na vzorek jsem nejprve nakapala destilovanou vodu z diivodu vycisténi kapilary.
Pted samotnym méfenim jsem na piistroji nastavila nucleid acid, sample type — DNA 50 a
pathlength — normal. Jako blank jsme pouzily 1,5 ul Buffer BL4, jehoZ koncentrace je nulova

a pak jsem méfila koncentrace jednotlivych vzorkd po 1,5 pl.
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83 PCR

Metoda probihajici v termocycleru slouzi k amplifikaci tiseki DNA v pfipadé¢ malého
vstupniho mnozstvi s vyuzitim dvou oligonukleotidovych primerti ohranicujicich mnozeny
usek. Tyto primery se na zakladé komplementarity vazou ke 3° koncovym sekvencim
mnozeného tseku, kazdy na jeden DNA fetézec — jsou tedy nezbytné pro zahajeni syntézy
DNA (viz obrazek 12). Jako dal$i nezbytnou soucasti je DNA (Taq) polymeraza izolovana
z bakterie Thermus Aquaticus, ktera odolava vysokym teplotdm. A v neposledni fade
nukleotidy. Samotné PCR neboli polymerazova ietézova reakce se sklada z 30-50 cykli, kdy
kazdy cyklus zahrnuje tfi reakce pti riznych teplotach:

1. Denaturace — Pii 95 °C dochazi k denaturaci dvouvlaknové DNA.

wrwe

3. Syntéza — DNA polymeraza za¢ne syntetizovat DNA pii 70-75 °C.

V kazdém nasledném cyklu se jak templat, tak nové syntetizovand DNA chovaji jako

templat. Na konci PCR je ve smési minimaln& 10° kopii cilové sekvence (Passarge, 2016).
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Obrazek 12 PCR - I. denaturace, 2. Annealing, 3. Syntéza
(zdroj: Bartova, 2011;
dostupné z: https://cit.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-pcr&lang=cz)
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Reagencie

e DNA

e Mastermix Combi PPP obsahujici Taq DNA polymerazu a nukleotidy (firma Top-
Bio)

e Primer reverse

e Primer forward

e PCR voda

Spotiebni material

e Spicky
e 0,2 ml mikrozkumavky
e Rukavice

Postup

Vsechny potiebné reagencie jsem si vyndala z mraziciho boxu a nechala je rozmrznout.
Mezitim jsem si pfipravila mikrozkumavky o objemu 0,2 ml a oznacila je. Reagencie jsem
zvortexovala a zcentrifugovala. Vzdy do jedné mikrozkumavky jsem nasledné napipetovala
piislusné mnozstvi DNA podle jeji koncentrace a k tomu 7,5 ul Mastermixu Combi PPP.
Pfidanim 1,5 ul primeru forward o koncentraci 10 pmol/ul, 1,5 ul primeru reverse o
koncentraci 10 pmol/ul a ptislusného mnozstvi PCR vody jsem doplnila zkumavky do 15 pl
(tabulka 6).

Tabulka 6 Objemy reagencii

DNA MM PRIMERR+F PCRH20 (ul) CELKEM (ul)
‘ 5-10 ng/ul — 3 pl 75ul  15+15upl 1,5 ul 15 ul
‘ 11-80ng/ pl —2pul  75ul  1,5+1,54pl 2,5 ul 15 pl
‘ 81-200ng/ ul — L pul  7,5ul 1,5+ 1,5l 3,5 ul 15 ul

Zdroj: vlastni

Zvortexované a stocené zkumavky jsem vlozila do termocycleru MJ Mini od vyrobce Bio-

Rad (pfiloha 3) a nastavila pfislusny program a nechala probéhnout reakci — tabulka ¢islo 7.
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Tabulka 7 Pribéh PCR

FAZE TEPLOTA CAS POCET CYKLU
1. | Pocate¢ni denaturace 95°C 10 min 1
2. | Denaturace 95°C 30s 35
3. | Annealing 60 °C 30s 35
4. | Syntéza 72°C 1 min 35
5. | Konecna syntéza 72°C 10 min 1
6. | Chlazeni 12°C 10 hod 1

Zdroj: vlastni

Primery byly syntetizovany na zakazku firmou Generi Biotech. V tabulce 8 jsou uvedeny
sekvence jednotlivych reverse a forward primeri. Jejich koncentrace byla na zac¢atku 100
pm, pro moje potieby byla ale potfeba koncentrace zadsobnich roztokt primerti 10 pm, proto

musely byt nafedény — smichanim 90 ul vody a 10 pl zasobniho roztoku primeru.

Tabulka 8 Sekvence primerii

SEKVENCE FORWARD SEKVENCE REVERSE PRIMERU

GEN PRIMERU (5'— 3") (3> 5)

PALB2 TGGGACTTACTTCTCGGTC TGGCATGTTATTGTTTCCCATTCG
EXON13 | AG AATGGGAAACAATAACATGCCA
BRCA2 CAATGCAAGTTTTTCAGG TCTTAGGCATCATCTGTATACA
EXON10/4 | TCA

BRCA2 GTCCTGCAACTTGTTACA GCGTTGAGGAACTTGTGA

EXON 11/12  CA

Zdroj: vlastni

8.4  Elektroforéza na gelu

Kontrola PCR produkti probihala pomoci gelové elektroforézy, pomoci které jsem zjistila
pfitomnost ¢i nepifitomnost amplifikovaného useku a jeho délky. Je to metoda, ktera
umoznuje separaci a identifikaci elektronegativné nabitych nukleovych kyselin (NK) na
zdklad¢ rozdilné pohyblivosti ve stejnosmérném proudu. Elektronegativita NK je dana
zbytky kyseliny fosforecné, diky které putuji NK ve stejnosmérném proudu ke kladné

elektrod€ (anodé€). Jejich rychlost pohybu je timérné velikosti a prostorovému uspotadani.
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Jako separacni média se vyuzivaji polyakrylamidové a agarézové gely. Pro vizualizaci se
pouziva barevny indikator schopny se vmezefit mezi dva nukleotidy aktivujici UV zafeni a

nasledné dochazi k emisi fotonu (Beranek, 2016).

V mém piipadé jsem pouzivala agarézovy gel a jako indikator ethidiumbromid (mutagen
meénici strukturu DNA — pfi praci v laboratornich podminkach se proto vyzaduje zvysena
bezpecnost prace, vyhrazeni mista pro praci a jeho likvidaci jako nebezpecného odpadu).
Samotna elektroforéza probihala v elektroforetické vané od vyrobce MajorSciences

(ptiloha 4) a pro vizualizaci byl pouzit UVIsave HD5 od firmy Uvitec Cambridge (pfiloha 5).
Reagencie

e 10x TBE-puffer

e 1x TBE-puffer

e Agaroza

e Ethidium bromid

e 100bp DNA-ladder

e Destilovana voda

Spotiebni material

e Spicky
e Rukavice
Postup

Nejprve jsem si piipravila 1% pufr TBE. Do sklenéného valce o objemu 1 I jsem odmétila
100 ml 10x TBE pufru a valec doplnila po rysku 900 ml destilované vody. Pomér fedéni je

tedy 9:1. Nespotiebovany 1% pufr jsem uchovala pro ptisti ptipravu gelt.

Nasledné jsem piesla na ptipravu 3 % agardzového gelu. Na predvazkéach jsem navézila 3 g
agardzy a kvantitativné pirevedla do Erlenmeyerovy banky spolu se 100 ml ptedem
ptipraven¢ho 1 % TBE pufru. Za obfasného michani jsem roztok zahtivala na maximalni
ohtev v mikrovlnné troub¢, dokud se agardza pln€ nerozpustila a nevznikl homogenizovany
roztok bez bublin. Zahtaty gel jsem schladila pod studenou tekouci vodou. S velkou

peclivosti a v rukavicich jsem do gelu napipetovala 5 pl ethidium bromidu (je to vysoce
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karcinogenni latka). Vznikly tekuty roztok jsem nalila do formy a vlozila hiebinek pro

vytvoreni pozic na vzorky.

Po ztuhnuti gelu jsem vyndala hiebinek, gel vlozila do elektroforetické vany a zalila 1x TBE
pufrem, aby byl gel pln€ ponotfeny. Do prvni jamky jsem napipetovala 5 ul 100 bp Ladder a
do dalsich jamek po 5 pl vzorku. Vanu jsem zaviela vikem, napojila elektrody a elektroforézu

zapnula na 35 min na 110 V.

Po ukonceni procesu jsem v rukavicich vyndala gel a vlozila ho na UV transiluminator,
ptikryla kamerou (detekéni systém), ktera prenasela obraz na LCD displej a pomoci USB
disku jsem vyfoceny elektroforegram pienesla do pocitace. Tento systém je od firmy Uvitec

Cambridge a nazyva se UVIsave HD5.
8.5 Enzymatické piecisténi PCR produkti

Cisténi PCR produktli je nutné pied kazdym sekvenovanim jinak mize dojit k necitelnosti
sekvenacnich grafii. Jedna znejcastéjSich pficin je pfitomnost riznych inhibitori
v templatech sekvenacni reakce. Inhibitory mohou byt jak z pivodniho biologického
materialu (tkan, krev, aj.), tak 1 inhibitory zne€ist'ujici DNA pf1 izolaci nebo jinych ¢innosti
(soli, detergenty, alkoholy aj.). PCR produkty lze ¢istit enzymaticky, vyfezavat z gelu nebo

precistit na kolonkéch, aj (Kujanova, 2019).
Precisténi DNA jsem zvolila enzymatické pomoci komeréniho setu EXOSAP od firmy New

England Biolabs. Set obsahuje dva enzymy:

e EXO I (exonuklease 1) - katalyzuje odstranéni nukleotidl z linearni jednofetézcové
DNA ve sméru 3'az 5'

e SAP (shrimp alkaline phosphatase) — nespecificky katalyzuje defosforylaci 5" a 3”

konci DNA
Reagencie
e EXOI
e TrSAP

e PCR produkt
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Spotiebni material

e Spicky
e 1,5 ml zkumavky
e Rukavice

Postup

PCR produkt jsem nejprve zvortexovala a kratce stocila, poté jsem do 1,5 ml zkumavky
napipetovala 5 pul tohoto produktu. Nasledné jsem enzymy vyndala z mrazaku a ponechala
je v mrazici desticce. Z enzymu EXO I jsem do zkumavky piidala 0,5 ul a enzymu rSAP

dvakrat vice — 1 pl. Cely obsah zkumavky jsem zvortexovala a stocila.

Zkumavku jsem nasledné vlozila do cycleru MJ Mini od firmy BioRad a nastavila ptislusny

program (tabulka 9).

Tabulka 9 Program na precisténi PCR produktii

TEPLOTA CAS

1. ‘ Inkubace 37°C 15 min
2 ‘ Aktivace enzymu 80 °C 15 min

3. ‘ Chlazeni 4°C 10 hod 40 min

Zdroj: vlastni

8.6  Priprava na sekvenovdni

Nasledovala piiprava sekvenénich reakci, zvlast' pro primer forward a zvlast’ pro primer
reverse. Vzorky byly poslany na sekvenaci do fimy GenSeq s.r.o. PoZadavky pro sekvenaci
byly nasledujici — pie¢istény PCR produkt o koncentraci 20-80 ng/ul smichany s5
ul primeru o koncentraci 10 pmol/ul v 1,5 ml zkumavce doplnéné do objemu 10 pl.

Reagencie

e Precistény PCR produkt
e PCR voda
e Primer forward

e Primer reverse
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Spotiebni material

e 1,5 ml zkumavky

e Spicky
e Rukavice
Postup

Nejprve jsem si ptipravila 1,5 ml zkumavky a oznacila je vEtsi ¢asti barcodu, mensi ¢ast jsem
si ponechala pro svou evidenci pouzitych ¢isel barcodt. Do takto ozna¢enych zkumavek jsem
napipetovala 1,5 nebo 1 pl pieéisténého PCR produktu podle bandd z elektroforézy
(tabulka 10) a zvlast’ 5 pl primeru forward a 5 ul primeru reverse. Podle napipetovaného
mnozstvi pre¢isténého PCR produktu jsem ptidala PCR vodu a doplnila tak celkovy objem

zkumavky na 10 pl.

Takto ptipravené zkumavky na sekvenaci jsem vlozila do schranky firmy na Pfirodovédecké
fakulteé JihoCeské univerzity. Zpravidla do dvou dnti byly sekvence piistupné na strankach
firmy ve formatu PDF, FASTA a abl., ktery slouzi k otevieni sekvence Vv pocitacovém

programu BioEdit.

Tabulka 10 Mnozstvi reagencii pro pripravu na sekvenovdni

BAND NA MNOZSTVi PCR MNOZSTVi PCR
ELEKTROFOREZE PRODUKTU VODY

SILNY ‘ 1 pl 3,5 ul

SLABY ‘ 1,5 ul 4l

Zdroj: vlastni
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8.7 Sekvenovani

Metoda Sangerova sekvenovani (obrazek 13) slouzi ke stanoveni potadi jednotlivych
nukleotidi v molekule DNA. Princip je zalozeny na PCR reakci, ktera je na ur¢itém misté
ukonc¢ena. Na rozdil od klasické PCR se ptidava pouze jeden primer — amplifikace probiha
pouze na jednom fetézci DNA. UkoncCeni probihd na zakladé dideoxyribonukleotida
(ddNTP), kter¢ postradaji hydroxylovou skupinu na 3" konci, ktera je nezbytna pro navazani
dalsiho nukleotidu v nové vznikajicim fetézci — slouzi tedy jako terminatory syntézy. DNA
polymeraza zaclenuje deoxynukleotidy (v nadbytku) a dideoxyribonukleotidy (v malém
mnozstvi) ndhodné, proto po zafazeni ddNTP prodluZzovani fetézce prestane. Vysledkem jsou
miliony az miliardy oligonukleotidovych kopii pozadované sekvence DNA ukoncené
v ndhodnych délkach. Pfi ruénim Sangerové sekvenovani probiha reakce ve 4 zkumavkach
— kazda obsahuje jeden dANTP (ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP), vizualizace probiha na
gelové elektroforéze. Pii automatickém vSe probihd v jedné reakéni zkumavce, pficemz
kazda ze 4 dANTP ma4 jedine¢nou fluorescen¢ni znacku. Pro detekci se vyuziva kapilarni

elektroforéza s laserovym detektorem (Bartova, 2011; Merck Group, 2020).

‘ PCR with fluorescent, 2 Size separation by capillary 3 Laser excitation & detection
chain-terminating ddNTPs gel electrophoresis by sequencing machine
3
| Large fragments g HEH G
- A - A
—c c c
—T T : : T
— - G G
- :i:“‘ﬁgt' A : : A
p< GY & maw

i R G 4 } A A ies A
- Ryt s H s
T Mixture of dNTPs & small fragments T T
B fluorescently- labelled G n G
-7 ddNTPs T H T
= - — r
5 Fluorescently-labelled Laser beam Photomultiplier

Output chromatogram

oligonucleotides

Original
DNA sequence,
PCR amplified &

denatured
Obrazek 13 Sangerovo sekvenovani
(zdroj: Merck Group, 2020;

dostupné z: https://lwww.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/sanger-sequencing.html)

40



9 Vysledky

Prakticka ¢ast zahrnovala izolaci DNA, méfeni jeji koncentrace, amplifikaci pomoci PCR,
zjistovani jeji uspéSnosti pomoci elektroforézy, enzymatické piecisténi PCR produkta,

piiprava vzorki na sekvenovani a seznameni se se samotnym sekvenovanim.

Vysetfovany soubor se skladal dohromady z 18 anonymizovanych vzorkua, které jsem si
oznacila ¢isly. VySetfované geny zahrnovaly gen BRCA2 — exon 10/4, exon 11/12 a gen
PALB2 — exon 13. V bfeznu jsem podle planu méla vysettit dalsi geny a jejich exony, a to

gen BRCAL a gen NBN, bohuzel mi to soucasna pandemicka situace neumoznila.

Cilem prace bylo nalezeni a analyza ptipadnych mutaci v jiz zminé€nych genech. Analyza
zahrnovala zhodnoceni sekvenci pomoci programu BioEdit (editor pro prohlizeni a
ptizptsobeni biologickych sekvenci), nasledné vyhledani dané sekvence v databazi NCBI
(National Centre for Biotechnology Information) a srovnani téchto dvou sekvenci. V piipadé

nalezeni mutace zhodnoceni typu a patogenity.

9.1 Koncentrace DNA

VZOREK KONCENTRACE VZOREK KONCENTRACE
1 35,50 ng/ul 10 182,22 ng/ul

2 22,28 ng/ul 11 18,70 ng/ul

3 22,44 ng/ul 12 92,86 ng/ul

4 28,66 ng/ul 13 67,30 ng/ul

5 79,34 ng/ul 14 228,62 ng/ul

6 7,33 ng/ul 15 9,30 ng/ul

7 137,68 ng/ul 16 138,26 ng/ul

8 64,96 ng/ul 17 121,04 ng/ul

9 147,52 ng/ul 18 199,22 ng/ul

Zdroj: vlastni Zdroj: vlastni
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9.2 Elektroforéza

Pted samotnym sekvenovanim bylo potfeba zkontrolovat ispésnost amplifikace, a to pomoci
gelové elektroforézy. Velikost produktti jsem porovnala s DNA ladderem (obrazek 16) —
pohybovala se kolem 500 bp (obrazek 14 a 15), coz odpovida zhruba 58 ng DNA/ pl.

V zavislosti na silném (pf. vzorek 1) nebo slabém bandu (pf. vzorek 5) na elektroforéze bylo

napipetované piislusné mnozstvi produktu do zkumavek pfi piipravé na sekvenovani (viz

tabulka 10).

«— 500 bp

Obrazek 14 Elektroforéza na gelu I, (zdroj: viastni)

«— 500 bp

Obrazek 15 Elektroforéza na gelu I, (zdroj: viastni)
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9.3 Sekvenovani

Vsechny anonymizované vzorky byly vySetfeny pomoci metody Sangerova sekvenovani
v ramci spoluprace s firmou GenSeq s.r.o. a nasledné¢ vyhodnoceny v programu BioEdit.
Vysetfovany soubor obsahoval vzorky od 18 pacient, z ¢ehoZ u 6 vzorki byl sekvenovan
gen PALB2 — exon 13, u dalSich 5 vzorki jsem osekvenovala gen BRCA2 — exon 10/4 a
zbylych 7 vzorkl bylo vySetieno na gen BRCA2 — exon 11/12.

V programu BioEdit jsem si oteviela piislusnou sekvenci (graf v podobé piki a sefazené
nukleotidy) a nejprve ji okometricky zhodnotila. V pfipadé nedostate¢né velikosti
jednotlivych pikti bylo mozné je zvétsit a pokracovat v hodnoceni. Pokud sekvence vypadala
v poradku a bylo mozné ji dale identifikovat, piekopirovala jsem ji do programu Word a
zvyraznila €asti, které byly kvalitni a bez Sumu — odstranénim ¢ésti sekvence na obou koncich
(ptiloha 6). Vybranou ¢ast sekvence jsem vlozila do databaze NCBI, kde doslo ke srovnani
s referencni sekvenci a vyhledani pfislusného genu (obrazek 17). V ptipadé nalezeni 100 %
shody jsem si ovéfila o jaky gen a jeho exon se jedna v grafickém zobrazeni a v jakém misté
jsem sekvenovala. V tomto ptipadé jsem povazovala, ze dand sekvence je bez mutaci.
Nicméné i ptes 100 % shodu se v posloupnosti nukleotidii mohla objevit mutace. Jednalo by
se o heterozygotni mutaci, kterou program BioEdit nedokaze ptecist (piekryv dvou piki).
V ptipadé neshody s databézi jsem pétrala, v jakém misté se mutace nachazi a o jakou mutaci
se jedna (delece, duplikace, aj.). Dale jsem zjistovala jeji patogenitu — benigni, maligni,

nejasny klinicky vyznam a zda jeji sekvence méni aminokyselinu.

Score Expect Identities Gaps Strand
726 bits(393) 0.0 393/393(1009%) 0/393(0%) Plus/Minus
Query 1 GCTTTATGTACACCTTTAAAAGCACATGTACARATGTGGGAAATTACALALAATCAACCTA &6

Sbjct 43161 GCTTTATGTACACCTTTAAAAGCACATGTACAAATGTGGGAAATTACAAAMAATCAACCTA 43162

ettt miatimioi

Sbjct 43181 AAACCCTTTTTCTCAAAGTATACATAAATGTACATCCAAGATCAGTGGTGCTACCATCAT 43042
e i i

Sbjct 43041 TAGAATAAAAAATAAGTCTGTCTGGACATAAACAAGCAATCATTTTAAGTGTCATTCAGA 42982

Obrazek 17 Priklad shody vysetrovaného vzorku s databazi NCBI
(zdroj: https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_167860127)
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9.3.1 PALB2—-exon 13

Na genu PALB2 se nachazi 13 exont, posledni z exond obsahuje 508 nukleotidt. Lokace
tohoto exonu je v misté 42 689 — 43 174 (Genetics Home Reference, 2020). Primer forward
byl nasyntetizovan s lokaci 42 756 — 42 776, tim padem nedoslo k Gplnému osekvenovani
celého exonu. Pro precteni celého exonu by byl potiebny jesté dalsi par primert. Hodnocené
sekvence byly dlouhé zhruba 400 bp. Na obrazku ¢islo 18 mizeme vidét cast genu PALB2
zvyraznény zelenou barvou, ¢ernd barva znaci exon 13. Dole na obrazku je Sedou barvou
zvyraznéna osekvenovana cast daného exonu. Tim padem nebyl osekvenovany pocatek

exonu 13. Cervené znacky s popisky oznaduji popsané mutace.

iF bls3 v2

1 LIBnEN B} 1] - 1 _ u
3, dbSHP b153 v2
rsEE7FTE4E4 B ACTTACTT/ACTT  rs18@177129 0 T/C r=18687 48355 | 6/T = el s
U7 I 6E/E reE2620284 | T/C/R rsbB7776428 B CTCTC/CTC
1B ) TAC rsRETYPE4ZE ) ASAR rs1BEITTIEE B EEE /G
"G3t14 1 C/THR rsRETTTE427 WGT/ -
112688 | 6/C/R  rsBE32247E7 1 C/T rsllSZE3995 | C/6AA
relgel 77137 | GATACAA
rs4BEEE7ET I T/G
rEREF7TE42E | ASAA
rs372686504 | T/C
rsEETTE2217 1 G/TAR
redtdzaEe7 | GAC/A
rs2BA2E3306 1 C/T/A
11ts for: Nucleotide Seguence
Query 17455
>

42,708 |42, 758 |42.500 42,858 42,900 42,950 [43 K |43,958 43,190 43,158 43,200

Obrazek 18 Gen PALB2 exon 13 — NCBI
(zdroj: https://1url.cz/DzBuG)

VSechny vzorky osekvenované na gen PALB2 — exon 13 byly porovnané s referen¢ni
sekvenci NG_007406.1. Zhodnotila jsem je jako bezmutac¢ni. (tabulka 11) (obrazek 19).

Tabulka 11 Shoda vzorkit s genem PALB2, exon 13

VZOREK VLAKNO SHODASNCBI LOKACE

1 Forward 100 % 42 831 -43 212
Reverse 100 % 42 767 - 43 174
2 Forward 100 % 42 832 - 43 212
Reverse 100 % 42 767 — 43 156
3 Forward 100 % 42 842 — 43 212
Reverse 100 % 42 767 — 43 167
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4 Forward 100 % 42 867 — 43 223
Reverse 100 % 42 757 - 43 161
5 Forward 100 % 42 828 — 43 207
Reverse 100 % 42 769 — 43 161
6 Forward 100 % 42 875 — 43 220
Reverse 100 % 42 758 — 43 161
Zdroj: vlastni
120 130 140 150 160

GGG TAAAGT GAAAACACAAT TTTICTGGATATATTGGGCCTCTTAY

Mot A arfaaaofiand

Obrazek 19 Cast sekvence genu PALB2 — exon 13 v programu BioEdit (zdroj: viastni)

9.3.2 BRCA2 —exon 10/4

Gen BRCA2 obsahuje 27 exontl. 10 exon obsahuje 1 116 nukleotidd, jeho lokace je v misté
21 793 — 22 908 (Genetics Home Reference, 2015). Sekvenovani probéhlo u posledni tietiny

exonu s casti intronu. Hodnocené sekvence byly dlouhé zhruba 400 bp.

Vzorky byly srovnané s referencni sekvenci NG_012772.3. U vSech vzorkt (¢. 7,¢. 8,¢.9 a
¢. 10) byla nalezena stejna mutace NM_000059.3(BRCAZ2):¢.1909+22del — jedna se o deleci
jednoho nukleotidu v mistech tandemového opakovani (lokus 22 920 — 22 931), tim padem
doslo k posunu a k piekryvu piki (obrazek 20 a 21). Mutace je klasifikovana 6x jako benigni,
Ix jako pravdépodobné benigni a Ix snejistym vyznamem (konfliktni interpretace
patogenity). Nachazi se v intronové ¢asti genu, ktera se nepieklada do proteinu — neni tedy
pravdépodobné vyznamna. Tabulka 12 ukazuje shodu sekvence s databazi NCBI. Né&které
sekvence s mutaci mély shodu s databazi mensi nez 97 %, bylo to zptisobeno piekryvem

dvou pikli a nespravnym vyhodnocenim nukleotidu.
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Tabulka 12 Shoda exonu 10/4 na genu BRCA2 s databdzi NCBI

VZOREK VLAKNO SHODA SNCBI LOKACE
7 Forward 99,7 % 22 624 - 23019
Reverse 95,98 % 22 564 — 22 961
8 Forward 99,7 % 22 624 - 23 034
Reverse 99 % 22 561 — 22 961
9 Forward 99,7 % 22 624 — 23 017
Reverse 95,6 % 22 574 — 22 962
10 Forward 99,5 % 22 363 — 23 015
Reverse 97 % 22 565 — 22 962
Zdroj: vlastni
340 350 360 370

" TACCTCTGTCT T T TTITTTTTTGTAAATAGTACATATAGTTTTA

I ol i

Obrazek 20 Mutace NM_000059.3(BRCA2):¢.1909+22del v genu BRCA2 — vidkno forward (zdroj: viastni)

70 80 a0 100
GTACTAT TTACAAAAAAAAAAMAAMACAAAGGTACCT G AATCA

Obrazek 21Mutace NM_000059.3(BRCA2):¢.1909+22del v genu BRCA2 — vidkno reverse (zdroj: viastni)

9.3.3 BRCA2—exon 11/12

Exon 11 je nejdelsi z exon genu BRCA2. Obsahuje 4 932 nukleotidii. Nachazi se v lokaci
25 786 — 30 717 (Genetics Home Reference, 2015). Sekvenovani zahrnovalo zhruba desetinu
exonu v mistech 28 800 — 29 300 (obrazek 22). Hodnocené sekvence byly dlouhé zhruba 400

nukleotidu.
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Na obrazku ¢islo 22 miizeme vidét ¢ast genu BRCA2 zvyraznény zelenou barvou, ¢erna barva
znaci exon 11. Dole na obrazku je Sedou barvou zvyraznéna osekvenovana ¢ast daného exonu

s popiskem Query_37959.

riations, dbSHP bl153 vz

= . T — RS | 1 v Ty e T e a—
, dbSNF b153 w2
1802 01 TR A Y ISR AV 8 MR S A I SR 8 S D ST S NS 8 T S D 1 U S T N SN T
I Besults for: Nucleotlde Sequence
Gty 37959
p

3 [E 28588 [27 Kk 27580 B |25 508 29 Kk |29.508 |28 K 38,580

Obrdzek 22 Gen BRCA2 exon 11 — NCBI
(zdroj: https://1url.cz/XzBuUR)

Vsechny sekvence vzorkt testovanych na gen BRCA2 — exon 11 jsem porovnala s databazi
NCBI s referenéni sekvenci BRCA2 — NG_012772.3. 100 % shodu jsem pozorovala u
kazdého vzorku, az na vzorek s ¢islem 17 (tabulka 13). PovaZzuji tedy, Ze neobsahuji Zadnou

mutaci.

U vzorku ¢islo 17 jsem hodnotila pouze vlakno reverse, jelikoz sekvence z druhého vlakna
byla necitelna. Nalezla jsem mutaci NM_000059.3(BRCAZ2):c.5362dup (p.Ser1788fs) —
jedné se o duplikaci jednoho nukleotidu v mistech tandemového opakovani (obrazek 23).
Mutace je klasifikovana jako patogenni — zptsobuje hereditarni syndrom nadoru prsu a

ovarii. Varianta méa za nasledek predCasny terminacni kodon, ktery zapficinuje zkraceni

findlniho proteinu.

Score Expect Identities Gaps Strand
795 bits(430) 0.0 433/434(99%) 1/434(0%) Plus/Minus
Query 1 GCATTTGCATCTTTTACATTGGATATTACTTTGGAAAAAACTAGTGEELEEEEGATCTTC 66

Sbjct 29272 GCATTTGCATCTTTTACATTGGATATTACTTTGGAAAMA-CTAGTGTTTTTTTGATCTTC 29214
Query 61 AACATTCTTCAATACTGGCTCAATACCAGAATCAAGTTTATTTTTTGAGAGATATCCTGA 120

Sbjct 29213 AACATTCTTCAATACTGGCTCAATACCAGAATCAAGTTTATTTTTTGAGAGATATCCTGA 29154
Query 121  ATCATTATATACCTCATCAGAATGGTAGGAATAGCTGTTAGACATGCTACTGTTACTTAA 180
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 29153 ATCATTATATACCTCATCAGAATGGTAGGAATAGCTGTTAGACATGCTACTGTTACTTAA 29894

Obrazek 23 Duplikace nukleotidu a shoda sekvence s NCBI
(zdroj: https://1url.cz/ezBuk)
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Tabulka 13 Shoda exonu 11 genu BRCA2 s NCBI

VZOREK VLAKNO SHODA SNCBI  LOKACE
12 Forward 100 % 28913 -29 304
Reverse 100 % 28 839 — 29 254
13 Forward 100 % 29 062 — 29 319
Reverse 100 % 28 842 — 29 272
14 Forward 100 % 28 876 — 29 308
Reverse 100 % 28 842 — 29 233
15 Forward 100 % 28 881 —29 309
Reverse 100 % 28 839 — 29 245
16 Forward 100 % 28 882 — 29 309
Reverse 100 % 28 839 — 29 245
17 Reverse 99,8 % 28 840 — 29 272
18 Forward 100 % 28 883 -29 318
Reverse 100 % 28 837 — 29 233

Zdroj: vlastni
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10 Diskuse

V porovnani Sangerova sekvenovani a NGS (sekvenovani nové generace) jsem dosla k témto
nazorim. Sangerovo sekvenovani je zaméfené pouze na konkrétni oblast genu, vyuziti je
predevs§im Vv diagnostice chorob a vcéasnému zjisténi nachylnosti jedince k nemocem
asociovanymi s urcitymi geny. Vyhodou je urcité¢ cenova dostupnost oproti NGS, nicméné i
pfes inovace je tato metoda ¢asoveé naro¢na a pracna. Mezi dalsi nevyhody patii nezachyceni
pfitomnosti zmén velkého rozsahu. Pomoci technologie NGS dokazeme piecist v pripadé
potieby 1 cely genom, coZ je urCité vyhoda v onkologii, kdy je ¢asto nezbytné vySetieni
vétSiho mnozstvi gentl a jejich variant. Mezi dalsi vyhody sekvenovani nové generace patii
redukce Casu do poskytnuti vysledkt. Mezi nevyhody patii naroc¢nost interpretace velkého
mnozstvi dat, s ¢imz se poji ¢asova i finan¢éni naro¢nost. Kazdopadné podle studie Park at al.
(2015), kterd porovnava Sangerovo sekvenovani a NGS v oblasti screeningu mutaci BRCA1
a BRCAZ2, je kvalita vysledkti u obou metod naprosto shodna. V mém piipad¢ jsem provadéla
vySetieni vybranych tsekti genit PALB2 a BRCA2 pomoci Sangerovy metody z finan¢nich

divodu a z nedostupnosti metody NGS.

Pti praktické ¢asti doslo béhem piipravy na sekvenovani k nékolika komplikacim. Pfi izolaci
DNA a naslednému méfeni koncentrace jednoho vzorku vychazela opakované nula — vzorek
jsem vytadila. Pravdépodobné to bylo zpiisobeno $patnym odbérem materialu. U nékterych
vzorkl doslo ke komplikacim béhem amplifikace — nedoslo k namnozeni tiseku DNA. Pti¢in
mohlo byt vice, napt. nedostate€né odstranéni necistot ¢i ethanolu pfi promyvani pufrem ve
fazi 1zolace DNA, chyba mohla pravdépodobné vzniknout 1 na zdkladé Spatného MasterMixu
nebo PCR vody nebo v nejméné pravdépodobném piipadé pii enzymatickém ¢isténi. Pro
odstranéni nezadoucich komplikaci jsem pouZila novy MasterMix i PCR vodu, kdy u valné
vetsiny vzorkid doslo k amplifikaci a mohly byt odeslany na sekvenaci. Vzorky, u kterych
nedoslo i pifes toto k amplifikaci, jsem vyfadila z ¢asovych i finan¢nich dtvodu. Pii
vyhodnocovéni jednotlivych sekvenci jsem dal§i 4 testované vzorky vytadila z divodu

nedéitelnosti.

Zpracovala jsem dohromady 18 vzorkd, které byly osekvenovany ve spolupraci s firmou
GenSeq s.r.0. metodou Sangerova sekvenovani, z ¢ehoz u 6 vzorkl byl vysetfen gen PALB2

—exon 13, u dalsich 5 vzorki byl osekvenovan exon 10/4 nachézejici se v genu BRCA2 a
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zbylych 7 bylo vySetfeno na gen BRCA2 — exon 11/12. Spoluprace s touto firmou mi
vyhovovala, sekvence byly vétsinou hotové do dvou pracovnich dnt a jejich kvalita byla

vysoka.

Nejprve jsem vyizolovala DNA z bukalnich stéri pomoci komeréniho kitu Generi Biotech.
Samotny navod k pouziti je velice intuitivni, celkova prace s kitem mi vyhovovala. Nicméné
zajimavé bylo, Ze 1 pfes stejny postup a pouzité reagencie u izolace kazdého vzorku, vysla
koncentrace nukleové kyseliny velice rozdilna. Pohybovala se v rozmezi 7-200 ng/ul.
Vysledny rozdil byl pravdépodobné zplsobeny samotnym odbérem z bukalni sliznice.
Vétsina vysetfovanych pacientli odmitla vytér sliznice mnou a rozhodla se provézt odbér
sama. I pfes pouceni, jak spravné odebirat bukalni stér, doslo ke kontaminaci potravou nebo
stér nebyl provadén dostatenym tlakem potiebnym pro odebrani pozadovaného mnozstvi
bunék. Nicméné velké odchylky v koncentracich mély minimalni nebo zadny vliv na

vysledek sekvenovani DNA.

Pro zjisténi usp&S$nosti amplifikace DNA jsem pouzivala gelovou elektroforézu. Metoda je
podle mého ndzoru spolehliva a casove i financn€ nendrocnd. | pies moznost vynechani
tohoto kroku v ptipravé vzorkt na sekvenaci ji doporucuji provadét. Z vlastnich zkusenosti
vim, Ze pokud vzorek nevyjde na elektroforéze, nema cenu ho sekvenovat. Tato metoda
pfedchazi finan¢nim i Casovym ztratam v ptipad€ nelispé€$nosti metody sekvenovani a podle

meého nédzoru slouzi jako nezbytna kontrola uspéSnosti amplifikace.

K hodnoceni sekvenci jsem pouzivala program BioEdit, ktery je volné dostupny na internetu.
Moc mi nevyhovoval, nebyl viibec intuitivni. Nabizel spoustu funkci, které jsem ani po
dlouhém snazeni nedokazala vyuzit. Mezi dal§i nevyhody programu patifi neschopnost
rozliSeni heterozygotni mutace (pfekryv dvou pikll). Kazdopadné pro zobrazeni
sekvenogramu a sekvenci nukleotidl je naprosto dostacujici. Jako databazi jsem pouzivala
NCBI. Ze zacatku mi pfisla komplikovand a téZko jsem se v ni orientovala, nicméné po
bliz§im prozkoumani a konzultaci s mym vedoucim prace Ing. Toméasem Nixem, Ph. D jsem

databazi porozuméla. Prace s ni mi vyhovovala a splnila moje poZadavky.

Vysledné sekvence vybranych oblasti genu PALB2 jsem zhodnotila jako bezmutacni.
V piipadé mutace v urCité oblasti v tomto genu je dle Rahman at al. (2007) riziko vzniku

karcinomu prsu ¢i ovarii 2,3x vysSi.
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U vySetfovani genu BRCA2 byly primery nasyntetizované tak, ze dosSlo k osekvenovani
posledni tietiny exonu 10 véetné ¢asti nekddujiciho intronu. U vSech péti vzorki jsem nalezla
stejnou mutaci v intronové oblasti — NM_000059.3(BRCAZ2):¢.1909+22del. Jedna se o
deleci nukleotidu v mistech tandemového opakovani. Varianta je zarode¢na a benigni, tzn.
nema zadny vliv na zdravi jedince. Jelikoz se jedna o bezvyznamnou variantu, neni ji
vénovana pozornost. V databazi NCBI byla popsana 4krat. Soubor vzorku s touto variantou
byl nahodny a bez jakékoliv piibuzenské linie, zahrnoval 1 muze a 4 Zeny. I pfes malé
mnozstvi testovanych vzorkl v této oblasti povazuji tuto variantu za ¢astou v populaci.
Myslim, Ze by mohlo byt zajimavé vySetfit tuto variantu u vétSiho mnozstvi jedincii v eské
populaci a provézt statistické Setfeni frekvence vyskytu. Vzhledem K tomu, Ze tato varianta
je popsana pouze 4x, zajimalo by mé, jestli pfece jen nemuze mit néjaky negativni dopad na

zdravi jedince.

V piipad¢ posledni testované oblasti v genu BRCA2 jsem nalezla u jednoho vzorku mutaci
NM_000059.3(BRCA2):c.5362dup (p.Ser1788fs) —rs587781849. Nachazi se v exonu 11/12,
zhodnotila jsem ji jako patogenni — zpiisobuje hereditarni syndrom nddoru prsu a ovarii.
Mutace vytvaii predCasny stop kodon, zpusobuje zkraceni findlniho proteinu nebo jeho
rozpad. V databazi NCBI byla tato varianta popsana 5krat jako patogenni, blizsi publikace
jsem nenalezla. Jelikoz vzorky byly anonymni, nemohu posoudit rodinnou historii pacienta
S touto variantou. Pfesto vim, Ze v souboru vzorkid se vyskytovala pacientka s pozitivni
rodinnou anamnézou, tudiz piedpokladam, Ze se jedna prave o tento ptipad. Podle Kolaroveé
(2017) je nejicinngjSim opatfenim v rdmci primarni prevence chirurgické odstranéni
rizikového organu, k ¢emu se i ja priklanim. Doporucené sledovani pacientd s mutaci

v téchto genech (sekundarni prevence) uvadim v kapitole ¢islo 3.1.1.

I pfes nalezeni benigni i patogenni mutace, jsem testovala pouze malou ¢ast genomu, tim
padem nemohu posoudit, zda testovani jedinci nemaji hereditarni mutaci podminujici vznik
familiarnich nadorti. Cilem prace ale bylo predevSsim osvojeni si metody molekularni
biologie, coz bylo dle mého nazoru naplnéno. Podle studie Cross (2017) jeden z péti
»zdravych® dospélych mlzZe nést genetické mutace souvisejici s onemocnénim. Podle této
studie jsou Vv rozporu nazory doktord ohledné celogenomového sekvenovani DNA v ramci

preventivni mediciny. Nékteti doktofi stejn¢ jako American College of Medical Genetics and

o1



Genomics zastavaji nazor, ze tato prevence nestoji za ekonomické nebo emocni naklady a
navrhuji informovat lidi o vysledcich pouhych 59 genti, o nichZ je znamo nebo se oc¢ekava,
ze budou mit dopad na lidské zdravi. Druha ¢ast véetné Christy Martinové — geneticka
pusobici v Geisinger Health System v Danville v Pensylvanii zastavaji opa¢ny nazor, tvrdi,
Ze mit vice informaci je vzdy prospésné a zjisténé mutace zpusobuji pozitivni zmény chovani
pacientli vedouci ke zdravi. Podle mého nazoru ma celogenomové sekvenovani své vyhody
i nevyhody, nicméné priklanim se ke Christé Martinové. Zivotni styl ma obrovsky vliv na
fyzické i psychické zdravi ¢lovéka a pokud informace o vétSim riziku vzniku onemocnéni
pfinuti jedince zlepsit zplisob zivota, je to pozitivum. Nicméné kone¢né rozhodnuti by mélo

zUstat na pacientech.
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11 Zavér

Tato bakalarské prace predstavila problematiku hereditarnich nadorovych syndromt. Blize
jsem specifikovala hereditdrni syndrom nadoru prsu a ovarii, véetn¢ moznych gent
zpusobujicich tento syndrom — BRCAL, BRCA2, TP53, PTEN, ATM, PALB2, dale jsem se
zabyvala Lynchovym syndromem a systémem gentit MMR. V neposledni fad¢ jsem popsala
familiarni adenomatdzni polyp6zu asociovanou s genem APC. Déle jsem se zaméfila na
vySetieni vybranych oblasti 18 anonymizovanych vzorkli v genu PALB2 — exon 13 a v genu
BRCAZ2 — exon 10/4 a exon 11/12. Pomoci izolace DNA, PCR metody a elektroforézy jsem
vzorky pfipravila na Sangerovo sekvenovani. V posledni ¢asti mé prace se zabyvam

analyzou a samotnym zhodnocenim vysledkl pomoci programu BioEdit a databdze NCBI.

Cilem prace bylo seznameni se s odbornou literaturou na téma hereditarni karcinomy a
vytvofeni reSerSe, osvojeni si molekularné biologické metody: izolace DNA, PCR a
sekvenovani vcetné¢ pfipravy vzorkll a provedeni analyzy a hodnoceni ziskanych dat
s databdzemi. B&hem praktické cCasti této prace jsem se naucila pracovat samostatné
Vv laboratofi a osvojila jsem si metody molekuldrni biologie. VSechny vyse zminéné cile byly

naplnény.

Ze zjisténych vysledki jednotlivych sekvenci danych oblasti genli jsem nalezla 4 benigni
mutace — NM_000059.3(BRCA2):c.1909+22del a 1 patogenni mutaci -
NM_000059.3(BRCA2):¢c.5362dup (zplsobujici hereditdrni syndrom nadoru prsu a ovarii).
V ptipad€ benigni mutace bych chtéla v budoucnu provézt statistické Setfeni frekvence
varianty v ¢eské populaci a zjistit, jestli opravdu nema zadny vliv na zdravi ¢lovéka. U
nalezené patogenni mutace doporucuji lepsi prozkoumani, jelikoz byla popsana pouze Skrat

a publikace zatim nejsou dostupné.

Véiim, ze prace bude piinosem a piehledem pro Ctenafe zajimajici se o problematiku

»Sekvenovani genit u pacientii s karcinomem v rodinné anamnéze “.
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14 Seznam priloh

Priloha 1

Anamnesticke rizikove faktory

mediray u nadori

prsu (dotaznik)

1. Vyskytl se ve Vasi rodiné nador (rakovina) prsu? anc /_J/ ne/ [

a) jestlize ano: ukoho? matka /_/ sestra /_/ babicka /_/ jind pfibuzna /_/
b) jestlize ano: vék pribuzné pfi zjisténi nadoruprsu /__ /.

2.Vyskytl se u Vas / ve Vasi rodiné nador (rakovina)vajecniku? ano/_ /ne /_/
a) jestlize anot ukohe? Vy /_/ Matka /_ / babitka/_ / jiné [ /

b) jestlize ano: vék pribuzné pfi zjisténi nadoru vajeéniku /__ /

3.Vyskytl(-¥) se jiné zhoubné nadory (rakovina) v rodiné? ano/_/ ne/_/
a) jestlize ano, udejte, o jaky organ se jednalo / !

4.Nahmatala jste si v posledni dobé néjaky tuzsi atvar v prsu (bulku)? ano /_/ ne/_/.
a) jestlize ano: datum / /

5. Vas vék pii prvnim menstruaénim krvaceni (tzv. menarche) /__

a) pfi zaniku menstruace (tzv. menopauza) /__ f

6. Vas vék pii prvnim porodu /__/  poéet poroda /__ [

7.Uzivala jste mnebo wuzZivate nahradni hormonalni léébu (jinou nez
hormonalni antikoncepci) ano /_ [/ ne/_/

a) jestlize ano: doba uivdni hormondlnilééby 1-5let /_/ 6-10let/_/ wvicenezlOlet/_/
8. méla jste nékdy uraz prsu? ano/_/ ne/ /

a) jestlize ano: v kolika letech? /[

9. Byl u Vas nékdy proveden odbér vzorku prsu? (tzv. biopsie) ano /_/ne /_/

a) jestlize ano: kolikrat / /

10. Byla jste nékdy v minulosti lé¢ena zarenim na oblast hrudniku? ane /_/ ne/_/

Obrazek 24 Vzorovy anamnesticky dotaznik, (zdroj: www.mediray.cz)
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Ptiloha 2

=4

Obrazek 25 Spektrofotometr Colibri Microvolume od vyrobce Titertek Berthold (zdroj: vlastni)

Ptiloha 3

Obrazek 26 Termocycler MJ Mini od vyrobce Bio-Rad (zdroj: viastni)
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Ptiloha 4

Obrazek 27 Elektroforeticka vana od vyrobce MajorSciences (zdroj: viastni)

Piiloha 5

Obrazek 28 UVIsave HD5 od firmy Uvitec Cambridge (zdroj: viastni)
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Ptiloha 6
PALB2 — exon 13

1F

CGAACCCCCTCACTGTCTCTGACCACATTGGTCTTTTGTGAATGGTCCGGTACAGACTCTCATITCCTGGOTG
GACAAAAAGATGGAAATATATTTGTATACCACTATTCATAAGTTAGGGTAAAGTGAAAACACAATTTTCTG
GATATATTGGGCCTCTTAGTATTTTTTGGAGTTTTAAATATAAAGGAGAATATCTGAATGACACTTAAAATG
ATTGCTTGTTTATGTCCAGACAGACTTATTTTTTATTCTAATGATGGTAGCACCACTGATCTTGGATGTACAT
TTATGTATACTTTGAGAAAAAGGGTTTTAGGTTGATTTTTGTAATTTCCCACATTTGTACATGTGCTTTTAAA
GGTGTACATAAAGCTTCAAATGGCAATAAATATTTATTTTTATACATTCTGCTTGGCATGTTATTGTTTCCCA

TTCC
1R

AGTAAAATAAATATTTATTGCCATTTGAAGCTTTATGTACACCTTTAAAAGCACATGTACAAATGTGGGAAA
TTACAAAAATCAACCTAAAACCCTTTTTCTCAAAGTATACATAAATGTACATCCAAGATCAGTGGTGCTACC
ATCATTAGAATAAAAAATAAGTCTGTCTGGACATAAACAAGCAATCATTTTAAGTGTCATTCAGATATTCTC
CTTTATATTTAAAACTCCAAAAAATACTAAGAGGCCCAATATATCCAGAAAATTGTGTTTTCACTTTACCCT
AACTTATGAATAGTGGTATACAAATATATTTCCATCTTTTTGTCCAGCCAGCAAATGAGAGTCTGTACCCGA
CCATTTCACAAAAGACCAATGTTGGTCAGAGACAGGTGGGAGGAGGGCAGTACACTGACCGAGAGTAAAG

TCCCAAA
2F

TCTGACCACATTGGTCTTTTGTGAAATGGTCEEETACAGACTCTCATTTCCTCCCTGCACAAAAAGCATCCAA
ATATATTTGTATACCACTATTCATAAGTTAGGGTAAAGTGAAAACACAATTTTCTGGATATATTGGGCCTCT
TAGTATTTTTTGGAGTTTTAAATATAAAGGAGAATATCTGAATGACACTTAAAATGATTGCTTGTTTATGTCC
AGACAGACTTATTTTTTATTCTAATGATGGTAGCACCACTGATCTTGGATGTACATTTATGTATACTTTGAGA
AAAAGGGTTTTAGGTTGATTTTTGTAATTTCCCACATTTGTACATGTGCTTTTAAAGGTGTACATAAAGCTTC
AAATGGCAATAAATATTTATTTTTATACATTCTGCTTGGCATGTTATTGTTTCCCATT

2R
AAGTAAAATAATAATTTATTGCCATTTGAAGCTTTATGTACACCTTTAAAAGCACATCTACAAATCTCCCAA
ATTACAAAAATCAACCTAAAACCCTTTTTCTCAAAGTATACATAAATGTACATCCAAGATCAGTGGTGCTAC

CATCATTAGAATAAAAAATAAGTCTGTCTGGACATAAACAAGCAATCATTTTAAGTGTCATTCAGATATTCT
CCTTTATATTTAAAACTCCAAAAAATACTAAGAGGCCCAATATATCCAGAAAATTGTGTTTTCACTTTACCC
TAACTTATGAATAGTGGTATACAAATATATTTCCATCTTTTTGTCCAGCCAGCAAATGAGAGTCTGTACCCG
ACCATTTCACAAAAGACCAATGTTGGTCAGAGACAGGTGGGAGGAGGGCAGTACACTGACCGAGAGTAAA

GTCCCA
3F

CTGACCACATTGGTCTTTTGTGAATGGTCGGGTACAGACTCTCATTTGCCTCGCTCCACAAAAAGCATCCARAT
ATATTTGTATACCACTATTCATAAGTTAGGGTAAAGTGAAAACACAATTTTCTGGATATATTGGGCCTCTTA
GTATTTTTTGGAGTTTTAAATATAAAGGAGAATATCTGAATGACACTTAAAATGATTGCTTGTTTATGTCCA
GACAGACTTATTTTTTATTCTAATGATGGTAGCACCACTGATCTTGGATGTACATTTATGTATACTTTGAGAA
AAAGGGTTTTAGGTTGATTTTTGTAATTTCCCACATTTGTACATGTGCTTTTAAAGGTGTACATAAAGCTTCA
AATGGCAATAAATATTTATTTTTATACATTCTGCTTGGCATGTTATTGTTTCCCATTC
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F
GGGAAGGTCTCTCCCTGTCTCAGACCAACATTGGTCTTTTGTGAATGGTCGGGTACAGACTCTCATTTGCTG

GCTGGACAAAAAGATGGAAATATATTTGTATACCACTATTCATAAGTTAGGETAAAGTGAAAACACAATTT

ECCATTCAAT

6R 81FF51

GGAAAAGAAAAAATAATATTATATTGCCATTTGAAGCTTTATCTACACCTTTAAAAGCACATCTACAAATET

AGTAAGTCCCAAAC
BRCA2 — exon 10/4

~

F
GGGAGACACTTTAAAAGAACTGAAGCCTCTGAAAGTGGACTGGAAATACATACTGTTTGCTCACAGAAGGA
GGACTCCTTATGTCCAAATTTAATTGATAATGGAAGCTGGCCAGCCACCACCACACAGAATTCTGTAGCTTT
GAAGAATGCAGGTTTAATATCCACTTTGAAAAAGAAAACAAATAAGTTTATTTATGCTATACATGATGAAA
CATCTTATAAAGGAAAAAAAATACCGAAAGACCAAAAATCAGAACTAATTAACTGTTCAGCCCAGTTTGAA
GCAAATGCTTTTGAAGCACCACTTACATTTGCAAATGCTGATTCAGGTACCTCTGTCTTTTTTTTTTTGTAAA
TAGTACATATAGTTTTATAGATGACGATTCCTTCTGGGTTTTTTTCTGCTTTTTAAAATCTTCATATCTTATAT
TTAATCTTAGGCACTCGGGGTATAAAAA

R
TATGAAATGAGATTTTAAAAGCAGAAAAAACACAGAAGGAATCGTCATCTATAAAACTATATGTACTATTT
ACAAAAAAAAAAAAACAAAGGTACCTGAATCACCATTTGCAAATGTAAGTGGGGCTTCAAAAGCATTTGCT
TCAAACTGGGCTGAACAGTTAATTAGTTCTGATTTTTGGTCTTTCGGTATTTTTTTTCCTTTATAAAATGTTTC
ATCATGTATAGCAAAAATAAACTTATTTGTTTTCTTTTTCAAAGGGAATATTAAACCTGCATTCTTCAAAGCT
ACAAAATTCTGGGGGGGGGGGGCTGGCCAGCTTCCATTATCAATTAAATTTGGACATAAGGAGCCCTCCTT
CTGTGAGCAAACAGTATGTATTTCCAGCCCACTTTCAAAGGCTTCAGTTTCTTTTTTAAAGTTTGGATCAGTC
ATATGACCTGAAAAACTTTGCATGGAA

F
GGATAGACACTTTAAAAGAACTGAAGCCTCTGAAAGTGGACTGGAAATACATACTGTTTGCTCACAGAAGG
AGGACTCCTTATGTCCAAATTTAATTGATAATGGAAGCTGGCCAGCCACCACCACACAGAATTCTGTAGCTT
TGAAGAATGCAGGTTTAATATCCACTTTGAAAAAGAAAACAAATAAGTTTATTTATGCTATACATGATGAA
ACATCTTATAAAGGAAAAAAAATACCGAAAGACCAAAAATCAGAACTAATTAACTGTTCAGCCCAGTTTGA
AGCAAATGCTTTTGAAGCACCACTTACATTTGCAAATGCTGATTCAGGTACCTCTGTCTTTTTTTTTTTGTAA
ATAGTACATATAGTTTTATAGATGACGATTCCTTCTGTGTTTTTTTCTGCTTTTTAAAATCTTCATATCTTATA
TTTAATCTTAGGCATCATCTGTATACAAA

~

[e0]




8R
TAATAGAATGAAGAATTTTAAAAGCAGAAAAAAACACAGAAGGAATCGTCATCTATAAAACTATATGTACT
ATTTACAAAAAAAAAAAACCAGAGGTACCTGAATCAGCATTTGCAAATGTAAGTGGTGCTTCAAAAGCATT
TGCTTCAAACTGGGCTGAACAGTTAATTAGTTCTGATTTTTGGTCTTTCGGTATTTTTTTTCCTTTATAAGATG
TTTCATCATGTATAGCATAAATAAACTTATTTGTTTTCTTTTTCAAAGTGGATATTAAACCTGCATTCTTCAA
AGCTACAGAATCCTGTGTGGTGGTGGCTGGCCAGCTTCCATTATCAATTAAATTTGGACATAAGGAGTCCTC
CTTCTGTGAGCAAACAGTATGTATTTCCAGTCCACTTTCAAAGGCTTCAGTTTCTTTTTTAAAGTTTGGATCA
GTCATATGACCTGAAAAACTTGCATTGAAA

9F
GGATTGACACTTTAAAAGAACTGAAGCCTCTGAAAGTGGACTGGGAAATACATACTGTTTGCTCACAGAAG
GAGGACTCCTTATGTCCAAATTTAATTGATAATGGAAGCTGGCCAGCCACCACCACACAGAATTCTGTAGCT
TTGAAGAATGCAGGTTTAATATCCACTTTGAAAAAGAAAACAAATAAGTTTATTTATGCTATACATGATGAA
ACATCTTATAAAGGAAAAAAAATACCGAAAGACCAAAAATCAGAACTAATTAACTGTTCAGCCCAGTTTGA
AGCAAATGCTTTTGAAGCACCACTTACATTTGCAAATGCTGATTCAGGTACCTCTGTCTTTTTTTTTTTGTAA
ATAGTACATATAGTTTTATAGATGACGATTCCTTCTGGGTTTTTTTCTGCTTTTTAAAATCTTCATATCTTATA
TTTAATCTTAGGCATCTCGGGGTATAAAAAA

9R
AATCGCATTGAGATTTTAAAAGCAGAAAAAACACAGAAGGAATCGTCATCTATAAAACTATATGTACTATT
TACAAAAAAAAAAAAACAAAGGTACCTGAATCAGCATTTGCAAATGTAAGGGGGGCTTCAAAAGCATTTG
CTTCAAACTGGGCTGAACAGTTAATTAGTTCTGATTTTTGGTCTTTCGGTATTTTTTTTCCTTTATAAAATGTT
TCATCATGTATAGCAAAAAAAAACTTATTTGTTTTCTTTTTCAAAGGGGAAATTAAACCTGCATTCTTCAAA
GCTACAAAATTCTGTGGGGGGGTGGCGGGCCAGCTTCCATTATCAATTAAATTTGGACATAAGGAGCCCCC
CTTCTGTGAGCAAACAGTATGTATTTCCAGCCCACTTTCAAAGGCTTCAGTTTCTTTTTTAAAGTTTGGATCA
TTCATATGACCTGAAAACTTTTGCATGGAAACTGAAAATGGAACTGACCCCTTTCAAACTTTTTTC

10F
GGAGGGACACTTTAAAAAGAAACTGGAAGCCTCTGGATAGTGGGACTGGGAAATACATACTGGTTTGCTCA
CAGAAGGAGGACTCCTTCATGTCCAAATTTAATTCGATAATCGGAAGCTCGGCCAGCCACCACCACACAGA
ATTCTGTAGCTTCGAAGAATGCAGGTTTAATATCCACTTCCGAAAAAGAAAACAAATAAGTTTATTTATGCT
ATACATGATGAAACATCTTATAAAGGAAAAAAAATACCGAAAGACCAAAAATCAGAACTAATTAACTGTTC
AGCCCAGTTTGAAGCAAATGCTTTTGAAGCACCACTTACATTTCGCAAATGCTGATTCAGGTACCTCTGTCT
TTTTTTTTTTGTAAATAGTACATATAGTTTTTATAGATGGACGATTCCCTTCTTGTGTTTTTTTCTTGCTTTTTA
AAATCTTCATATCTTATATTTAATCTTAGGACCCGGGGGGGTAAAAAAAAAA

10R
AATGATCTTTGGAAGATTTTAAAGCAGAAAAAAACACAGAAGGGAATCGTCATCTATAAAACTATATGTAC
TATTTACAAAAAAAAAAAGACAGAGGTACCTGAATCAGCATTTGCAAAGGTAAGTGGGGCTTCAAAAGCAT
TTGCTTCAAACGGGGCTGAACAGTTAATTAGTTCTGATTTTTGGTCTTTCGGTATTTTTTTTCCTTTATAAAAT
GTTTCATCATGTATAGCAAAAATAAACTTATTTGTTTTCTTTTTCAAAGGGGATATTAAACCTGCATTCTTCA
AAGCTACAAAATTCTGGGGGGGGGGGGCTGGCCAGCTTCCATTATCAATTAAATTTGGACATAAGGAGTCC
TCCTTCTGTGAGCAAACAGTATGTATTTCCAGTCCACTTTCAAAGGCTTCAGTTTCTTTTTTAAAGTTTGGAT
CAGTCATATGACCTGAACTTTTTGATTGGAAACCTTCTCTATGG
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[y

1F
GGTGGGGAAACTTTAAAAGAACTGGAAGCCTCTGAAAGTGGACTGGAAATACATACTGGTTTGCTCACAGA
AGGAGGACTCCTTATGTCCAAATTTAATTGATAATGGAAGCTGGCCAGCCACCACCACACAGAATTCTGTA
GCTTTGAAGAATGCAGGTTTAATATCCACTTTGAAAAAGAAAACAAATAAGTTTATTTATGCTATACATGAT
GAAACATCTTATAAAGGAAAAAAAATACCGAAAGACCAAAAATCAGAACTAATTAACTGTTCAGCCCAGTT
TGAAGCAAATGCTTTTGAAGCACCACTTACATTTGCAAATGCTGATTCAGGTACCTCTGTCTTTTTTTTTTTG
TAAATAGTACATATAGTTTTATAGATGACGATTCCTTCTGTGTTTTTTTCTGCTTTTTAAAATCTTCATATCTT
ATATTTAATCTTAGGCTACCGGGTGTAAAAAAAA

1R
AATACATTAGGAAGATTCTATAAGCAGAAAAAACACAGAAGGGAATCGTCATCTATAAAACTATATGTACT
ATTTACAAAAAAAAAAAGACAGAGGTACCGAAATCAGCATTGGCAAAGGTAAGGGGGGCTTCAAAAGCAT
TGGCTTCAAACGGGGCGGAACAGTTAATTAGTTCTGATTTTGGGTCTTTCGGTATTTTTTTTCCTTTATAAAA
GGTTTCATCAGGTATAGCAAAAATAAACTTATTGGTTTTCTTTTTCAAAGGGGATATTAAACCTGCATTCTTC
AAAGCTACAAAATTCTGTGGGGGGGGGGCGGGCCAGCTTCCATTATCAATTAAATTGGGACATAAGGAGTC
CTCCTTCTGGGAGCAAACAGTAGGTATTTCCAGTCCATTTTCAAAGGCTTCAGTTTCTTTTTTAAAGTTGGGA
TCAGTCATATGACCGGACTTTTGTTGAT

[y

BRCA2 —exon 11/12

[y

2F
AAAAATATCGTCATTGAAATTCAGCCTTAGCTTTTTACACAAGTTGTAGTAGAAAAACTICICICAGCTOAGA

[y

2R

BETCARRIGIGIAACAGTTGGCAGGACAA

3F
CCATACAACAGCTTGTGTCTTGAAATTCCGCCTTATCTTTTTACACAAGTTGTATTAAAAAAACTTCTGTGAG
TCAGACTTGATGACTTGAAGCAGAGAAATGGATTATAGAAGGAATATTTGATGGTCAACCAGAAAGAATAA
ATACTGCCCATTATGTAGGAAATTATTTGTATGAAAATAATTCAAACAGGACTATAGCTGAAAATGACARA

AATCATCTCTCCGAAAAACCAGATACTTATTTAAGTAACAGTAGCATGTCTAACAGCTATTCCTACCATTCT
GATGAGGTATATAATGATTCAGGATATCTCTCAAAAAATAAACTTGATTCTGGTATTGAGCCAGTATTGAAG
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[y



EAGTEATRIGIGTAACAAGTTGGCAGGACA
4F

ATAAACTTTTCGTCATTGAAAT TEAGEETTACETITIACACAACTICTACTACAAAAACTICTCTCAGTOA

[y

[y

4R

BAGTEATTIGIG TAACAGTTTGCCAGGAAAAAA
5F

AAAAACTTTCGTCATTGAAATTCAGCCAGETITITACACAACTICTACTACAAAAACTICICICAGTOAGS

[y

[N

5R
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6F

CAGTTTGCAGGACAA

[y

[y

6R

[y

7R

[y

8F

[y

8R
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15 Seznam zkratek

APC — adenomatous polyposis coli

AT — ataxia telangiectasia

ATM - ataxia telangiectasia mutated

BASC — BRCA1l-associated genome surveillance complex
BL Buffer — Bass/Lead buffer

bp — part bazi (base pair)

BRCA — breast cancer

CNS — centralni nervova soustava

CRC — kolorektalni karcinom

CR — Ceska republika

ddATP — dideoxyadenosintrifosfat

ddCTP — dideoxycytosintrifosfat

ddGTP — dideoxyguanosintrifostat

ddNTP — dideoxyribonukleotid

ddTTP — dideoxythymosintrifosfat

DNA — deoxyribonukleova kyselina

FAP — familiarni adenomat6zni polyp6za

GAPPS — gastric adenocarcinoma and proximal polyposis of the stomach
HNPCC — hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom
HPV — lidsky papilomavirus

CHEK?2 — checkpoint kinase 2
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LOF — lost of function

LS — Lynchtiv syndrom

MLH — mutL homolog

MM — Mastermix

MSH — mutS homolog

MSI-H — microsatellite instability, high

MSI-L — microsatellite instability, low

NBN — nibrin

NCBI — National Centre for Biotechnology Information
NGS - sekvenovani nové generace (next-generation sequencing)
NK — nukleové kyselina

PALB2 — partner and localizer of BRCA2

PBS — Phosphate Buffer Saline

PCR — polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
PIP3 — fosfatidylinositol-3,4,5-fosfat

PMS — postmeiotic segregation increased

PTEN — phosphatase and tensin homologue

RAD51 — RADS51 rekonbinaza

RNA — ribonukleova kyselina

RR — relativni riziko

TBE buffer — Tris Boritan Edta Buffer

TP53 — tumor protein p53

UV zafeni — ultrafialové zareni
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