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SOUHRN

Medicina zamétfena na onkologickou problematiku se v soucasnosti velice intenzivné
vyviji, a to jak v oblasti diagnostické, tak v oblasti 1é¢ebné a preventivni. Do vSech téchto
oblasti zasahuje se svymi stdle vétSimi moznostmi genetika. Ve své praci jsem
se zabyvala pfedevsim specifickou podoblasti onkologie, a sice hereditarnimi nadory.
Zamgéfila jsem se na hereditarni nddorové syndromy, piedev§im na hereditarni karcinom
prsu a ovarii. Pro nastaveni u¢inné 1é¢by pacientl jsou v oblasti genetiky zcela zasadni
poznatky o struktufe a funkci gent BRCAI a BRCA2, jejich mutacich a také rutinnich
metodach vySetfovani téchto gent, jako jsou napiiklad detekce velkych prestaveb gent
BRCA1/2 pomoci polymerazové fetézové reakce dlouhych tsekt (long-range PCR; LR-
PCR).

Pro amplifikaci vybranych amplikont BRCA1/2 genl je velice dilezité stanoveni
optimalni teploty potiebné pro spravné nasednuti primerti (Ta) v rdmci LR-PCR. V této
praci byla stanovena optimalni Ta. pfi LR-PCR pro 4 z 5 (80%) testovanych part primerti
geni BRCAI1/2 o délce PCR produktti od 5 778 do 14 010 bp pii pouziti QIAGEN
LongRange PCR Kitu. Po ovéteni téchto vysledki bude mozno zaclenit metodu LR-PCR

do rutinniho vySettovani gent BRCA1/2.
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SUMMARY

Medicine focused on oncology issues is currently developed very strongly, both in the
area of diagnostics and in the therapeutic and preventive area. In all these areas, genetics
is interfering with its ever-growing potential. In my work, I dealt primarily with a specific
subgroup of oncology, namely hereditary tumors. I focused on hereditary cancer
syndromes, especially on hereditary breast and ovarian cancer. In the field of genetics,
knowledge about the structure and function of the BRCAI and BRCA2 genes, their
mutations, and also routine methods of investigation of these genes, such as the detection
of large BRCA1/2 gene transformations using the long-range polymerase chain reaction

(LR-PCR), are essential for the purpose of setting effective treatment for patients.

For the amplification of selected BRCAI/2 gene amplicons, it is very important
to determine the optimal temperature required for proper primer annealing (T.) during

LR-PCR.

In this work, an optimal T. was determined by the LR-PCR wusing the
QIAGENLongRange PCR Kit for 4 out of 5 (80%) tested primer pairs of BRCA1/2 genes
with the length of PCR product in the range of 5 778 to 14 010 bp. After verification
of these results, it will be possible to incorporate the LR-PCR method into the routine

investigation of BRCA1/2 genes.
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1 Uvod

Onkologickd problematika je v soucastnosti v popiedi védéckého vyzkumu,
a to pfedevs§im diky novym moznostem, které oteviraji pokrok v genetice, a které 1ze
vyuzit k detekci a k cilené 1é€bé nadorovych onemocnéni. Moderni vyzkum 1é¢ebnych

moznosti onkologickych onemocnéni je zaloZen na cilené biologické terapii.

Polymeréazova tetézova reakce dlouhych tsekt (long-range PCR; LR-PCR) je moderni
metoda, velice perspektivni piredevsim v tom, ze dokaze zrychlit, zjednodusit a zlevnit
detekci genovych prestaveb, zvlasté v kombinaci se sekvencovanim nové generace (next
generation sequencing - NGS). Kombinace téchto dvou metod vede ke zvySeni zachytu
téchto prestaveb, coz je zdsadni faktor ovliviiujici moznosti detekce a 1é€by nddorovych

onemocnéni.

Tato sofistifikovand PCR vSak nemusi vzdy probéhnout idedln€. Mezi nejcastéjsi
komplikace patfi vznik vice nezadoucich produkti nez pouze produkt odpovidajici
amplifikovanému useku, nedostateCna intenzita amplifikace a nebo, konec¢né, PCR
neprobéhne vibec. Témto komplikacim mé zabranit uprdva reakénich podminek, tzv.
optimalizace PCR. Ve své praci se zabyvam optimalizaci PCR prostfednictvim zmény

teploty nasedani primeri - annealingu a vyuZziti tzv. Q-solution.



2 Cile prace

1. Literarni reSerSe na téma bakalarské prace.
2. Zvladnuti zékladnich molekularnich technik.
3. Optimalizace "long-range" PCR.

4. Zpracovani ziskanych vysledki.



3 Literarni prehled

3.1 Co je to nador

Nédor je uskupeni abnormalnich bunék, které vznikly bez ziejmé pti€iny z jiz existujicich
télesnych bunék a rostou nezavisle na organismu. Nadorové buiky se lisi od zdravych
bun¢k tim, Ze maji vétsi schopnost mnozit se a rast, vys$i odolnost a delsi

zivotaschopnost.

Maligni nador je genetickym onemocnénim vznikajicim na podkladé mutaci gent. Tyto
mohou byt vyvolany prostfednictvim fyzikdlnich (ionizujici zafeni), chemickych
(genotoxické latky), ¢i biologickych (selhani endogennich procest replikace, virové
infekce) vlivll. Vznik maligniho nadoru u postizeného jedince mtze byt vice nebo méné
urychlen existenci hereditarnich mutaci. Pro Gcely této prace je pojem “mutace” bran jako

“poskozujici varianta”.

Bunky malignich nddorti jsou nediferencované, ztratily vzhled a funkci normadlni
specializované bunky a jsou schopny invazivné rust, proriistat do krevnich cév, dat
vzniknout novym nadortim, které mohou byt krevnim fecistém zaneseny do kteréhokoliv
jiného organu nebo tkéné€. Invazi do lymfatickych cév vznikaji stejnym principem
metastazy v miznich uzlindch. Oba zplsoby metastazovani se obvykle kombinuji.
Progrese zhoubného néadoru, pro kterou je typicky invazivni rist, vyskyt metastaz
anaruSeni funkce orgdni, mize vést az ke smrti organismu. Nadory miizeme délit

na sporadické a hereditarni (Klener ef Klener jr., 2010).

3.2 Rozdily mezi sporadickymi a hereditarnimi nadory

Sporadické nadory vznikaji bez rozhodujici dédi¢né pficiny, vlivem mutaci somatickych
bun¢k (Anderson, 1992). V téchto ptipadech nebyva zaznamenan vyskyt v rodin€ nebo
se vyskytly jen u jednoho ¢lena, ptfevazné z okruhu neptimych ptibuznych. U pfiblizné
15% ptipada rakoviny prsu se vSak choroba vyskytuje jako soucast dédicného syndromu,

za co jsou zodpovédné germinadlni mutace (Antoniou et Easton, 2006).

Z klinického hlediska je typické spojeni familiarnich nddort prsu s manifestaci v mladSim
veéku (<45 let) a s vyssi frekvenci oboustranného onemocnéni, na rozdil od pacientl
se sporadickym onemocnénim. Tyto rozdily vedly k hypotéze, Ze familiarni a sporadické

karcinomy prsu jsou dasledkem dvou biologicky odliSnych mechanismt, které maji
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za nasledek jednak rtzné klinicko-patologické charakteristiky téchto nadort, a také
ptfitomnost jinych markerd, které se daji vyuzit pii identifikaci vysoce rizikovych rodin

a jedincti (Anderson, 1992).

Rozdil mezi sporadickymi a hereditarnimi nadory na genetickém podkladé€ vysvétluje tzv.
teorie dvou zasahti publikovand Knudsonem (Knudson, 1971, Knudson, 2011). Tato
hypotéza "dvou zasahtl", kterou popsal Knudson na zaklad¢ jeho pozorovani vyskytu
familidrniho retinoblastomu, je Siroce akceptovana jako mechanismus Uplné inaktivace
nadorov¢ supresorovych gend, a to jak u hereditarniho, tak i u sporadického typu nadorti
(Ryland, et al, 2015). V hereditdrni formé je prvni zisah zdédén prostfednictvim
germinalnich bunék a k druhému zdsahu dochazi v somatickych buiikach. Ve sporadické
formé se oba zdsahy vyskytuji v somatickych bunkach (Knundson 1971). Za vznik
hereditdrnich nadorti zodpovidaji mutace v tumor-supresorovych genech, zatimco

u sporadickych nddorti mutace onkogend.

3.3 Hereditarni nadorové syndromy

Je popséna fada hereditarnich nadorovych syndromi vzniklych na podklad¢ genovych
mutaci s velice rozmanitymi fenotypovymi projevy. Piiklady nékterych jsou uvedeny

v tabulce 1.



Tabulka 1: Nejznaméjsi hereditarni nadorové syndromy.

Syndrom Zodpovédny
{z droj) pgen y Funkce genu
BRCA I Tumor-supresorové geny, které se podileji na
reparaci genetickych 1ézi tim, Ze transkripcné
BRCA 2 reguluji geny ucastnici se na opravé DNA,
C bunécném cyklu a apoptoze.
Protein kindza zapojena do regulace buné¢ného
cyklu v G2 fazi. Rychla fosforylace jako odpoved’
HBOC CHEK?2 na poSkozenou DNA. Aktivovany CHEK?2
(Shiovitz et Korde, 2015) stabilizuje p53 a interaguje s BRCA .
BRIP] Interakce s BRCAL1 C - Terminus (BRCT)
doménou BRCA1 genu.
ATM Protein kindza zahrnujici monitorovani a opravu
dsDNA a regulaci BRCAI a CHEK?.
PALB? Asociace s genem BRCA2. Zapojeni do jaderné
lokalizace a stability.
Cowdentiv syndrom PTEN Patii mezi tumor-supresorové geny, pomaha
(Shiovitz et Korde, 2015) udrzovat bunéény riist.
Li - Fraumeni syndrom P53 Regulace bunécéného cyklu, oprava nukleovych
(Shiovitz et Korde, 2015) kyselin, apoptdza, stabilita genomu v burtice.
MMR geny kéduji proteiny, které rozpoznavaji a
. reparuji poskozenou DNA. Jeden komplex
(ShIiJoy\:lith:tVKsz;:iclr(ggl 5) MLIL];\;;‘HZ proteint, sestavajici z proteint MSH2 a MSH6
’ nebo MSH3, rozpozna poskozenou DNA a navaze
se na ni v misté poskozeni.
Dédicns forma difiizniho Poskytuje pokyny pro vytvofeni proteinu
Kkarcinomu Zaludku CDHI epitelidlni kadherin. Tento protein se nachazi
(Shiovitz et Korde, 2015) uvnitt membrany, ktera obklopuje epitelialni
’ buiky (napf. vnitfek vicek).
: Ucastni se tvorby enzymu serin/threonin kinaza
P?Slflzio-vt{tezggtelr(s:r‘é:};%c}r;;m STK11 11. Patfi mezi tumor-supresorové geny, pomaha
’ udrzovat bunécny rist.
Xeg))lc; f}l::/l: eI; 1§;ne21(1)t(;)9s)u m XP Ucastni se reparace poskozené DNA.
Familidarni adenomatoézni Negativni regulator, ktery kontroluje koncentrace
polypoza stieva (FAP) APC beta-cateninu a interaguje s E- kadherinem, které
(Plevova et al., 2009) se podileji na adhezi bunck.
Retinoblastom RBI Patii mezi tumor-supresorové geny, pomaha

(Plevova et al., 2009)

udrzovat bunéény riist.

Legenda: ATM: “ataxia telangiectasia mutated gene”, BRCAI/2: “Breast cancer gene 1/2”,
BRIPI: “BRCALI interacting protein C-terminal helicase 17, CDHI: “Cadherin 1 gene”, FAP:
“Familial adenomatous polyposis”, HBOC: “Hereditary breast ovarin cancer”, CHEK2:
“Checkpoint kinase 2 gene”, MLHI: “mutL homolog 17, MSH2: “mutS homolog 2, MSHG6:
“mutS homolog 6, PALB2: “Partner and localizer of BRCA2 gene*, PTEN: “Phosphatase and
tensin homolog”, RB: TP53: STK11:

“Retinoblastoma gene”, “Tumor protein 537,

“Serine/threonine kinase 117, XP: “Xeroderma pigmentosum”



Klinicky nejvyznaméjsim hereditdrnim syndromem, o kterém bych se chtéla ve své praci
zminit na prvnim misté, a kterym se budu dale podrobnéji zabyvat, je syndrom
hereditarniho karcinom prsu a ovarii (HBOC). Tomuto syndromu je vénovana nasledujici

kapitola.

Dals8im ptikladem je retinoblastom, ktery patii mezi nddory s vyskytem v détském véku.
Jednd se o nitroocni nador s vyskytem 1 na 14 700-22 600 narozenych déti.
zarode¢né mutace v RB I genu, a somatickou, postihujici jen jedno oko s mutaci RB/ genu
pouze v nddorové tkani. Pro rozliSeni hereditarni od somatické formy se v ramci

diagnostiky provadi genetické vySetieni krve pacienta (MacCarthy, 2006).

Familiarni adenomat6zni polypéza (FAP), dédicné onemocnéni tlustého stfeva
s autozomaln¢ dominantnim typem dédiCnosti. Za vznik tohoto onemocnéni
je zodpovédna zarodecnd mutace genu APC. Na piikladu rozvoje tohoto onemocnéni byl
popsan model vicestupnové karcinogeneze, tzv. Vogelsteiniv model (Fearon
et Vogelstein, 1990), ktery umoznil 1épe pochopit postupny vyvoj malignich nadort. Pro
toto onemocnéni je charakteristicky vyskyt vice nez 100 adenomatdznich polypt tlustého
stfeva, zejména v rodinach s prokdzanou FAP. Polypy se u klasické formy FAP zac¢inaji
tvotit okolo 15. roku véku (s rozpétim 7-36 let), ptiCemz ve véku 35 let mé polypy 95 %
postizenych osob. Onemocnéni je spojeno s vysokym rizikem vyvoje kolorektalniho
karcinomu, Casto vicecetného, ve velmi mladém véku. Onemocnéni se projevi u 100 %
pacientl s FAP do 50 let véku. U pacienti s prokazanou FAP se provadi pravidelna
dispenzarizace, je podavana preventivni chemoterapie, pacient je podroben

profylaktickym operacim (Plevova et al., 2009).

Dalsim piikladem hereditarniho onemocnéni vzniklého na genetickém podkladé
je Lynchiiv syndrom (hereditarni nepolypo6zni kolorektalni karcinom, HNPCC). Jedna
se o dédicné onemocnéni s autozomalné¢ dominantnim typem dédicnosti s vysokou
penetranci, pii kterém dochdzi k casnému rozvoji kolorektalniho karcinomu,
endometridlniho karcinomu a dalSich malignit. Na podkladé¢ Lynchova syndromu vznika
zhruba 1-3 % kolorektalnich karcinomt a 2 % endometridlnich karcinomti. Lynchiv
syndrom patii mezi nejbézngjsi formy dédi€ného kolorektalniho karcinomu. U osob,
v jejichz rodiné se vyskytl Lynchiiv syndrom, se provadi genetické vySetfeni
na pritomnost mutaci v zodpovédnych genech. Jedna se o tyto tumor-supresorové geny

pro opravu DNA: MLHI, MSH2, MSH6. Na zédklad¢ vysledkli téchto genetickych
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vySetieni se v ramci doporucenych lékatskych postupti provadi profylaktické operace

tlustého stfeva (Schneider et al., 2012).

Jsou publikovany studie zkoumajici souvislost vyskytu karcinomu prsu u pacientl
s Lynchovym syndromem (Ford, 2012). Lynchiiv syndrom je zptsoben mutacemi
v genech zodpovédnych za opravu pii nespravném parovani bazi (tzv. DNA mismatch
repair geni, MMR). MMR geny koduji proteiny, které rozpozndvaji a reparuji
poskozenou DNA. Jeden komplex proteini, sestdvajici z proteint MSH2 a MSH6 nebo
MSH3, rozpozna poskozenou DNA a navaze se na ni v misté poskozeni. Inaktivacni
mutace MSH2 znemozni rozpoznat poskozenou DNA, ¢imz blokuje funkci tohoto
komplexu. Mutace MSH6 nebo MSH3 nejsou tak zavazné, protoze funkce téchto
2 proteinu se piekryvaji, takze nemuseji negativné ovliviiovat funkci celkového MMR

systému (Shulman, 2010).

Poslednim ptikladem hereditdrniho onemocnéni, o kterém bych se chtéla ve své praci
zminit, je Li - Fraumeni syndrom (LFS). Jedna se o dédi¢nou predispozici k rozvoji
nadort v raném véku. Genotypicky se jednd o mutaci 7P53 tumor-supresorového genu
nachazejiciho se na chromozomu 17 (17p13.1), s autosomalné¢ dominantnim typem
dédicnosti. Fenotypicky se syndrom projevuje vznikem osteosarkomi a sarkomi
mékkych tkani, karcinoml prsu, adenokarcinoml diené¢ nadledvin, nadori CNS
a leukémii. Pfestoze neni mozné zabranit vzniku tumort u pacientti s LFS, byly vyvinuty
nové protokoly pro sledovani v€asné detekce nadori, coz vede k prodlouzeni doby pieziti
postizenych pacientii (Guha et Malkin, 2017). Rovnéz v rodinach s klasickymi fenotypy
LFS byli detekovani jedinci s mutacemi v genu CHEK? lokalizovaném na chromozomu
22q12.2. Ten, na rozdil od 7P53, koduje serin/treoninovou proteinovou kindzu CHEK?2,
kterd fosforyluje p53, coz vede k zastaveni bunéného cyklu a umoznéni reparace DNA.
Proto mutace CHEK?2 podporuji vyvoj malignit inhibici reparace DNA, podobné jako
je tomu u MMR gent (Shulman, 2010).

Funkce jednotlivych gent zapojenych do oprav DNA, a tedy do vyvoje hereditarnich
nadorovych syndromd, jsou zahrnuty v tabulce 1. Jejich zapojeni do jednotlivych drah

opravy DNA je schematicky zndzornéno na obrazku 1.



Inzerce a delece

Dvouvlaknové Typ poskozeni

zlomy

Jednovldknové
zlomy

M o T e " BNl
dau‘{ J"&JJ_

Exciznireparace  Reparace chybného Rekombina&ni Typ

bazi (BER) parovani bazi (MMR) reparace reparace

Nukleotidova
excizni l / \
HR

reparace (NER) NHE)J

Opravné
PARP MSH2,MSHS, l 1 iy
MLH1
l ATM, BRCA1, DNA-dependentni
BRCA2 protein kindzy

XP, polymerazy

Obrazek 1: Typy poskozeni DNA, typ reparace a opravné enzymy. Upraveno podle Toss
et Cortesi, (2013).

Legenda: ATM: “ataxia telangiectasia mutated”, BRCA1/2: “Breast cancer gene 1/2”, MLHI:
mutL homolog 1 gene, MSH2: “mutS homolog 2“, HR: homologni rekombinace, NHEJ:
nehomologni spojovani koncli, PARP: poly(ADP-rib6za) polymeraza, XP: ‘“Xeroderma

pigmentosum gene”

3.4 Hereditarni karcinom prsu a ovarii

Jak jiz jsem se zminila vySe, hereditarni karcinom prsu a ovarii (HBOC) patii mezi
klinicky nejvyznamnéjsi, a tudiz nejintenzivnéji zkoumané hereditarni syndromy. Mezi

geny zodpovédné za rozvoj tohoto syndromu patii zejména BRCAI a BRCA2.

Souvislost mezi pfitomnosti mutace BRCAI genu a vznikem nadoru prsu byla
publikovana poprvé Mikim v roce 1994 (Miki et al., 1994) a u BRCA2 genu timtéz
autorem v roce 1996 (Miki et al., 1996). Mutace a s ni spojena ztrata funkce gent
BRCA1/2 vyrazn€ zvySsuje riziko vzniku karcinomu prsu a ovarii (Yoshida et Miki, 2004,

Petrucelli et al., 2016).

Celozivotni riziko vzniku karcinomu prsu se pohybuje u nosicek mutaci gentt BRCA1/2
od 40 do 85 %, pticemz do v€ku 40 let onemocni 19 % nosi¢ek mutace genu BRCA 1
a 12 % nosicek mutace genu BRCA?2. Riziko vyskytu sekundarniho nadoru prsu dosahuje
az 60 %. Karcinom ovarii se vyskytuje u nosi¢ek mutace genu BRCAI v 60 % a u nosic¢ek

mutace genu BRCA2 v 10-20 %. Soucasné¢ je také zvysSené riziko vzniku nadort
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vejcovodl. U nosi¢ek BRCA I mutace je uvadéno i zvySené riziko vyvoje nadorti dé€lohy
a délozniho Cipku v porovnani s béznou populaci. Soucasné je zvysené i riziko vzniku
dalSich malignit, jako naptiklad kolorektalniho karcinomu, karcinomu prostaty u muzi,
nadord zaludku a slinivky. Riziko vzniku nadorti prsu je u muzskych nosi¢li mutace
v genu BRCA?2 az stondsobné vys$si a u BRCAI mutaci padesatinasobné vyssi nez u bézné

populace (Plevova et al., 2009).

Autozomalné¢ dominantné dédény hereditalni karcinom piedstavuje zhruba 5-10%
pripadt nddort prsu (Newman et al., 1988). Klinicky syndrom, ktery je oznaovan jako
HBOC, se vyskytuje vétsinou u nosici mutaci genit BRCA1/2, ale také vzacné u pacientli
BRCAI a BRCA?2 “wild-type” (Shiovitz et Korde, 2015). Stanoveni diagn6zy HBOC ma
zdsadni vliv na dalsi klinické sledovani pacientli s timto syndromem. Dle pokynil
Evropské spolecnosti pro 1ékaiskou onkologii (ESMO) a Narodniho centra pro vyzkum
rakoviny (NCCN), by se mély zeny s HBOC podrobit vysSetienim dle doporuceného

schématu (viz kapitola 3.10) (Balmana et al., 2011, http://www.nccn.org).

Nékteré studie identifikovaly jeste fadu dalSich genti, které interaguji s BRCA1/2 a jsou
zodpovédny za zvysSené riziko vzniku karcinomu prsu v porovnani s béznou populaci.
Mezi tyto geny patii CHEK?2 (“checkpoint kinase 2%) (Meijers-Heijboer et al., 2002),
BRIPI (“BRCALI interacting protein C-terminal helicase 1°) (Seal et al., 2006), ATM
ataxia (“telangiectasia mutated*) (Renwick et al., 2006) a PALB2 (“partner and localizer
of BRCA2 gene*) (Rahman et al., 2007) (viz tabulka 1).

Dle Strattonovy studie (Stratton et Rahman, 2008) jsou vyse uvedené geny zodpovédny
za vznik hereditarnich nadori prsu u pacientli bez mutaci v genech BRCA1/2. Z téchto
informaci vyplyva otézka, zda standardni genetické testy na identifikaci mutaci v genech
BRCA1/2 jsou dostatené, nebo zda by testovani nemélo byt rozsifeno o panel dalSich

genu (viz tabulka 2) zodpovédnych za vznik karcinomu prsu.



Tabulka 2: Priklady multiplexnich genovych panelti dostupnych pro analyzu rizika

vzniku hereditarnich nadort.

Panel genii (Vyrobce) Geny spojené se zvySenym rizikem vzniku

(Zdroj) karcinomu prsu

ATM, BRCAI, BRCA2, PALB2, CHEK?,
BRCA Hereditary Cancer MASTR Plus BARDI, BRIPI, RAD51C, RAD51D, TP53,
(Multiplicom , Belgie) MREI11A4, RAD50, NBN, FAMI1754, STK11,
(http://www.genetica.cz/multiplicom--) MENI, PTEN, CDHI, MUTYH, BLM, XRCC?2,
MLHI, MSH6, PMS2, MSH?2, 3’ EPCAM

BreastNext (Spojené staty americk€) ATM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CHEK?2, CDHI,
(Shiovitz er Korde, 2015) PALB2, PTEN, STK11, TP33

Hereditary breast and ovarian cancer ATM, BARDI1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDHI,
(SOPHIA GENETICS, Svycarsko) CHEK?2, FAM1754, MRE114, NBN, PALB2,

(https://www.sophiagenetics.com/list-of- PIK3CA, RAD50, RAD5IC, RAD5ID, TP53,

diseases.html#illness-hereditary-cancer) XRCC2

ATM, BRCAI, BRCA2, CHEK2, TP53, STK11,
CDHI11, MLHI, MSH2, MSH6, MUTYH, APC,
NBN, BLM, MENI, CDKN2A, CDK4

CZECANCA (Ceska republika)
(Soukupova et al., 2016)

Legenda: APC: “adenomatous polyposis coli”, ATM: “ataxia telangiectasia mutated gene”,
BARDI: “BRCALI associated RING domain 1“, BRCAI/2: “Breast cancer gene 1/2”, BLM:
“Bloom syndrome gene”, BRIPI: “BRCALI interacting protein C-terminal helicase 1”7, CDH]I:
“Cadherin 1 gene”, CDK4: “cyclin dependent kinase 4”°, CZECANCA: “Czech cancer panel for
clinical application”, CHEK?2: “Checkpoint kinase 2 gene”, MENI: “multiple endocrine neoplasia
I”, MLHI: ,mutl. homolog 17, MRE11A: “meiotic recombination 11 homolog A”, MSH2: “mutS
homolog 2, MSH6: “mutS homolog 6“, MUTYH: “mutY homolog”, NBN: “nibrin gene®,
PALB?: “Partner and localizer of BRCA2 gene*, PIK3CA: “phosphoinositide-3-kinase”, PMS2:
“postmeiotic segregation increased 2, PTEN: “Phosphatase and tensin homolog”, RAD51C/D:
“RADS51 homolog C/D”, RB: “Retinoblastoma gene”, TP53: “Tumor protein 53, STKII:

“Serine/threonine kinase 11

Ptitomnost rozsahlych piestaveb BRCAI genu nabizi slibny vyhled v klinické praxi,
zvlasté u pacientd s predchozimi negativnimi testy na pfitomnost bodovych mutaci

a kratkych inzerci/deleci v genech BRCAI1/2. Jestlize je totiz urCena pfiinnd mutace,
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prediktivni testovani miize identifikovat ¢leny rodiny, kteti mohou mit benefit ve formé
vyssiho prezivani chemoprevenci nebo v profylaktické chirurgii redukujici riziko vzniku

nadord prsu a/nebo ovarii (Vasickova et al., 2007).

3.5 Struktura a funkce BRCA1 a BRCA2

Gen BRCAI (OMIM 113705) je lokalizovan na chromozomu 17 (17q21) a zaujima
pfiblizné 81 kb genomové DNA. Gen BRCA2 (OMIM 600185) je lokalizovan
na chromozomu 13 (13q12-13) a jeho velikost je asi 84 kb (viz obrazky 2 a 3) (Wooster
et al., 1994). Gen BRCAI koduje protein o 1863 aminokyselinach, gen BRCA2 o 3418
aminokyselinach. Pfesnd molekularni lokalizace dle referencni sekvence GRCh38
jeu genu BRCAL 43 044 295 az 43 125 483 bp na chromozomu 17 a u genu BRCA?2
32 315 480 az 32 399 672 bp na chromozomu 13. Gen BRCA ! obsahuje 24 exontll a gen
BRCA?2 obsahuje 27 exond. Oba tyto geny koduji multidoménové proteiny a jejich
sekvence jsou bohaté na repetitivni DNA. Jedna se o tumor-supresorové geny, které
se podileji na reparaci genetickych 1ézi tim, Ze transkripéné reguluji geny ucastnici
se na opravé DNA, bunééném cyklu a apoptdze (Yoshida et Miki, 2004, Petrucelli et al.,
2016).
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Obrazek 2: Schematické znazornéni lokalizace genu BRCA1 na chromozomu 17.

Prevzato z https://ghr.nlm.nih.gov/gene/SLITRK 6#location.
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Obrazek 3: Schematické znazornéni lokalizace genu BRCA2 na chromozomu 13.

Prevzato z https://ghr.nlm.nih.gov/gene/SLITRK 6#location.
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Gen BRCAI je slozen z vicero funkénich domén. Na N-konci se nachdzi RING (“really
interesting new gene”) doména a na C-konci jsou tandemové za sebou dvé BRCT
(BRCA1 C-terminus) domény (Huyton et al., 2000). Protein BRCA1 je jako monomer
nestabilni a prostfednictvim RING domény asociuje s RING doménou proteinu BARDI
(“BRCA1-associated RING domain protein 17), s kterou vytvaii stabilni heterodimer
(Meza et al. 1999). Jaderny lokalizacni signal NLS1 je nezbytny pro translokaci nové
nasyntetizovaného proteinu do jadra buiiky. Gen BRCA2 obsahuje opakujici se strukturni
motiv, nazyvany BRC (“BRCA C-terminal repeats”) doména. Sest BRC domén je vysoce
konzervovanych a zprostfedkovava interakci proteinu BRCA2 s RADS1 rekombindzou.
Na C-konci proteinu BRCA2 se nachazi jaderny lokalizacni signal NLS (Yang et al.,
1999) viz obrazek 4.

a) BRCA1 0 P

RING NLS1 3 LY\ grer
5088 S1387, 51423,
- S1524
BARD1
b) BRCA2 €©d
BRC repetice NS ¥

RAD51 RAD51

Obrazek 4: a) Funkéni domény proteinu BRCA1 b) Funkéni domény proteinu BRCA2.
Ptevzato z Roy et al., 2011.

Legenda: ATM: “ataxia telangiectasia mutated gene”, BARDI: “BRCA1 associated RING
domain protein 1”7, BRCT: “BRCA1 C-terminus doména”, NLS1: “nuclear localisation signal”,
CDK4: “cyclin dependent kinase 47, CHEK2: “Checkpoint kinase 2 gene”, RING: “really

interesting new gene doména”

3.6 Moznosti inaktivace BRCA1 a BRCA2.

Je znamo nékolik set odlisnych mutaci spojenych s dédi¢nou predispozici k nadorim prsu
a ovarii, které byly identifikovany v genech BRCA1/2. Nejcastéji identifikované mutace
jsou “nonsense” mutace, nukleotidové substituce a malé delece/inzerce zplsobujici

zkraceni proteint BRCA1/2. Ve vétsing vySetfované populace byla pomoci v minulosti
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dostupnych screeningovych technik zjisténa nizSi frekvence variant BRCAI genu
ve vysoko rizikovych rodinach s karcinomem prsu nez ptedpovidaly statistické analyzy.
Patogenni mutace v kodujicich oblastech nebo v mistech sestfihu BRCAI genu byly
nalezeny pfiblizn€¢ ve 2/3 BRCAI rizikovych rodin. Tato zjisténi vedla k predpokladu,
ze metody vSeobecné pouzivané pro detekci mutaci selhavaly v detekci urcitych typt
BRCAI defektl germindlni linie, jako jsou napi. velké intragenni mutace. To bylo
pravdépodobné zplisobeno tim, ze vétSina screeningovych metod zalozenych na PCR
genomické DNA je vice kvalitativni nez kvantitativni. MZe tak byt pfehlédnuta ¢astecna
nebo Uplnd ztrata exont, nebo jejich amplifikace, protoze ptfitomnost “wild-type” alely
umoziiuje pii PCR jeji zmnoZeni, a tim zvySuje moZznost falesné negativniho vysledku

(Vasickova et al., 2007).

Bylo detekovdno mnoho odlisSnych BRCAI germinalnich mutaci (Mazoyer, 2005).
Vétsina z nich jsou delece, ale byly popsany i duplikace, triplikace nebo kombinované
delece/inzerce. V nékolika studiich bylo zjisténo, Ze podil genomovych pieskupeni
v mutacnim spektru BRCA 1 se pohybuje od 8 do 15% (Puget et al., 1999, Hartmann et al.,
2004). Vétsina znamych preskupeni vytvaii posuny ctecich ramct, které vyusti
v pred¢asné ukonceni translace. Majorita mutaci zavadéjici novy stop kodon, bez ohledu
na jejich typ, byla popséana jako pficina “nonsense-mediated” rozpadu mRNA (Vasickova

et al.,2007).

Zakladni screening mutaci genu BRCAI/2 je zaméfen na exony a sestiihové oblasti.
Kromé vySe uvedenych tyto alterace zahrnuji nesynonymni (“missense”) a synonymni
(“silent”) mutace. AvSak nedavno byly detekované dalSi alterace BRCAI/2 genu
asociované se vznikem dédiénych nadorti prsu, jako jsou inzerce nebo delece
v intronickych sekvencich (Jia et al., 2014). Mutace v nekodujicich oblastech piedstavuji
skupinu nedostate¢né detekovanych genetickych alteraci a vyZzaduji dals$i zkoumani,
protoZze prave intronové varianty mohou signifikantn€ ovlivnit transkripci, stabilitu a
zpracovani mRNA (Jia et al., 2014). Informace o vSech dosud popsanych alteracich jsou
ulozeny v riznych databézich, napiiklad ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), ARUP (http://arup.utah.edu/database/BRCA/),
Breast Cancer Information Core internet web site (https://research.nhgri.nih.gov/bic/) a

HGMD (The Human Gene Mutation Database).

Mezi genetické spoustéce karcinogeneze patii 1 ztradta heterozygotnosti - loss

of heterozygosity (LOH). LOH je pfitomna u mnoho dédi¢nych nadorovych syndromi.
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LOH se podili na vzniku nddort mechanismem uplné inaktivace tumor-supresorovych
genu prostiednictvim ztraty “wild-type” alely (Ryland ef al., 2015), jak jiz bylo zminéno
vySe u Knudsonovy teorie dvou zasahti. LOH je také klinicky uzite¢nym biomarkerem,
kterého nepfitomnost muze predikovat primarni rezistenci k chemoterapii u pacientti
se zarode¢nou mutaci BRCA1/2. Absence LOH je spojena se snizenym piezivanim

pacientl lécenych cis platinou (Maxwell et al., 2017).

Pro regulaci exprese genl je vyznamna chemickd modifikace nukleotidd pfidanim
methylové skupiny na cytosin (methylace) lokalizovany v tzv. CpG ostrovech. Vyskyt
metylované DNA je spojen s represi (tlumenim) transkripce (Snustad e Simmons, 2009).
Hypermethylace cytosinovych zbytki v CpG ostrovech promotori mnoha tumor-
supresorovych gent je spojena s inaktivaci genové exprese, coz je hlavnim mechanismem
ztraty funkce tumor-supresorového genu béhem tumorogeneze. Hsu et al. detekovali
methylaci promotoru BRCAI u 78 (56%) ze 139 nadort prsu a soucasné ve své studii
prokézali, Ze methylace promotoru BRCAI je vyznamné spojena se Spatnym celkovym

pfezitim a vyrazné zkracenym bezpiiznakovym intervalem (DFI) (Hsu et al., 2013).

Do zvlastni skupiny patii tzv. ,,BRCAness* nadory vyskytujici se u Zen bez hereditarni
predispozice (nemaji prokdzadnou zarode¢nou BRCA1/2 mutaci). Pro tyto nadory, které
svymi klinicko-patologickymi charakteristikami pfipominaji nadory s BRCA mutacemi

je typicka dysfunkce DNA repara¢niho systému (Zimovjanova, 2009).

3.7 Rutinni metody vySetrovani genit BRCAI a BRCA2

Od objevu genetické predispozice k rakoviné prsu na zaklad¢ pritomnosti mutaci genti
BRCA1/2 jsou vyvijeny genetické testy k jejich identifikaci. Kromé toho jsou neustéle
vyvijeny nové metody sekvencovani vyuzivajici rozlicné platformy (Miki et al., 2004,

Miki et al., 2006).

Sekvencovani slouzi ke stanoveni potadi (sekvence) nukleotidi v molekule DNA.
Automatizovana metoda sekvencovani DNA publikovand Sangerem v roce 1977
je povazovana za technologii prvni generace sekvencovani a novéj$i metody se nazyvaji

sekvencovani pfisti generace - next generation sequencing (NGS) (Metzker, 2010).

Sangerovo sekvencovani je definovano jako metoda sekvencovani DNA, kterd
je zaloZzena na zaclenéni dideoxynukleotidli ukoncujicich fetézce DNA polymerazou

béhem in vitro syntézy DNA. DNA polymerazy kopiruji monovlaknové DNA templaty
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pfidanim nukleotidi k rostoucimu fetézci. SpoleCnym zacatkem je 5’-konec
sekvenacniho primeru, coz je oligonukleotid, ktery je komplementarni k templatu.
Deoxynukleotidy (dNTPs) pfidané k prodluzovanému produktu jsou vybrany dle
komplementarity bazi, které odpovidaji templatu. Soucasti smési ptfidanych nukleotidi
jsou i radioaktivné ¢i flourescencéné znacené dideoxynukleotidy (ddNTPs) postradajici 3'-
hydroxylovou skupinu, ktera je potfebna pro prodlouzeni fetézcii DNA, a proto nemuize
vytvotit vazbu s 5'-fosfatem dal§iho dNTP. Vysledkem je tvorba DNA fetézct vSech
moznych délek, protoze dideoxynukleotidy se ndhodné zaclenuji, ¢imz se zastavi dalsi
prodluzovani produkti. V piipad¢ star§$i metody vyuzivajici radioaktivniho znaceni
po probéhnuti ¢tyt paralelnich reakci obsahujicich kazdou jednotlivou ddNTP bazi jsou
vysledné produkty porovnany na ctyfech elektroforetickych gelech odpovidajicich
jednotlivym bazim. Na vysledném autoradiografu je mozno zjistit, jak za sebou nasledu;ji
nukleotidové sekvence v templatu, protoze v piislusném elektroforetickém gelu bude
ptitomen radioaktivni pas v poloze odpovidajici relativni molekulové hmotnosti produktu
(Heather er Chain, 2016). V soucasnosti se vyuziva hlavné fluorescen¢niho znaceni
ddNTPs, coz umoziuje prub¢h sekvenaéni PCR v jedné reakci, protoze kazdy ddNTPs
(ddATP, ddGTP, ddCTP a ddTTP) je oznacen jinou fluorescencni barvou. Ziskané PCR
produkty jsou nasledné separovany pomoci kapilarni elektroforézy. Ve vysledném
elektroforeogamu jsou jednotlivé barevné odliSené¢ piky fazeny dle nukleotidové

sekvence analyzované DNA (Obrazek 5).
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Obrazek 5: Priklad elektroforeogramu ze sekvenace genu BRCA1 metodou dle Sangera.

Legenda: A: adenin (zelena), C: cytosin (modra), T: thymin (Cervena), G: guanin (¢erna)

Vzhledem k tomu, Ze Sangerovo sekvencovani je relativné casovo a finanéné narocné,
byly vyvinuty nové technologie sekvencovani DNA, které umoziuji sekvenovat vice
genll, pacientl, pfipadné¢ i cely genom v jednom behu. Oznacuji se terminem
sekvencovani nové generace (NGS) nebo masivni paralelni sekvencovani (Tan et al.,

2012, Knierim et al., 2011).
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NGS je komplexni metoda pouzivana k vySetfeni genomu, ktera zahrnuje piipravu
templatd, sekvencovani a analyzu dat (Metzker, 2010). V soucastnosti existuje n¢kolik
jedine¢nych kombinaci specifickych protokolti (platforem), kde kazd4 platforma
pfedstavuje komplexni souhru enzymologie, chemie, optiky s vysokym rozliSenim,
hardwaru a specidlniho softwaru. Toto umoziuje vysoce efektivni ptipravu vzorkt pred
sekvencovanim DNA a zpracovani dat, s naslednymi, vyznamnymi ¢asovymi usporami
a s minimalnimi pozadavky na pfidruZena zatizeni (Mardis, 2008). Jedine¢na kombinace
specifickych protokolii odliSuje jednu technologii od druhé a urcuje typ dat vytvorenych
z kazdé platformy. Tyto rozdily v datovém vystupu mohou predstavovat urcité obtize pfi

porovnavani jednotlivych platforem (Metzker, 2010).

Pro konstrukci knihovny (vysledny vzorek obsahujici vSechny vySetfované geny
a pacienty) jsou pomoci postupii specifickych pro kazdou metodu pfipraveny jednotlivé
fetézce fragmentll a nasledné provedeny sekvenacni reakce. Knihovny pro sekvenaci
panelu vybranych geniti mohou byt pfipraveny dvojim zptisobem. Bud’ jsou tyto geny
amplifikovany pomoci PCR nebo je genomickd DNA fragmentovana a analyzované geny
jsou pomoci specifickych hybridiza¢nich sond vychytany a nasledn& upraveny. Retézce
fragmentil jsou spojeny s linkery (adaptéry) vlastnimi kazdé platformé a kazdy pacient
je oznacen tzv. ¢arovym kdédem (barcode - oligonukleotidova sekvence specificka pro
jednotlivé pacienty v knihovn¢). Vzhledem k tomu, Ze diky pfitomnosti adaptérovych
sekvenci mohou byt fragmenty DNA selektivné amplifikovany pomoci PCR, neni nutny

zadny dalsi krok (Mardis, 2008).
Nejcastéji pouzivanymi platformami sekvencovani nové generace jsou:
Solexa (Illumina)

Princip metody: po amplifikaci templatd DNA a vytvoieni shlukt (klastrli) jsou nasledné
pridavany jednotlivé fluorescencné znacené baze na kazdy templat. V kazdém cyklu jsou
pridané znaCené baze na klastrech detekovany laserovym detektorem, ktery podle

fluorescencniho signélu poznd, o kterou bazi se jedna (Kyvalova, 2011).
lont Torrent (Life Technologies)

Princip metody: piimé pievadéni chemicky kédovanych signali do digitadlni podoby
na polovodi¢ovém Cipu. Tato platforma vyuziva detekei vodikovych protonti uvolnénych

v prabéhu syntézy nové vznikajiciho fetézce. Pti zabudovani jednotlivych bazi dochazi
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tedy ke zméné pH, coz umoznuje mefit tyto zmény konduktometricky

(https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/ion-torrent.html).
454 Roche

Princip metody: Cteni sekvence pomoci pyrosekvenace - po navazani baze na templét je
uvolnén pyrofosfat. Pfi pouZziti enzymatické smési (DNA polymerdzy, ATP sulfurylazy
a luciferazy) jsou detekovany svételné zmény (fotony) v zavislosti na mnozstvi
pyrofosfatu, ktery je uvolilovan po polymerazou zprostiedkované adici ANTP na volném

fetézci (Margulies et al., 2005).

Mezi dal§i pouzivané platformy pro sekvencovani patii napt. Solid (Applied Biosystems),

PacBio (Pacific Biosciences) a Oxford Nanopore (Kyvalova, 2011).

NGS ma siroké vyuziti v oblasti mediciny. V diagnostice zhoubnych naddort mohou byt
napiiklad detekovany specifické alely ucastnici se karcenogeneze prostiednictvim “ultra-
deep” sekvencovani genomové DNA, a to predevs§im v pfipadech, kdy pfedchozi detekce

Sangerovym sekvencovanim selhala (Schuster, 2007).

V soucasnosti se NGS vyuziva i pro geny BRCA1/2, kde studie potvrdily ucinnost vyse
uvedenych technologii pro geneticky screening téchto gent (Ozcelik et al., 2012). Pro

konfirmaci vysledkii NGS se 1 nadale bézné pouziva Sangerovo sekvencovani.

Dalsi béZzné vyuzivana metoda k urovani velkych pfestaveb (napf. ztrata exonu)
je MLPA (“Multiplex ligation-dependent probe amplification®). V praxi byla poprvé
pouzita Gillem et al. v roce 2002 pro detekci deleci MSH2 a MLH]I genti (Matthijs et al.,
2016).

Princip metody MLPA: po specifické hybridizaci sond ke genomové DNA, a jejich ligaci
nasledované¢ amplifikaci hybridizované sondy je provedena semikvantitativni
fragmentacni analyza vyslednych PCR produkti pomoci kapilarni elektroforézy (viz

obrazky 6 a 7) (Sellner et Taylor, 2004).
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Obrazek 6: Princip MLPA metody. Pfevzato z Crompton ef al., 2010.

Legenda: 1: fluorescen¢ni barvivo, 2: sekvence “forward” primeru, 3+4:

oligonukleotidové proby, 5+6: sekvence “reverse” primeru, 7: cilovda DNA

Referenéni vzorek

Testovany vzorek

s

i

[ —

specifické

Obrazek 7: Elektroforeogram testovaného vzorku gent MSH2/MLHI v porovnani

s profilem referenéniho vzorku. Je znazornén relativni pokles intenzity fluorescence

u testované¢ho vzorku (zndzornén Sipkou) demonstrujiciho deleci exontt 11-16 genu

MSH?2 ve spodnim panelu. Pfevzato z Sellner et Taylor, 2004.

Legenda: MLHI: ,,mutL homolog 17, MSH2: “mutS homolog 2*

Tato metoda je standardné pouzivand k detekci velkych ptestaveb gentt BRCA1/2, jak

ukazuji prace napriklad Engertové et al., provadéjici screening v némecké populaci

pacientek s hereditdrnimi karcinomy prsu (Engert ef al., 2008), v italské populaci
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Montagniho et al. (Montagna et al., 2003) a konecné v ceské populaci prace Vasickové

et al. (Vasickova et al., 2007).

3.8 Detekce velkych prestaveb gentit BRCA1/2 pomoci metody LR-PCR

w7 oG

Mezi metody pouzivané k detekci prestaveb gentt BRCA 1/2 patii “southern blot” (Petrij-
Bosch et al., 1997), LR-PCR (Payne et al., 2000), barevné barkédovani genu BRCAI
na “combed” DNA (Gad et al., 2001), semikvantitivni multiplexni PCR (Casilli et al.,
2002), real-time PCR (Barrois et al., 2004) a MLPA (Schouten et al., 2002). Posledné
uvedena metoda byla do praxe uvedena v roce 2003 a vyuziva se pro detekci relativniho
poctu kopii vSech BRCAI exoni jak je podbrobnéji popsand vyse (Hogervorst et al.,
2003).

Dalsi ¢asto vyuzivanou metodou v klinické praxi je LR-PCR. Jednou z klicovych vyhod
pouziti LR-PCR ve srovnani s klasickou PCR je schopnost detekovat velké genomové
pfestavby, jako jsou velké duplikace, inzerce a delece. Kombinace LR-PCR
se sekvencovanim patii mezi efektivni nastroje genetického testovani (senzitivita 99,8 %,
specificita 95,4 %) genit BRCAI1/2 (Ozcelik et al., 2012). Spojenim LR-PCR
se sekvencovanim je dosazeno vysSi citlivosti a rychlejsi a efektivngjsi detekce

genetickych variant (Tan ef al., 2012, Knierim et al., 2011).

LR-PCR vyuzivd multiplicitnich LR-PCR polymeraz pro amplifikaci dlouhych
genomovych fragmentti. Nékteré z nich jsou schopné amplifikovat az 15 a vice
kb genomové DNA. I tato metoda ma vsak urcité nedostatky. Jak jiz bylo uvedeno
v kapitole 3.6, hrozi u heterozygott riziko ziskani faleSné negativniho vysledku z divodu

ptitomnosti "wild-type" alely (Vasi¢kova et al., 2007).

Sekvenacni analyza kédujicich exonil a exon-intronovych spojii zachyti cca 85% mutaci
genu BRCAI uvedenych ve vefejné dostupné verzi mutaéni databaze HGMD (The
Human Gene Mutation Database), pfi¢emz metoda MLPA zachyti dalSich cca 14%
mutaci velkého rozsahu (amplifikace/delece) genu BRCAI. V piipadé genu BRCA2
sekvenacni analyza kodujicich exonil a exon-intronovych spoju zachyti cca 95% mutaci

uvedenych v této databazi (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php).
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3.9 Princip LR-PCR

N 24

malych fragmenti DNA. Byla poprve popsana Mullisem v roce 1990 (Mullis, 1990).
Klasickd PCR je vSak limitovand maximalni velikosti amplifikovanych fragmentd kvtli

efektivit¢ DNA polymerazy.

Principem PCR je namnoZeni urcitého tiseku DNA - templéatu prostfednictvim enzymu
DNA polymerazy. Pro spravny prub¢h PCR je potfeba, mimo jiné, velmi piesnd teplotni
regulace jednotlivych reakénich krokt, kterd je zajiStovana termocyklerem. PCR zac¢ina
pocatecni denaturaci (94-98 °C, 1-3 min), poté nasleduje n€kolikanasobné opakovani
vlastniho cyklu s denaturaci (94-98 °C, 10-60 s), nasednuti primerti (52-58 °C, 30 s)
a prodlouzeni fetézce (elongace) (vétsinou 70— 80 °C, 1 min). Na konci byva pridavan
jesté dalsi krok elongace slouzici k dosyntetizovani ziskavanych amplikont (72 °C, 5-15
min). Pfi denaturaci se dvousroubovice DNA rozplétd na dva jednovlaknové fetézce, poté
se primery specificky paruji s komplementarni oblasti na templatové DNA. Nasledné
probiha syntéza DNA, dokonceni syntézy castecnych produktii a zchlazeni (5 min a vice,

4 °C) (Lorenz, 2012).

PCR nemusi vzdy prob¢hnout idealné. Mezi nejcastéjsi komplikace reakce patii vznik
vice nezddoucich produkti nez pouze produkt odpovidajici amplifikovanému useku,
nedostate¢nd intenzita amplifikace anebo, koneén¢, PCR neprobéhne vibec. Témto
komplikacim ma zabranit uprava reakénich podminek, tzv. optimalizace PCR. Mezi
jednotlivé kroky optimalizace patfi napiiklad zména koncentrace DNA, zvySeni
koncentrace MgCly, pfidani aditiv (DMSO, formamid, betaine, glycerol, BSA,....),
modifikace cyklu (napt. prodlouzeni doby elongace), uprava tzv. ramping teploty
(rychlosti pfechodu z jedné teploty na druhou) a kone¢né¢ zména teploty nasednuti

primert (annealingu, T.) (Lorenz, 2012).

V roce 1992 Barnes modifikoval PCR, ktera umoznila amplifikaci fragmentt o délce az
5 kb (Barnes, 1992). Termin long-range PCR byl poprve pouzit v praci Chenga et al.,
ktery v roce 1994 zdokonalenim reakénich podminek a modifikaci polymeraz zvysil
velikost amplikontii z 3—5 kb na vice nez 30 kb (Cheng et al., 1994). Tato modifikace
zvysila rychlost a jednoduchost PCR pii genomovém mapovani a sekvencovani

a usnadnila vyzkum v molekuldrni genetice. LR-PCR je standardné¢ pouzivana ve studiich
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zabyvajicich se mutacni analyzou tumor-supresorovych genti, napt. BRCA1/2 (Ozcelik

etal. 2012).

Pro klasickou PCR je pouzivanda DNA polymerdza izolovand z bakterie Thermus
aquaticus. Pti LR-PCR je DNA polymerdza pfipravena jako mix enzymu obsahujici smés
vysoce Cistych rekombinantnich termostabilnich DNA polymerdz a faktorti klonovanych

v E. coli (QIAGEN® LongRange PCR Handbook).

Pro amplifikaci dlouhych genomickych fragmentti u LR-PCR je velice dulezity spravny
vybér multiplicitnich "long-range" DNA polymerdz a vytvofeni optimalnich
experimentalnich podminek pro jejich ¢innost. Touto velice dulezitou problematikou
spravného vybéru a fungovani polymeraz se zabyva prace Jia (Jia et al., 2014), ktery
srovnava cCinnost Sesti enzyml pouzivanych v komer¢nich setech - Invitrogen
SequalPrep, Invitrogen AccuPrime, TaKaRa PrimeSTAR GXL, TaKaRa LA Taq Hot
Start, KAPA Long Range HotStart and QIAGEN LongRange PCR Polymerase. Tato
prace zdlraznuje nezbytnost optimalizace experimentalnich podminek, jako je nasednuti
primert a ¢as syntézy DNA pro spravnou ¢innost jednotlivych polymeraz k dosazeni
uspésné amplifikace DNA fragmentii. Pravé problematika optimalizace podminek pro
spravné nasednuti primert za vyuziti termostabilni DNA polymerdzy "QIAGEN
LongRange PCR Polymerase" pifi amplifikaci vybranych regionti gentt BRCAI/2

je naplni této bakalaiské prace (viz prakticka ¢ast).

3.10 Vyznam vySetieni hereditarnich nadorovych syndromii

Vysoky podil malignit je mozno diagnostikovat jiz v poc¢ate¢nim stadiu HBOC pfi pouziti
multimodalniho pfistupu, ktery zahrnuje Iékaiské vySetfeni, nacvik spravného
samovySetfeni a mamograficky screening (Scheuer ef al., 2002). Standardni doporuceny
preventivni program rizikovych pacientll zahrnuje samovysetfovani prsii jednou mési¢né
od 18 let, celkové fyzikalni vySetieni onkologem od 25 let, ultrazvukové nebo NMR
vySetfeni prsit jednou rocné od 25 let, (vhodné indikovat individudlné, zhodnoti
radiodiagnostik dle typu zldzy), mamografie jednou rocné od 30 let (moznost zatazeni
ur¢i radiodiagnostik dle typu Zldzy) a ultrazvukové vySetfeni bficha jednou ro¢né
od 30 let. V pfipad¢ potieby je mozno vykonat i profylaktickou mastektomii a/nebo
adnexektomii (Plevova et al., 2009).
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Soucasti preventivniho vySetfeni je 1 genetické vySetieni ohroZenych jedinct a jejich
rodinnych piislusnik. Za piedpokladu, Ze je frekvence vyskytu onemocnéni 1/345,
v celkové populaci v USA az 950000 jedinci nese mutace BRCAI/2 tumor-
supresorovych genti. U nosi¢l mutace BRCA1/2 je riziko vzniku rakoviny prsu vyssi
az 20nasobné a riziko vzniku rakoviny ovarii aZ 9ndsobné ve srovnani se zdravou

populaci (Scheuer et al., 2002).

Co se tycCe terapie, jsou pacienti s karcinomem prsu léCeni standardnimi lécebnymi
metodami - chirurgicky, radioterapii a chemoterapii. AvSak budoucnost 1écby téchto
onemocnéni je v cilené terapii, kterd je v soucastnosti intenzivné vyvijena a testovana.
Je zkouSena celd fada novych preparati, mezi které patii, mimo jiné, i chemické
inhibitory poly(ADP-ribéza) polymeraz (PARP) (Annunziata et Bates, 2010). Zvysené
hladiny exprese receptoru pro epidermalni rastovy faktor (EGFR) u nadort s BRCAI
mutaci by mohly predpovidat vyssi citlivost k anti-EGFR terapii, blokujici EGFR
signalni transdukci. Jsou publikovany klinické studie kombinujici terapii blokatorem
EGEFR - cetuximabem v kombinaci s ixabepilonem u metastazujiciho "triple-negativniho"
karcinomu prsu (tj. ty, které neexprimuji receptor estrogenu, progesteronu a lidského

epidermalniho rastového faktoru Her2) (Zimovjanova, 2009).

V lécebné praxi se v Evropské unii od roku 2015 pro 1écbu karcinomu ovarii vyuziva
PARP inhibitor olaparib (Lynparza, Roche). Tento preparat byl testovan i ve FN
Olomouc u "triple negativnich" karcinomu prst a v soucasnosti probiha vyhodnocovani

vysledku klinickych zkousek (osobni sdélent).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Genomickd DNA pro optimalizaci LR-PCR byla ziskana ze vzorkli pacientl
vysetfovanych v Ustavu lékai'ské genetiky FN v Olomouci. V ramci vstupniho vysetieni
pacienti podepsali informovany souhlas, ve kterém souhlasili s vyuzitim jejich DNA
pro vyzkum. Genomickd DNA byla z krve izolovana laborantkou metodou dle Millera.
Pro tucely této bakalaiské prace byla DNA nafedéna do PCR vody na koncentraci
v rozmezi 25-250 pg/ml.

4.2 Pouzité chemikalie, roztoky a soupravy
Pouzité chemikalie
e Agarosa DNA grade (Electran®, katalogové ¢islo: 232-731-8)

e Deionizovana voda

e GoodView' ™ GelRed Nucleic Acid Stain (SBS Genetech, katalogové Ccislo:
41002)
e Quick - Load 1 kb Extend DNA ladder (Biolabs, katalogové ¢islo: N3239S)

e Vzorkovaci roztok (0,1% bromfenolova modi v 30 % glycerinu / H»0)

Pouzité primery

e DNA oligonukleotidy (Sigma Aldrich) (viz tabulka 3)
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Tabulka 3: Primery pouzité pro amplifikaci vybranych exonid gentt BRCAI/2, jejich

nukleotidova sekvence a délka amplikont.

F: 5°-GCCATGGCACCCAGCTGAAGTA-3¢
BRCAI 7-5 8932
R: 5-CTGGGAGCGATACCCCCATGCT-3¢

F: 5°-ACCCCAACATTGATTCCTTTC-3¢
BRCAI 2421 12 869
R: 5*-CACAGGGAGAAAGTCTGCAAG-3¢

F: 5°-GGCCTTATGGTAGATTCCTCCCCCG-3¢
BRCA2 17-20 11 780
R: 5-“TGGGCCTCCACATATTTTGCTGCTT-3*
F: 5*-CAGAAGGGGAATCAGGATCA-3¢
BRCA2 25 14 010
R: 5-GCTGATAGGGAGAGGGGAAC-3¢
F: 5*-TTAATTGCCCATGAACCTCAG-3*

BRCA2 2627 5778
R: 5*-TATTGACTTGTATTGTGTTCGCTGT-3*

Legenda: F: “forward”, R: “reverse”, sekvence primerti pievzaty ze studie Ozcelik ef al., 2012.
Pouzité soupravy

e QIAGEN LongRange PCR Kit (20) (QIAGEN, katalogové cislo: 206401)
(viz tabulka 4)
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Tabulka 4: Slozky obsazeny v QTAGEN LongRange PCR kitu.

Slozky PCR Kkitu Koncentrace Objem [pl]
Long-range PCR enzym mix 5U/ul 8
Long-range PCR pufr s ionty MgCl, 10 x 100
dNTP mix 10 nm 50
Q-Solution®* 5x 400
Voda zbavena RNéz - 1900

* QIAGEN LongRange PCR Kit obsahuje Q-Solution, tj. PCR pfisadu, kterd usnadiiuje amplifikaci
templatd modifikaci teploty tani (Tm, melting temperature) DNA. To usnadniuje prabéh PCR a na rozdil od
jinych bézné pouzivanych aditiv PCR, jako je DMSO, se Q-Solution pouziva pouze pfi jedné pracovni

koncentraci, je netoxicky a zarucuje Cistotu PCR.

Pouzité roztoky

e 0,5x TBE pufr: 27 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris), 13,75 g kyseliny
borité (H;BO3), 1 ml roztoku EDTA (0,5 mol/l, pH 8,0), doplnéno deionizovanou
vodoudo 51

e NLB pufr: (Nucei lysisbuffer): 1,211 g Tris-HCI (10 mM), 23,376 g NaCl (400
mM), 0,745 g EDTA (2 mM), pH 7,3 - 7,4, doplnéno deionizovanou vodou do 1 1

e LB pufr (Lysisbuffer): 8,825 g NH4+Cl (155 mM), 1,001 g KHCO3 (10 mM), 0,372
g EDTA (I mM), pH 7,3-7,4 upraveno ptidanim cca 800 pl konc. NaOH,
doplnéno deionizovanou vodou do 1 1

e TE puft: 2,5 ml Tris, 0,5 ml EDTA (0,5 M), doplnéno deionizovanou vodou do
250 ml

4.3 Pouzité laboratorni pristroje

® Automatické mikropipety 0,5-10 ul, 2-20 pl, 20200 pul (EPPENDOREF)
e Analytické vahy (BOECO)
e Centrifuga Rotanta 460 (HETTICH)
o Elektroforeticka komiirka S2 (WHATMAN BIOMETRA)
e Elektroforeticky zdroj LKB (PHARMACIA)
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4.4

4.4.1

Chladnicka kombinovana (ELECTROLUX)
Inkubator Model B5001 (HERAEUS)

Mikrovinna trouba (HEATWAVE)
Minicentrifuga Mikro 2000 (HETTICH ZENTRIFUGEN)
NanoDrop ND-2000 (THERMO FISHER SCIENTIFIC)

Termocyklér C1000 Touch (BIORAD)

UV transiluminator G:Box, dokumenta¢ni systém GeneSnap (SYNGENE)
Vortex FVL - 2400N (BIOSAN)

Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Izolace DNA Millerovou metodou

9 ml periferni krve v 300 pl 0,5M EDTA (pH 8).
Krev pfelit do zkumavky typu Falcon, dolit do 50 ml chlazenym LB pufrem,
nechat lyzovat pfi pokojové teploté (RT) 15 min.

. Krev centrifugovat pii 1000 g 30 min a supernatant slit.

Ptidat 5 ml chlazeného LB pufru, sediment s LB pufrem dikladné protiepat,
centrifugovat pii 1000 g 10 min. Supernatant slit, sediment jemné opladchnout
chlazenym LB pufrem a nechat zkumavky otocené dnem nahoru okapat.

K sedimentu ptidat 3 ml NLB, 50 ul proteinasy K (20 pg/ul), 150 ul 20% SDS,
dikladné protiepat.

Inkubovat pfes noc v termostatu pii 37 °C.

Ptidat 1000 pl 6M NacCl, 15 s dikladné protiepavat.

Centrifugovat pti 5000 g 15 min.

Supernatant slit do 10ml zkumavky a centrifugovat pii 5000 g 15 min.

10. Supernatant slit do Cisté 15ml zkumavky a doplnit vychlazenym 96% ethanolem.

. Pomalu ptevracet zkumavku az do vysrazeni DNA.

12. Srazenou DNA pienést do 1,5 ml zkumavky se 70% lihem a centrifugovat

13.

pii 14000 g 5 min.

Opatrné etanol slit a nechat voln€ uschnout.

14. DNA rozpustit v TE pufru (na 1 ml vychozi krve ptidat 50 ul TE pufru)

a uchovavat pti -20 °C.
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4.4.2 PCR amplifikace genomické DNA

Celkovée bylo pouzito 5 part “Forward” (F) a “Reverse” (R) primert (viz tabulka 3)

o pracovni koncentraci 0,4 pM.

e Provedeni LR-PCR dle publikace - Ozcelik et al., 2012

Soucésti kazdé reakce byla amplifikace genomické DNA s jednim parem testovanych
primerd, které byly pfidany do PCR reakéni smési. Jejich charakteristika je uvedena

v tabulce 3. PCR reak¢ni smés byla ptipravena pro 5 vzorkt. Postup prace byl nasledujici:

1. Po rozmrazeni slozky PCR mixu zvortexovat a zcentrifugovat.

2. Napipetovat reagencie do 1,5ml mikrozkumavek podle tabulky 5 a ziskanou PCR
reak¢ni smés zvortexovat a zcentrifugovat.

3. Do 5 ptipravenych PCR mikrozkumavek rozpipetovat po 22 pl PCR reakéni smési.

4. Do kazd¢ PCR mikrozkumavky pfipipetovat 1 pl primeru F a 1 pl primeru R v potadi
podle tabulky 3 a pfidat 1 pl genomické DNA pacienta.

5. Mikrozkumavky vlozit do pozic v termocykleru podle tabulky 6 s casovym

a teplotnim profilem nastavenym dle tabulky 7.

Tabulka 5: Slozeni PCR reak¢ni smési pro 5 vzorki.

Objem pro 1 Objem pro 5
Slozky PCR mixu
vzorek [pl] vzorku [pl]
Voda zbavena RNaz 18,05 90,25
Long-range PCR pufr s ionty MgCl, 2,50 12,50
Roztok dNTPs 1,25 6,25
aTaq DNA polymeraza 0,20 1,00
Celkem 22,00 110,00
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Tabulka 6: Pouzity teplotni gradient pro teploty nasedani primert a umisténi vzorkl

v termocykleru.

A 63,0 -
B 62,5 -
C 61,3 BRCA2_E17-20
D 59,4 )
E 56,9 -
BRCA1 E7-5, BRCA2 E25,
F >>0 BRCA2 E26-27
G 53,7 -
H 53,0 BRCA1 E24-21

Tabulka 7: Podminky PCR v termocykleru.

Pocatecni denaturace 93 3 min 1
Denaturace 93 15s
Nasedani primert 53-63 30s 9
Elongace 68 14 min
Denaturace 93 15s
Nasedani primert 53-63 30s
Elongace 68 14 min + 20 s/cyklus 8
Chlazeni 4 00
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e Provedeni LR-PCR dle podminek z publikace - Ozcelik et al., 2012

s pridanim Q-solution

Nasledné byla PCR provedena pro 4 vzorky s pfiddnim Q-solution. Postup prace byl
stejny jako u pfedchozi reakce, ale reakéni smés byla napipetovana podle tabulky 8 a byl

vynechan par primerd BRCA2 E26-27.

Tabulka 8: Slozeni PCR reak¢ni smési pro 4 vzorky s pfidanim Q-solution.

Slozky PCR mixu Objem pro 1 vzorek [pl] Objem pro 4 vzorky [pl]
Voda zbavena RNaz 13,05 52,20
Long-range 1j{’;cl-:{hpufr s ionty 250 10,00
Roztok dNTPs 1,25 5,00
aTaq DNA polymeraza 0,20 0,80
Q-solution 5,00 20,00
Celkem 22,00 88,00

e Optimalizace teploty nasedani primert bez Q-solution

Kazda reakce sestdvala z amplifikace genomické DNA od pacienta s jednim parem
testovanych primert. Postup prace byl stejny jako u predchozi reakce, ale bylo pfipraveno
celkem 12 vzorki (3 vzorky pro kazdy ze 4 pari primeri). Reakéni smés byla pfipravena
podle tabulky 9 a primery o objemu 1 pl byly pfipipetovany do ocislovanych
mikrozkumavek podle tabulky 10. Teplotni gradient T. byl zvolen v rozmezi 50-70 °C
podle tabulky 11. Mikrozkumavky byly vloZeny do pozic v termocykleru podle tabulky

10 s ¢asovym a teplotnim profilem nastavenym dle tabulky 12.
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Tabulka 9: Slozeni PCR reak¢ni smési pro 12 vzork.

Voda zbavena RNaz 18,05 216,60
Long-rangeljl’;j(izpuﬁ s ionty 2,50 30,00
Roztok dNTPs 1,25 15,00
aTag DNA polymeraza 0,20 2,40
Celkem 22,00 264,00

Tabulka 10: Pouzité primery, potadi vzorkd, jejich umisténi v termocykleru a T,

1 A 70,0

BRCA1_E7-5 2 C 66,6
3 D 62,6

4 E 57,8

BRCA1_E24-21 5 F 53,9
6 H 50,0

7 A 70,0

BRCA2 _E17-20 8 C 66,6
9 D 62,6

10 A 70,0

BRCA2_E25 11 C 66,6
12 D 62,6



Tabulka 11: Pouzity teplotni gradient.

A 70,0 BRCAl E7-5
B 68,8 -

C 66,6 BRCA1 E24-21
D 62,6 )

E 57,8 BRCA2 E17-20
F 53,9 -

G 51,3 )

H 50,0 BRCA2_E25

Tabulka 12: Podminky PCR v termocykleru.

Pocatecni denaturace 93 3 min 1
Denaturace 93 15s
Nasedani primeri 50-70 30s 9
Elongace 68 6 min
Denaturace 93 15s
Nasedani primerd 50-70 30s
Elongace 68 14 min + 20 s/cyklus #
Chlazeni 4 00

e Optimalizace teploty nasedani primeri s pridanim Q-solution

Nasledné byla PCR provedena pro 4 vybrané vzorky (1, 5, 7 a 12 dle tabulky 10)
s pfidanim Q-solution. Postup prace byl stejny jako u piedchozi reakce. Reakéni smés
byla ptipravena podle tabulky 13, pouzity teplotni gradient a umisténi vzorki

v termocykleru podle tabulky 11 a podminky v termocykleru podle tabulky 12.
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Tabulka 13: Slozeni PCR reakéni smési pro 4 vzorky.

Objem pro 1 vzorek Objem pro 4 vzorky

Slozky PCR mixu

(] (]
Voda zbavena RNaz 13,05 52,20
Long-range PCR pufr s ionty MgCl, 2,50 10,00

Roztok dNTPs 1,25 5,00

aTaq DNA polymeraza 0,20 0,80
Q-solution 5,00 20,00
Celkem 22,00 88,00

4.4.3 Zpracovani PCR produktii pomoci elektroforetické separace

Po kazdé amplifikaci genomické DNA nésledovala separace PCR produktii pomoci

agarozové elektroforézy. Postup pro ptipravu 0,7% agar6zového gelu a provedeni

agarozové elektroforézy PCR produkti:

1.

Navazit 1,68 g agarozy, rozpustit ve 240 ml 1x TBE pufru a nasledné rozpustit
v mikrovinné troubé (cca 4 minuty).

Do 240 ml rozvareného agardézového gelu (cca 50 °C) ptidat 12 pl pracovniho

roztoku GoodView (GoodView ™ GelRed Nucleic Acid Stain, SBS Genetech),
promichat, nalit do pfipravené vani¢ky a nechat ztuhnout.

Do prvni jamky pipetovat 10 pl standardu relativni molekulového hmotnosti
(Quick - Load 1 kb Extend DNA ladder, Biolabs). 10 ul PCR produktu smichat
s 3 ul vzorkovaciho roztoku a napipetovat do dalsich jamek v gelu (13 pl/jamka).
Elektroforetickou separaci nechat probihat ptiblizn€ 3 hodiny pii stejnosmérném
napéti 50 V a 2 hodiny pii stejnosmérném napéti 60 V.

PCR produkty vizualizovat pomoci UV transiluminatoru (G:Box, Syngene),
zhotovit fotografii gelu digitdlni kamerou s vyuzitim softwaru Gelcapture (DNR

BIO IMAGY SYSTEM).
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5 Vysledky

Tato bakalarska prace byla zaméfena na ziskani hodnot optimalni teploty pro nasednuti
primert pii LR-PCR k amplifikaci vybranych usekiit DNA. Bylo testovano 5 parti primerti
vybranych oblasti genit BRCAI/2, a to konkrétné¢ a) primer BRCA1 E7-5, b) primer
BRCA1 E24-21, c) primer BRCA2 E17-20, d) primer BRCA2 E25 a za e) primer
BRCA2 E26-27. Optimalizace LR-PCR spocivala v probéhnuti PCR pii riznych

teplotach nasedani primert a ve vyuziti tzv. Q-solution.
e Provedeni LR-PCR dle publikace - Ozcelik et al., 2012

Pti prvni LR-PCR, kdy byly dodrZeny stejné podminky jako ve vyse uvedené publikaci,
byl identifikovan specificky amplikon pouze v ptipad¢ pii pouziti primerit BRCA2 E26—
27, kterych T, byla 55 °C (viz obrazek 8).

a) 485

BRCA2 E26-27

Obrazek 8: Vysledny elektroforeogram prvni LR-PCR. a) Legenda ke Quick-load 1 kb
extend DNA ladder, b) Vysledny elektroforetogram PCR produktti 5 vzorkl za pouziti
5 pari primeri bez ptidani Q-solution.

Legenda: kb: kilobaze, M: Quick-load 1 kb extend DNA ladder; 1: primer BRCA1 E7-5;

2: primer BRCA1 E24-21, 3: primer BRCA2 E17-20, 4: primer BRCA2 E25, 5: primer
BRCA2 E26-27

Z duvodu ptitomnosti nespecifickych “pruhii ” u dalSich vzorki jsme se rozhodli zkusit

zvysit specificitu reakce vyuzitim Q-solution za dodrzeni stejnych podminek reakce.
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e Provedeni LR-PCR dle publikace - Ozcelik et al., 2012 s pridanim Q-solution

Nasledujici PCR probihala pfi stejnych teplotach, ale s pfidanim Q-solution do reakéni
smési, pficemz doslo k inhibici celé reakce a nebyl viditelny zadny produkt. Proto jsme

upustili od publikovanych podminek a rozhodli se otestovat rtizné T,

e Optimalizace teploty nasedani primert bez Q-solution
Pti LR-PCR, kter4 probihala pti Ta 50-70 °C, byl identifikovan amplikon exonii 7-5 genu
BRCAI pti Ta 70 °C, amplikon exont 24-21 genu BRCA 1 pii T2 53,9 °C, amplikon exonti

17-20 genu BRCA?2 pii T, 70 °C a amplikon exonu 25 genu BRCA2 T.62,6 °C (viz
obrazek 9).

BRCA1_E7-5 BRCAIl_E24-21 BRCA2 E17-20 BRCA2 E25

T T TR

Obrazek 9: Vysledny elektroforeogram PCR produkti 12 vzorkli za pouziti 4 part
primera bez piidani Q-solution.

Legenda: M: Quick-load 1 kb extend DNA ladder; 1,2,3: primer BRCA1 E7-5; 4,5,6: primer
BRCA1 E24-21, 7,8,9: primer BRCA2 E17-20, 10,11,12: primer BRCA2 E25, 5: primer
BRCA2 E26-27

Kwvuli vzniku nespecifickych produktti byly tyto 4 pary primerti pouzity i v nasledujici
LR-PCR, ale s pfidanim Q-solution do reakéni smési, protoze Q-solution zvySuje
specificitu reakce.

e Optimalizace teploty nasedani primeri s pridanim Q-solution

Podminky, pfi kterych v pfedchozi reakci vznikly PCR produkty, byly vyuzity pro dalsi
testovani primeri na zvySovani specificity reakce pomoci ptidavku Q-solution do reakce

(viz obrazek 10).
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BRCA1 E7-5 BRCA2 E17-20

M\l 243 4
e BRCA2_E25

w

Obrazek 10: Vysledny elektroforeogram PCR produkti 4 vzorkli za pouziti 4 pard

primertd s Q-solution.

Legenda: M: Quick-load 1 kb extend DNA ladder; 1: primer BRCA1 E7-5; 2: primer
BRCA1 E24-21, 3: primer BRCA2 E17-20, 4: primer BRCA2 E25

Po provedeni vyse uvedenych reakci byly ziskany specifické produkty pro 4 z 5 (80%)
testovanych parti primerti. Vysledné vhodné podminky pro LR-PCR jsou ptehledné
shrnuty v tabulce 14.

Tabulka 14: Vysledné hodnoty T, pro jednotlivé pary primert.

Amplifikované  Délka amplikonu

Cislo Gen exony - Zjisténa vhodna T, [°C]
1 BRCAI 7-5 8933 70,0%
2 BRCAI 24-21 12 869 53,9
3 BRCA2 17-20 11 780 70,0
4 BRCA?2 25 14010 62,6%+
5 BRCA?2 26-27 5778 55,0

Legenda: * do PCR reakéni smési byl pfidan Q-solution, + pfitomnost nespecifickych PCR
produktti.

35



6 Diskuze

wrwe

z téchto mutaci predstavuji velké ptestavby danych gend. Z tohoto divodu je nutné
v rdmci bézné diagnostiky testovat i tyto varianty. Jako jedna z metod vhodnych pro tento

ucel se vyuziva LR-PCR (Shiovitz ef Korde, 2015).

PCR je laboratorni metoda, ktera zahrnuje nékolik na sebe navazujicich kroka
(denaturace, nasednuti primerti, syntéza DNA) vyzadujicich dodrzeni ptesnych
parametrti (fyzikalnich i chemickych) k jejimu zddrnému pribchu. Velice dulezité
je stanoveni optimalni teploty potfebné pro optimalni nasednuti primeri - tzv. annealing
teploty (T.). Jestlize T. nedosahuje spravné hodnoty, mohou vzniknout nespecifické
produkty a dojde ke zkresleni vysledku (pfili§ nizkd T.), anebo se produkt vibec
nenasyntetizuje (pfili§ vysokd Ta). Mimo jiné je zavisla na obsahu G+C bazi, délce
primerti a teploté tani PCR produktu (Smarda et al., 2005). Nespravné provedena
optimalizace mé vliv na nepiesny priubéh amplifikace, projevujici se ptitomnosti

nespecifickych pruht, nizké G¢innosti a v tvorb€ tzv. primer - dimert (Prasa, 1997).

Nejdiiv jsem se rozhodla otestovat podminky doporuované autory publikace, ze které
jsem puvodné vychazela (Ozcelik et al. 2012). Z péti mnou testovanych parti primert
odpovidal nastavenym podminkam pouze 1 (20 %), konkrétné BRCA2 E26-27 pfi
Ta 55 °C. V ptipadé neuspésné amplifikace jsem u dalSich Ctyt parii primerti pokracovala
v optimalizaci reakce, a to hlavné ve hledani vhodné T.. Specifické produkty jsem ziskala
pro primery BRCA1 E7-5 a BRCA2 17-20 pfi T. 70 °C a BRCA1 E24-21 pii
T. 53,9 °C.

Pro shodné délky amplikont o velikosti 12,9 kb a 5,8 kb byl v praci Jia et al. pti pouziti
stejnych primeri hodnocen pribéh PCR pfti vyrobcem doporucené T,rovnéz za pouziti
PCR kitu QIAGEN. (Jia et al., 2014). Hodnoty T. byly 54 °C pro 12,9 kb a 54,5 °C pro
5,8 kb. Vysledny produkt byl identifikovan pouze pro velikost amplikonu 5,8 kb a ne pro
12,9 kb. Ve srovnani s hodnotami ziskanymi v na$i praci se Ta. pro primery
BRCA2 E26- 27 s délkou amplikonu 5,8 kb odlisuje pouze o 0,5 °C (55°C vs. 54,5 °C).
Pro primery BRCA1 E24-21 s délkou amplikonu 12,9 kb pouze o 0,1 °C (53,9 °C vs.
54 °C). Vysledné hodnoty Ta jsou témét shodné se mnou ziskanymi hodnotami (viz

tabulka 15).
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Odlisné jsou vSak hodnoty Ta v praci Ozcelika (Ozcelik et al., 2012), ze které jsem
vychézela. Ozcelik et al. ziskali specifické amplikony délky 8,9 kb pii 55°C, 12,9 kb pfi
60 °C, 11,8 kb pii 61 °C, 14 kb a 5,8 kb pfi 55 °C. Ve srovnani se mnou namétenymi
hodnotami je rozdil v Ta témé&f pro vSechny amplikony, kromé¢ jiz zminéného amplikonu
délky 5,8 kb (viz tabulka 15). Tento rozdil je pravdépodobné zplsoben pouZzitim
rozdilnych reakénich kit obsahujicich odlisné polymerazy (Invitrogen vs. QIAGEN).

V dalsi srovnavané praci (Hernan et al., 2012) autorka provadéla méteni pii T, stanovené
vyrobcem (Expand Long Template PCR System Roche), avSak pfi pouZiti jinych primert.
Ta pro jednotlivé amplikony BRCAI/2 geni byla 61 °C pro 11,6 kb (primer
BRCA1 E20-24), 62,8 °C pro 9,4 kb (primer BRCA1 E2-3) a 63,2 °C pro 12,7 kb
(primer BRCA1 E11-13) viz tabulka 15. Primérna odchylka teplot ve srovnani se mnou
ziskanymi hodnotami je vyrazna (az 10 °C). Toto zjisténi vSak neni piekvapujici, protoze

jimi pouzité primery s odliSnou sekvenci maji rozdilnou teplotu tani (Tm), a tedy i T..

Tabulka 15: Srovnani vysledkl T. ziskanych pfi LR-PCR a vysledkll publikovanych

v literatufe.

Délka amplikonu Zjisténa T, Ta- Jia Ta- Ozcelik Ta- Hernan
[bp] [°C] [°C] [°C] [°C]
Vyrobce kitu QIAGEN QIAGEN Invitrogen Roche

8933 70,0 - 55,0 62,8

12 869 53,9 34,0 - bez 60,0 63,2

produktu

11 780 70,0 - 61,0 61,0

14 010 62,6 - 55,0 -
5778 55,0 54,5 55,0 -

Pro ptesnéjsi porovnani a zhodnoceni mnou ziskanych T. bude potieba tyto reakéni
podminky u vyse uvedenych reakci ovéfit na vétSim souboru vzorki. Jestli se mé
vysledky potvrdi, bude mozno zaradit takto zoptimalizovanou LR-PCR do béznych
vysetiovacich postupti gentt BRCAI a BRCA2 na Ustavu lékatské genetiky v Olomouci.
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7 Zavér

Problematika detekce hereditarnich nadorti je v soucasnosti velmi aktualni, jak pro volbu
adekvatni 1écby, tak pro volbu spravného preventivniho programu pro pacienta i pro
nejbliz8i rodinné ptislusniky. Vzhledem k tomu, Ze onemocnéni vznikajici v ramci
hereditarnich nadort postihuji piedev§im mladé jedince a jsou velmi agresivni, ma v€éasna
detekce a lécba rozhodujici vliv na pfeziti pacienta. V praci jsem vypracovala piehled
problematiky tykajici se genli zodpovédnych za vznik hereditarnich nadorti a metody
detekce jejich poskozeni. Poté jsem v praxi provedla optimalizaci LR-PCR vybranych
exonll BRCA1/2 gent. Konkrétné byla optimalizovana T. pii LR-PCR pomoci gradientu
a nasledné byla provedena agar6zova elektroforéza k separaci a vizualizaci ziskanych
amplikont.

Pti zhotoveni reakce dle publikace Ozcelik ef al., byl identifikovan specificky amplikon
pouze pii pouziti primeru BRCA2 E26-27, kdy byla zjisténa T. 55 °C. Nasledné byla
optimalizovana teplota nasedani primert bez Q-solution, kdy byl identifikovan specificky
amplikon pfi pouziti primerd BRCA1 E7-5 pti Ta 70 °C, primerd BRCA1 E24-21 pfi
Ta 53,9 °C a primerit BRCA2 E17-20 pii Ta 70 °C

Na optimalizaci PCR mé rovnéz vliv délka amplikond, vlastnosti primerd, koncentrace
Mg?** iontii a DNA polymerazy dané vyrobcem, které vSak v rozsahu mé prace nebyly

testovany.
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