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Souhrn:

Prace se zabyva studiem diagnostiky hereditarnich nadort prsu a vaje¢niku
pomoci sekvenacnich metod. Diagnostika hereditarnich nadorl pfechazi v sou€as-
nosti na sekvenovani nové generace, které se stalo hlavni metodou pfi diagnostice
dédi¢nych predispozic pro vznik karcinomu prsu a vajecniku. Pfipadny nalez pato-
genni varianty je ovéfovan metodou pfimé sekvenace. Prace se sklada z casti teo-
retické a Casti praktické. V teoretické Casti je popsana anatomie prsu a vajecniku,
hereditarni syndromy prsu a vajeCniku, karcinom prsu a vajeCniku, polymerazova
fetézova reakce, vybrané predispozicni geny (BRCAL1, BRCA2, ATM, BARD1) a
sekvenacni metody (Sangerovo sekvenovani, sekvenovani nové generace). Prak-
ticka Cast se zamérfuje na navrh primerQ a optimalizaci PCR, sekvenaci vybranych
usekd genu a ovéreni patogenni varianty pomoci sekvenacnich metod. Tyto tech-
nologie nam umoziuji analyzovat patogenni varianty, které jsou zodpovédné

za vznik dédi¢nych karcinomu prsu a vajecniku.



Abstract
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Summary:

The work deals with the study of the diagnosis of hereditary breast and ova-
rian cancer syndromes by means of the sequencing methods. Nowdays the diagno-
sis of hereditary breast and ovarian cancer syndromes makes for the next genera-
tion sequencing that has become the main method at the diagnosis of hereditary
predispositions for a rise of breast and ovarian cancer syndromes. A potential fin-
ding of the pathogenic variant is verified by the direct sequencing method.

The work consists of the theoretical and the practical part. The anatomy of breast
and ovarian, hereditary breast and ovarian syndromes, breast and ovarian cancers,
polymerase chain reaction, selected predispozing genes (BRCAL1, BRCA2, ATM,
BARD1) and sequencing methods (Sanger’s sequencing, next generation sequen-
cing) are described in the theoretical part. The practical part is aimed at the proposal
of primers and the optimalization of PCR, sequencing of selected parts of genes
and the verification of the pathogenic variant by means of sequencing met-
hods.These methods enable to analyse pathogenic variants which create conditions

for the rise of hereditary breast and ovarian cancer syndromes.



Predmluva

Existuje cela fada faktoru, které se mohou podilet na vzniku karcinomu prsu
a vajecnikd. V rodinach se mohou vyskytovat nadorova onemocnéni, ktera jsou
podminéna dédiCnosti. Dédicna nadorova onemocnéni tvofi pouze malou, ale za
to vyznamnou ¢€ast onkologickych onemocnéni, pfedstavuji asi 5-10 % vSech ne-
mocnych. Cilem prace bylo ziskat znalosti o0 metodach sekvenovani DNA (pfima
sekvenace, sekvenovani nové generace), navrhnout primery pro provedeni PCR
reakce a sekvenaci DNA a poté osekvenovat vybrané exony gend ATM a BARD1

a ovéfit pfitomnost patogenni varianty v genu BRCAL.
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uvoD

Nadorové onemocnéni prsu a vajecniku patfi k nejCastéjSim onemocnénim
zen. Priblizné 5-10 % karcinomd vznika na podkladé dédiéné nadorové predispo-
zice. Lidé, ktefi jsou nosici téchto patogennich variant, si je tak pfedavaji z generace
na generaci. Nosi¢ patogenni varianty ma 50 % pravdépodobnost, Ze danou vari-
antu pfeda potomkim. Velmi Casty je vyskyt hereditarniho karcinomu prsu a vajec-
niku. Toto onemocnéni vznika nej¢astéji na podkladé patogenni varianty v genu
BRCA1 nebo BRCAZ2. Tyto geny patfi mezi vysoce rizikové geny a nosic¢i patogen-
nich variant jsou vystaveni celozivotnimu riziku, ze se u nich nemoc projevi. Karci-
nomem prsu mohou onemocnét i muzi, u nich je ale riziko onemocnéni karcinomem
nizSi. Pohybuje se u patogenni varianty BRCA2 kolem 8 % a u BRCAL kolem
1,2 %. Jako hlavni metoda, ktera se v poslednich letech pouziva pro diagnostiku
hereditarnich nadorovych syndromdu, je testovani pomoci sekvenovani nové gene-
race (NGS). Sekvenovani nové generace se v dnesni dobé stalo velmi popularni
metodou, ktera je vyuzivana jak pfi diagnostice onemocnéni, tak pfi medicinském
nebo biologickém vyzkumu. Vedle novych metod se k diagnostice stale vyuziva
i pivodni metoda pfimé sekvenace (sekvenovani dle Sangera). Tato metoda je vy-
uzivana od 70. let 20. stoleti, a ackoliv ji metody nové generace nahrazuji, stale
je soucasti laboratornich postupll a pouziva napfiklad pro ovéfreni patogennich va-

riant detekovanych metodou NGS.

Tato bakalarska prace se zabyva vyuzitim sekvenacnich metod pfi diagnos-
tice hereditarnich syndromu prsu a vaje€nikl. Je dllezité, aby tyto genetické zmény
byly v€as diagnostikovany a mohlo se tak pfistoupit k fadé opatreni, zabranujicim
vzniku nemoci. Pokud se nemoc vyskytne v rodiné a je zjisténa patogenni varianta
u nemocného v nékterém z predispozi¢nich gendq, je dllezité, aby probéhlo vySet-
feni i u ostatnich ¢lend rodiny, pokud k tomu udéli souhlas. V této praci se nejprve
zabyvame teoretickym popisem dané problematiky, v praktické €asti potom na-
vrhem primeru pro provedeni PCR reakce a ovéreni patogenni varianty ve vybra-
nych genech pomoci pfimé sekvenace DNA. Dlvodem k sepsani prace byla pfede-
v§im aktualnost daného tématu. Tyto technologie se neustéle vyviji a pomoci jejich
diagnostiky se muze v€as odhalit patogenni varianta, a tak zabranit vzniku onemoc-

néni.
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TEORETICKA CAST

1 ANATOMIE PRSU

1.1 Stavbaprsu

Prs (mamma) je parovy organ, ulozeny na pfedni strané hrudniku, v plném
vyvoji saha od 3. do 6. Zebra, v horizontalni roviné od okraje hrudni kosti do stfedni
Cary axilarni, nékdy mohou byt uvedené hranice posuny v zavislosti na velikosti prsu
prosvitaji, je hojn& inervovana (Cihak, 2016, s. 647). U dospé&lé Zeny se prs vysky-
tuje v riznych antropologickych typech, které se béhem Zivota postupné meéni.
V pokroéilém véku nastava ubytek tuku a zmensuje se Zlazové téleso prsu (Cihak,
2016, s. 647).

Na vrcholu prsu se nachazi dvorec (areola mammae). Primér dvorce je
3-5 cm, v téhotenstvi se zvétSuje. Dvorec je pigmentovany v zavislosti na celkové
pigmentaci Zeny, v gravidité se pigmentace zvySuje. Kolem obvodu dvorce se na-
chazi drobné hrbolky, které jsou vyvySeny Zlazkami (glandulae areolares), svym
slozenim shodnymi s mléénou zlazou (Cihak, 2016, s. 647). Uprostied dvorce
se nachazi prsni bradavka (papilla mammae). Byva lehce vyvySena, obc&as lehce
vklesla, je citliva na dotykové podrazdéni. Na hrotu bradavky usti mlékovody (ductus
lactiferi). Mlékovody jsou pfivadény z hloubky ze Zlazy, usti zde pfiblizné 15-20 ot-
vurky na vrcholku bradavky, oznaCovaném jako area cribriformis papillae. Bradavka
obsahuje mazové Zlazky, které svym vyméskem ochranuji kuzi pfed maceraci mlé-
kem a slinami kojence. Dvorec je tvofen hladkou svalovinou, probiha zde paprscite,
v bradavce Sroubovité. Na periferii dvorce a na Spi¢ce bradavky se svalovina upina
do kdze. To zplisobi, Ze se dvorec smrstuje a vyzdvihuje bradavku (Cihak, 2016,
S. 648).

Téleso zlazy (corpus mammae) je tvofeno vlastni Zlazou, uschovanou v nitru
prsa. Pfedstavuje laloCnaté, béloSedé a tuhé téleso s nepravidelnym povrchem. Té-
leso nema okrouhly tvar a vné tvofi maly processus axillaris. Normalné vazi téleso
130 az 200 g. V obdobi laktace se hmotnost zvy$uje na 300-500 g (Cihak, 2016,
S. 648).
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MléCna Zlaza (glandula mammae) je apokrinni Zlaza, vytvarejici u dospélé zeny
podklad prsu. Struktura mlé¢né Zlazy se odviji od stafi a funkéniho stavu organismu
zeny. Je tvofena z 15-20 lalokd (lobi mammae), uschovanych v tukovém polstafi.
Tyto laloky se dale rozbihaji v laluCky mlééné Zlazy (lobulli mammae) tvofené
ze Zlazovych alveolu, tato definitivni stavba Zlazy se nazyva terminaini duktolobu-
larni jednotka. Terminalni duktolobularni jednotka predstavuje zakladni hormonalné
senzitivni a laktujici jednotku. Z kazdého lali¢ku vychazi vyvody, spojujici
se z jednoho laloku zlazy v ductus lactifer. V obdobi tvorby a vylu€ovani mléka
se na nich nalézaji sinusy (sinus lactiferi), kde se hromadi mléko pfed odchodem
z bradavky (Drazan, 2006, 18 str.). Mlékovody jednotlivych lalokt se koncentricky
sbihaji k prsni bradavce na jejimz vrcholu usti malymi otvory (Dylevsky, 2009,
s. 20).

K nejvétsimu vyvoji mlééné Zlazy dochazi v t&hotenstvi. Zlazové tubuly se
rozrlstaji. Jejich konce se rozvétvuji do vackla — alveoll. Kdyz Zena porodi, zahaji
buriky alveoll a tubuld tvorbu mléka. Tukové kapi¢ky mléka se z cytoplazmy epitell
odlucuji do mlékovodu zlazy. Po ukon&eni kojeni, se Zlaza vraci do klidového stavu
— sekrecni oddil zastava zachovan. Aktivatorem sekrece mlécné Zlazy je prolaktin.
Estrogeny napomahaiji ristu vyvodua a progesteron rust sekre¢nich useku zlazy (Dy-
levsky, 2009, s. 20).

1.2 Cévy prsu

MléCna zlaza ma bohaté krevni zasobeni. Tepny prsu prichazeji jako
rr. mammarii mediales z a. thoracica interna, rr. mammarii laterales z a. thoracica
lateralis a rr. mammarii laterales z aa. intercostales posteriores v rozsahu zlazy. Prs
se déli na ¢tyfi kvadranty — horni zevni, dolni zevni, horni vnitini, dolni vnitfni. Cévni
zasobeni zlazy se lisi podle toho, kde se kvadrant nachazi. Horni a dolni vnitini
kvadrant je zasobovan perforantnimi vétvemi z a. thoracica interna. Dale je horni
Cast zasobena z a. thoracoacromialis a a. thoracica suprema. Zevni kvadranty jsou
zasobovany z a. mammaria externa a z vétvi interkostalnich arterii (Drazan, 2006,
s.18).

Zily prsu tvofi pod dvorcem kruhovitou sit — Zilni drenaZ (circulus venosus
Halleri). Odtud krev dale proudi podkozné do v. thoracica interna a do v. thoracica

lateralis a v hloubce do vv. intercostales (Cihak, 2016, s. 649).
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Prs obsahuje bohatou kapilarni sit lymfatickych cév. Mizni odtok pfedstavuje
podstatnou roli v radikalnim feSeni nadord. Mizni cévy utvareji pletené pod dvorcem
(plexus subareolaris Sappey) a pod kizi (plexus subdermalis) (Drazan, 2006, s.18).
Z plexus subareolaris mifi odtok do nodi lymphoidei axillares vedle vasa thoracica
lateralis, poté to jsou uzliny vedle lemu musculus pectoralis major, uzliny pfi jeho
vzniku vedouci mizu do hlubokych nodi lymphoidei parasternales a také kranialné
do nodi lymphoidei supraclaviculares (RoztoCil, 2011, s. 37). Z pfedni a bo¢ni Casti
prsu vedou cévy do axilarnich lymfatickych uzlin, z horni ¢asti prsu do apikalnich
axilarnich a subklavikularnich uzlin. Ze stfednich ¢asti prsu sméfuje lymfaticka dre-
naz podél perforatorti krevnich cév a. a v. thoracica interna do nitrohrudnich paras-
ternalnich lymfatickych uzlin. Kolem 75-90 % lymfatické drenaze prsu vede do axi-

larnich lymfatickych uzlin, 15-20 % spéje parasternalné (Drazan, 2006, s. 18).

1.3 Nervy prsu

Nervy prsu jsou senzitivni a pfichazeji z nn. intercostales Il. — VI. Pfi hornim
lemu se do senzitivni inervace zapojuji i nn. supraclaviculares (Cihak, 2016, s. 649).
Pro senzitivni inervaci stfedniho segmentu prsu, v€etné dvorce a bradavky, jsou
hlavni interkostalni nervy 3.-5. s pfevahou 4. mezizeberniho nervu (Drazan, 2006,
s. 18).
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2 ANATOMIE VAJECNIKU

2.1 Stavba vajecniku

Vajec€nik (ovarium) je parovy organ, ma tvar ovoidu a ze stran je zplostély.
Vzhled, tvar a velikost vajeCniku zalezi na stafi a funkénim stavu organismu Zeny
(Roztocil, 2011, s. 18). Vajectnik je Zenska pohlavni Zlaza, ktera tvofi pohlavni hor-
mony, fadi se mezi Zlazy endokrinni. Vaje€nik dale produkuje Zenské pohlavni
buriky, vajitka (oocyty) (Cihak, 2016, s. 358).

Délka vajeCniku je 3-5 cm, Sifka 1,5-3 cm a tloustka 1-1,5 cm, této velikosti
dosahuje u Zzen mezi 20. az 30. rokem Zivota. Hmotnost vajeCniku je 6-10 g. Tyto

parametry se mohou individuaingé ménit (Cihak, 2016, s. 358).

Povrch vajecniku je Sedoruzovy. V mladi je jeho povrch hladky, postupem
¢asu se méni na hrbolaty vlivem vyklenujicich se folikull s vajicky. V pokrocilém
véku Zeny se vajeénik zmensuje a jeho povrch se stava svrastélym (Cihak, 2016,
S. 358).

Na vajeCniku se popisuji jednotlivé strany. Vnitfni plocha, ktera je pfivracena
do dutiny panve, se nazyva facies medialis. Zevni plocha, ktera je pfivracena k na-
sténnému peritoneu bocni stény panve, se nazyva facies lateralis. Pfedni okraj pfi-
pojeny zavésem (mesovariem) na ligamentum latum je pojmenovany margo meso-
varicus. Zde se nachazi vstup cévnich struktur a nerva (hilum ovarii). Volny zadni
okraj se nazyva margo liber (Cihak, 2016, s. 358). Podle polohy vajeéniku k sou-
sednim organim se rozliSuje horni pdl (extremitas tubaria), ktery je pfivraceny k vej-
covodu a dolni pdl (extremitas uterina), pfivraceny k déloze. Umisténi vajeCniku za-
lezi na pozici téla, je velmi pohyblivy. Vaje€nik je upevnény pomoci mesovaria
a ligamenta ovarii propria. U Zen, které nerodily (nullipar) se vaje¢nik nachazi
ve fossa ovarica. Je to prohluben, mélka jamka, kterou dorzalné ohraniCuje vasa
iliaca interna a uterus, kranialné vasa iliaca externa a ventralné ligamentum latum
uteri. U zen, které rodily, vaje¢nik klesa dozadu, az za prubéh vasa iliaca interna,
v pfipadé mnohorodi¢ek (multipar) az do tzv. Claudiovy jamky. Vajecnik je mozno

nahmatat per vaginam (Roztocil, 2011, s. 18).

Povrch vajecniku kryje jednovrstevny kubicky epitel, jedna se o plvodni co-

elomovy epitel. Dfive byl oznaCovan jako zarodecny epitel, protoze mél byt zdrojem
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pohlavnich bunék. Dnes vime, Ze tomu tak neni. Farreova-Waldeyerova Céara
je makroskopicka hranice mezi kubickym epitelem vajecCniku a jednovrstevnym plo-
chym peritonealnim epitelem. Pod epitelem se nachazi vazivova vrstva, tunica al-
buginea. Vazivo, které vyplnuje cely vaje€nik, se nazyva stroma ovarii. Stroma ovarii
se da rozdélit na hustsi povrchovou vrstvu — klru (cortex ovarii) a fidSi vnitfni dfen
(medulla ovarii). V kife se nachazeji ovarialni folikuly (folliculi ovarici), obsahujici
zarodecné buriky, které jsou v rizném stupni vyvojového stadia. Medulla ovarii ob-
sahuje hladkou svalovinu, cévy a autonomni nervy. Ovarialni folikuly se skladaji
z malych bunék, které obklopuji vajiko a zraji spole¢né s jeho vyvojem (Cihak,
2016, s. 358). Jejich velikost je na pocatku 30-40 um, vaji¢ko se nachazi uprostred
(folliculi ovarii primarii). Jejich mnozZstvi je kolem 300-400 000, tento stav zlstava
zachovan az do puberty. V obdobi puberty se vlivem hormonu zahajuje jejich zrani.
Folikuly zraji soubézné, vaje¢nik obsahuje folikuly rizného stupné vyvoje. Vicevrs-
tevny vazivovy obal vaji¢ka tvofeny kubickymi bufikami se nazyva theca folliculi.
DalSim vyvojem se ve folikulu tvofi dutina, ktera obsahuje excentricky uschovany
oocyt (antrum folliculi). Dutina je vyplnéna tekutinou, nazyvanou liquor folliculi.
4-5 vrstev folikularnich bunék tvofi tzv. membrana granulosa, kterou pokryva theca
folliculi. Theca folliculi se sklada ze dvou vrstev — theca folliculi interna a theca
folliculi externa. Utvar, ktery je takto sloZeny se nazyva dozravaijici &i zraly folikul

(folliculus ovaricus vesiculosus, Graafuv folikul) (Roztocil, 2011, s. 19).

Zraly oocyt se fadi k nejvétSim bunkam v lidském téle. Jeho velikost je
120-150 pym, je uschované v membrana granulosa. Tvofi v ni vyvySeninu zvanou
cumulus oophorus. Zraly Graafuv folikul vyklenuje povrch vajeniku, nasledné
praska a vajicko je spolu s folikularni tekutinou vyplaveno k bfiSnimu usti vejcovodu.
Zde je zachyceno pomoci fimbriae tubae uterinae a dopraveno do vejcovodu (Roz-
tocil, 2011, s. 19). Tomuto procesu se Fika ovulace. Obvykle se dostavi v pllce
menstruacniho cyklu. B€hem Zivota plodné Zeny, dojde pramérné k 450 ovulacim.
Po 3-4 dnech po ovulaci se praskly folikul mnohonasobné zfasi a vytvofi se zluté
télisko — corpus luteum. Jedna z vrstev bunék stény folikulu se zméni na luteinové
buriky, ktery obsahuji Zluty pigment. Tyto buriky tvofi hormon Zlutého téliska, ktery
se nazyva progesteron. Pokud je vajicko oplozeno, Zluté télisko je hormonalné ak-
tivni az do 4. mésice gravidity. Poté funkci Zlutého téliska pFebira placenta.
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Kdyz vaji¢ko oplozené neni, Zluté télisko se pfeméni na vazivovou vrstvu — bilé

télisko (corpus albicans). Bilé télisko neprodukuje hormony (Dylevsky, 2009, s. 16).

2.2 Cévy vajecniku

Tepny vajecniku jsou pfivadény dvéma zdroji. Aorta abdominalis vydava pa-
rovou a. ovarica, ktera je paralelou a. testicularis u muze, maji podobny prabéh
v retroperitoneu. A. uterina vydava k vajeCniku ramus ovaricus. Tyto vétve jsou spo-
jeny v tepenné ovarialni arkadé. Vystupuje z ni 10-12 tepennych vétvi do hilu ovaria
(Cihak, 2016, s. 365).

Zilni krev se sbira do vena ovarica, vpravo Usti do vena cava inferior a vlevo
do vena renalis sinistra. Mensi mnozstvi krve odtéka do déloznich zil (Cihak, 2016,
s. 365).

Mizni cévy z vajeéniku se sbiraji vedle vasa ovarica do nodi lumbales (Cihak,
2016, s. 365).

2.3 Nervy vajeéniku

VajeCnik obsahuje autonomni vlakna sympaticka, parasympaticka a senzi-
tivni. Autonomni vlakna jsou pfivadéna z plexus coeliacus a z plexus mesentericus
inferior. Senzitivni vlakna vstupuji do misSnich segmentt L1-L3. Nervy jsou pfiva-

dény do ovaria jako plexus ovaricus (Cihak, 2016, s. 365).
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3 HEREDITARNi KARCINOMY PRSU A VAJECNIKU

V rodinach se mohou vyskytovat nadorova onemocnéni, ktera jsou podmi-
néna dédicnosti. Dédicna nadorova nemocnéni tvofi pouze malou, ale za to vy-
znamnou ¢ast onkologickych onemocnéni, pfedstavuji asi 5-10 % vSech nemoc-
nych. Vliv na vznik onemocnéni ma pfenos patogenni varianty ur€itého predispozic-
niho genu. DullezZité je tyto patogenni varianty v nadorovych predispozi¢nich genech
identifikovat z duvodu jak prognostickych, tak i prediktivnich. Lidé, ktefi jsou nosici
téchto patogennich variant, maji vysoké celozivotni riziko, ze u nich nemoc pro-
pukne v mladém véku. Pfi€inou vzniku onemocnéni je pfenos zarode¢né patogenni
varianty inaktivujici jednu z alel daného genu. Nasledné muize dojit k inaktivaci
druhé alely, ¢imz je gen vyfazen z funkce. Tento typ dédi¢nosti nadorové predispo-
zice je autozomalné dominantni. Pozornost je vénovana hlavné karcinomu prsu,
vajeCniku a endometria (Cibula, Petruzelka, 2009, s. 69; Stanék, Tesarova, Gurlich,
2017, s. 46).

V dnesni dobé je znamo nékolik predispozi¢nich gend, jejichz patogenni va-
rianty zvysuji riziko vzniku karcinomu prsu a ovaria. Mezi vysoce rizikové geny zpu-
sobujici vznik nadoru prsu, patfi napfiklad geny BRCA1, BRCA2, ATM, CDH1,
CHEK2, NF1, PALB2, PTEN, STK11, TP53. Mezi geny stfedniho rizika jsou fazeny
napfiklad geny BARD1, BRIP1, NBN ¢i geny MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, MUTYH,
EPCAM. (Klinicka onkologie, 2019, s. 2S6). DalSi skupina genu jiz pfedstavuje
mensi riziko vzniku onemocnéni. Tato skupina se nazyva nizce penetrantni geny.
Nizce penetrantni geny nemaji klinické vyuziti (Cibula, Petruzelka, 2009, s. 69; Sta-
nék, Tesarova, Gurlich, 2017, s. 46).

vrwve

variantami v genech BRCA1 a BRCA2. Patogenni alterace téchto genu vyznamné
podnécuje riziko vzniku karcinomu. Patogenni varianty genu BRCA1 jsou zodpo-
védné asi za 70 % pripadl, genu BRCA2 za 20 % pfipadu. Potomci nosi€¢l maji
50 % $anci, ze patogenni variantu zdédi. V ostatnich pfipadech jsou divodem one-
mocnéni patogenni varianty v genech se stfedni penetranci, tyto varianty jsou rela-
tivné vzacné. U hereditarnich nadori nemoc vznika o 10-15 let dfive nez u spora-
dickych. Nosi¢ky patogennich variant, které jsou ve véku 25-29 let, by mély byt vy-

Setfované v pullro¢nich intervalech. Na zakladé rodinné anamnézy a pfitomnosti
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dédi¢nych patogennich variant, genetik vyhodnoti mozna rizika. Mize byt doporu-
c¢ena profylakticka mastektomie, ktera je vhodna u genu vysokého rizika, kdy
je vznik onemocnéni velmi pravdépodobny. U karcinomu ovarii mize byt preven-
tivné provedena profylakticka adnexektomie. Obecné maji hereditarni nadory lepSi
prognézu nez nadory sporadické. (Cibula, Petruzelka, 2009, s. 69; Stanék, Tesa-
fova, Gurlich, 2017, s. 46).
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4 NADOROVE ONEMOCNENIi PRSU

Karcinom prsu patfi mezi nejCastéjSi nadorové onemocnéni zen. Ovliviiuje
v8echny oblasti Zivota Zeny, postihuje jeji rodinny Zivot a tim zasahuje do celé spo-
Od nepaméti jsou prsa znakem Zenské krasy a Zenstvi, proto onemocnéni vyvolava

hlubokeé city a pocity, jak u nemocnych Zen, tak u jejich okoli. (Abrahamova, 2019,
s. 13)

Kazdy rok se po celém svété vyskytne vice nez 2 miliony novych pfipadu této
nemoci. PoCet nartusta v mnoha zemich o 1-2 % ro¢né. | u nas je vyskyt zhoubného
nadoru prsu nejCastéjsi nalez u Zen. BEhem poslednich 20 let narostl pocet novych
pFipad( o0 60 %. V Ceské republice se kazdoro&né objevi zhruba 6 000 novych pfi-
padil (www.mammacentrum.cz/; Abrahamova, 2019, s. 30). Cetnost vyskytu karci-
nomu prsu se zvysSuje s vékem. Po kazdé dekadé se riziko zdvojnasobuje az
do menopauzy a po 50. roce Zivota je zvySovani incidence kazdoro¢né dramaticke.
Ackoliv je v dneSni dobé, hlavné v ranych stadiich, IéCba karcinomu prsu velmi
uspésna, presto zustava toto onemocnéni i nadale nej¢astéjSi onkologickou pfFici-

nou umrti u zen (Abrahamova, 2019, s. 30).

Nador prsu muze byt diagnostikovan jako onemocnéni sporadické nebo dé-
diéné podminéné. Cast&jsi forma, kterou nalézame u Zen je forma sporadicka, vzni-
kajici v dusledku nahromadéni somatickych patogennich variant v bufkach prsni
Zlazy. Dédi¢né podminéné formy nadoru prsu predstavuji 15-20 % mamarnich kar-
cinomUl. Rozdéluji se na nadory familiarni a nadory hereditarni. V pfipadé familiar-
nich forem je v rodiné vy$Si vyskyt nadorového onemocnéni, ale bez zfejmé gene-

tické pfiCiny (Stanék, Tesarova, Gurlich, 2017, s. 46).

4.1 Maligni nadory

V téle vznika cela fada rlznych typu bunék. Normalni zdravé buriky se déli
a tvofi nové podle potfeb organismu. Mize nastat situace, kdy se burky za¢nou
délit a vznikat nové, i bez iniciativy organismu. Tvofi se tak nové vznikajici utvar,
ktery se nazyva nador (MOU.CZ, 2009).

Maligni nadory jsou charakteristické tim, Ze jsou neostfe ohrani¢ené a rychle

rostouci, Sifi se do okolnich tkani, které nici (takzvané mistni Sifeni nadoru).
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Nasledné muze dojit k naruseni stény cév a nadorové buriky se Sifi dale do orga-
nismu cévni a mizni soustavou. Pokud v urCitém misté panuji vhodné podminky
pro jejich dalSi déleni, vznikaji metastazy (MOU.CZ, 2009).

4.2 Karcinomy in situ
Tyto nadory nalezi mezi karcinomy neinvazivni. Jejich epitelové bunky maji
nékteré zmény podobné karcinomu, tyto zmény nepfesahuji bazalni membranu epi-

telu. Rozdéluji se na duktalni a lobularni (Drazan, 2006, s. 20-21).

4.2.1 Duktalni karcinomy in situ — DCIS
Duktalni karcinomy in situ maji nadorové zménény epitel v duktech, tvofi se

ve vyvodech prsu. V nékterych pfipadech se daji nahmatat. Tento typ nadoru nema
schopnost metastazovat. Duktalni karcinom in situ se maze zvrhnout v invazivni

karcinom prsu. Je diagnostikovatelny pomoci mamografie (Drazan, 2006, s. 20-21).

4.2.2 Lobularni karcinom in situ - LCIS
Lobularni karcinom in situ se objevuje hlavné u Zen v menopauze. Je Casto

odhalen nahodné pfi biopsii z jinych davodu, byva asymptomaticky. Je velmi Spatné
diagnostikovatelny pomoci mamografu. Doba, za kterou by se mohl stat invazivnim
karcinomem je 15-20 let (Drazan, 2006, s. 20-21).

4.3 Invazivni karcinomy
Existuje nékolik kategorii, tyto kategorie se od sebe IiSi histologickym obra-

zem a typem rlstu nadoru (Drazan, 2006, s. 20-21).

4.3.1 Invazivni duktalni karcinomy
Tyto karcinomy predstavuji pfiblizné 75 % invazivnich nadora. Jsou speci-

fické Sedobélavymi tuhymi lozisky s nepravidelnym ohrani¢enim. Nador se tvofi
v mléénych vyvodech, nadorové bunky penetruji pfes sténu vyvodd a napadaji
okolni tukovou tkan. Metastazy se mohou tvofit v kostech, jatrech, plicich a mozku
(Drazan, 2006, s. 20-21).

4.3.2 Invazivni lobularni karcinom
Tento karcinom se vyskytuje v 6-8 % pfipadu. Oblast vyskytu je v hornich

zevnich kvadrantech prsu. Jeho rozmeéry kolisaji od nékolika milimetri az po zasah-
nuti celého prsu. Mize metastazovat do meningealniho prostotu, GIT, retroperito-

nea, ovarii a délohy (Drazan, 2006, s. 21).
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4.3.3 Medularni karcinom
Medularni karcinom se objevuje v 8 % pfipadu. Tento karcinom je jasné ohra-

ni¢eny a ma ovoidni formu (Drazan, 2006, s. 22).

4.3.4 Tubularni karcinom
Tubularni karcinom se vyskytuje velmi zfidka, tvofi 1-4 % pfipadu. V soucas-

nosti je fazen spiSe do kategorie tubuloduktalnich karcinomi. Pokud se jedna
0 samotny tubularni karcinom, rozméry nadoru jsou mensi nez 1 cm a nejsou zasa-
Zeny axilarni lymfatické uzliny, ma tento typ karcinomu velmi dobrou prognozu (Dra-
zan, 2006, s. 22).

4.4 Benigni nadory
Benigni neboli nezhoubné nadory maiji vétsinou ostré ohranieni, rostou po-
malu a netvofi metastazy. Jsou nebezpecné tim, ze mohou pfi svém rlistu ohrozovat

jiné dulezité organy, na které mohou tlacit. Lé¢ba byva chirurgicka (MOU.CZ, 2009).

4.4.1 Fibroadenom
Tento typ nadoru je nej¢astéjSim benignim nadorem prsu. Je diagnostikovan

u zen mezi 25. az 35. rokem. Jeho rozméry jsou 2-4 cm. Pfesahuje-li velikost
10 cm, oznacuje se jako obrovsky fibroadenom. Je ohrani€eny a pohyblivy oproti
okoli (Drazan, 2006, s. 20).
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5 NADOROVE ONEMOCNENI VAJECNIKU

Ovarialni karcinomy dlouhodobé patfi mezi nej¢astéjSi nadory zenskych po-
hlavnich organu a zarovern mezi nadory, které zaujimaji prvni mista v umrti zen. Je
to z ddvodu diagnostiky v pozdnim stadiu, a tudiz zhor§ené prognézy nemoci. Ri-
ziko onemocnéni stoupa s rostoucim vékem Zeny. V prubéhu zivota ovarialnim kar-
cinomem onemocni asi 1-2 % Zen. Dé&di¢né podminénych je asi 5-10 % pfipadu.
Propuknuti nemoci bylo také Castéji pozorovano u zen, které maji v rodinné anam-

néze vyskyt hereditarniho nepolyp6zniho kolorektalniho karcinomu (Lynchiv syn-
drom) (Adam, VorliCek, 2004, s. 231-232).

5.1 Maligni nadory vajecniku

Zhoubné maligni onemocnéni vajecniku tvofi velmi heterogenni skupinu cho-
rob. V ovarialni tkani se nachazi fada bunék, ze kterych maze vzniknout nador. Nej-
Castéji vznikaji karcinomy ovaria ze zarodecného epitelu, nazyvaji se nadory epite-
lové. Tento druh karcinomu se u zen vyskytuje pfedevsim po 50. roce zZivota. Mezi
dalsi typy karcinomU se fadi germinalni ovarialni nadory a nadory z bunék ovarial-
niho stromatu. Tyto typy se se vyskytuji u Zen mladSiho véku. Ostatni typy karci-

nomu jsou velmi vzacné (Adam, Vorlicek, 2004, s. 231).

5.1.1 Epitelové karcinomy
Rozdéluji se do skupin podle histologické charakteristiky. Patfi mezi né na-

priklad nadory serézni, mucindzni, endometrialni, nador z jasnych bunék a Brenne-

rav tumor.

Progndza se odviji od stadia ovarialniho karcinomu. Karcinomy s nizSim sta-
diem maji celkem pfiznivou prognoézu. V pfipadech, kdy jsou pacientky uz v pokro-
CilejSim stadiu onemocnéni a I1é¢ba byla zprvu efektni, vétSinou dochazi k recidive.
Pacientku, u které doslo k recidivé, je téméF nemozné vylécit. V tomto pFipadé je
léCba paliativni a jejim uCelem je prodlouzeni nebo zkvalitnéni Zivota pacientky
(Adam, Vorlicek, 2004, s. 238).

5.1.2 Germinalni nadory ovaria
Tento typ nadoru se objevuje u mladSich zen. Vyskyt je kolem 5 %. Nejcastégji

se vyskytujicim typem nadoru patficim do této skupiny je dysgerminom a nezraly
teratom. Progndza je zavisla na klinickém stadiu karcinomu, pfi spravné IéCbé je
mozné 5Sleté preziti az u 90 % zen (Adam, Vorlicek, 2004, s. 239).
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5.1.3 Nadory z ovarialniho stromatu
Karcinomy tohoto typu vznikaji z bunék mezenchymoveého stromatu vajec-

nikd. NejrozSifenéjSim typem karcinomu, ktery patfi do této skupiny je karcinom
z bunék granulézy. Tento druh karcinomu se vyskytuje u Zen po menopauze. Maze
zde dochazet k recidivam po 20 letech od prvni IéEby (Adam, Vorlicek, 2004, s. 239;
Novotny, Vitek, Kleibl, 2006, s. 55).

5.2 Benigni nadory vajeéniku

Do této skupiny patfi nepravé nadory, cysty a pravé benigni nadory. Pfi dia-
gnostikovani nadoru muze byt obtizné rozlisit, o jaky druh se jedna. Jestli jde o be-
nigni nador, hrani¢ni nador, potencialné maligni nador, prekancerézu nebo jasné
maligni nador. Protoze jsou tyto nadory volné ulozené v intraabdominalnim prostoru
a vétSinou rostou dlouho bez pfiznakl, mohou se symptomy objevit, az kdyz doros-
tou do znaénych rozmérl. Mezi symptomy patfi zvétSovani bficha, nepravidelné kr-
vaceni, pfriznaky estrogenizace, jako akutni bfiSni pfihoda pfi jejich ruptufe, hemo-
peritoneu a torzi. VySetifeni pacientky probiha na zakladé osobni anamnézy a jejiho
klinického stavu, dale palpacniho nalezu, ultrazvukového vySetfeni a stanoveni sé-
rovych hladin hormon( a nadorovych markera. Lécba poté spociva v pravidelnych

kontrolach pacientky nebo je nador chirurgicky odstranén (Roztocil, 2011, s. 262).
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6 PREDISPOZICNi GENY

6.1 BRCAl aBRCA2
Geny BRCAL1 a BRCA2 koduiji proteiny, které zabraruji vzniku nadoru. Pro-

teiny tohoto typu pomahaji chranit bunky pred pfiliS rychlym a nekontrolovatelnym
ristem a délenim. Geny BRCA1/BRCA2 se podili na opravé poskozené DNA. V ja-
drech mnoha typt béznych bunék se proteiny BRCA1/BRCAZ2 spolu s nékolika dal-
Simi proteiny podili na opravach zlomU v DNA. Tyto zlomy mohou byt zpusobeny
pfirodni nebo zdravotnickou radiaci nebo dalSimi vlivy Zivotniho prostfedi a také
dochazi k jejich vzniku, kdyz si chromozomy vyménuji geneticky material v pfi-
pravné fazi déleni bunky. Tim, Ze pomahaji pfi opravé DNA, sehravaji proteiny
BRCAL1 a BRCAZ2 dulezitou roli v udrzeni stability genetické informace bunky (pFe-

loZeno a upraveno dle www.nlm.nih.gov).

Vyzkum ukazuje, ze protein BRCA1 také reguluje aktivitu dalSich genu
a hraje zasadni roli v embryonalnim vyvoji. K uskutecnéni téchto funkci interaguje
protein BRCA1 s mnoha dalSimi proteiny, v€etné dalSich nadorovych supresoru
a proteinu, které reguluji déleni buriky. Také protein BRCA2 ma v bunkach i dalSi
funkce. Napfiklad muze pomahat regulovat cytokinezi v prabéhu bunécného déleni

(pfelozeno a upraveno dle www.nlm.nih.gov).

Vyzkumy odhalily vice nez 1800 patogennich variant v genech
BRCA1/BRCA2. Rada z t&chto variant je spojena se zvy$enym rizikem vyskytu ra-
koviny prsu jak u muzd, tak u zen, tak i s nékolika dalSimi typy rakoviny. Tyto pato-
genni varianty jsou pfitomny v kazdé burice a mohou byt pfenaseny z generace
na generaci. Avsak, ne u kazdého, kdo zdédi patogenni variantu, dojde ke vzniku
rakoviny. Ke zvysSeni rizika vzniku rakoviny pfispivaji i dalsi genetické vlivy, faktory
prostfedi a zivotni styl konkrétni osoby (pfelozeno a upraveno dle

www.nlm.nih.gov.).

Patogenni varianty genilt BRCA1/BRCAZ2 také zvySuiji riziko rakoviny vajec-
nikd. V pfipadé genu BRCAL je 35-60 % pravdépodobnost vzniku rakoviny vajec-
nikd, oproti 1.6 % u bézné populace, Zzeny s patogenni variantou v genu BRCA2
maji pfiblizné 12-25 % celozivotni riziko vzniku rakoviny vaje¢niku. Patogenni vari-

anty gend BRCA1/BRCA2 rovnéz zvySuji riziko nékolika dalSich typd rakoviny
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v€etné rakoviny slinivky bfisni a tlustého stfeva (pfelozeno a upraveno dle

www.nim.nih.gov.).

6.2 ATM

Gen ATM zajisStuje tvorbu proteinu, ktery se nachazi primarné v bunéném
jadre, kde se podili na kontrole rastu a déleni buriky. Tento protein také hraje dule-
zitou roli v bézném vyvoji a Cinnosti nékolika télesnych systémdu, v€etné nervového
a imunitniho. Navic tento protein pomaha bunkam rozpoznat poskozené viakno
DNA. DNA muze byt poSkozena toxickymi latkami, chemikaliemi nebo zafenim.
K poskozeni DNA dochazi i pfirozenou cestou, kdyz si chromozomy vymeénuji ge-
neticky material béhem bunétného déleni (pfelozeno a upraveno dle

www.nlm.nih.gov.).

Opravu DNA protein ATM koordinuje aktivaci enzymd, které zpevni porusené
vlakno. Uginna reparace poskozené DNA napomaha udrzovat stabilitu genetické
informace bunky. Diky ustfedni roli v déleni bunék a opravé DNA je protein ATM

v popiedi zajmu vyzkumu rakoviny (pfelozeno a upraveno dle www.nlm.nih.gov.).

6.3 BARD1

Tento gen kdduje protein, ktery interaguje s N-terminalni oblasti proteinu
BRCAL. Kromé schopnosti vazat BRCAL in vivo a in vitro, sdili homologii se dvéma
nejvice konzervovanymi oblastmi BRCA1, kterymi jsou N — terminal RING motif a
C-terminal BRCT domain. RING motif je na cystein bohata sekvence, ktera se Casto
vyskytuje v rlznych proteinech regulujicich buné&ny rust véetné genu, potlacujicich
vznik nadoru. Vzajemna interakce BARD1/BRCAL je naruSovana patogennimi sub-
stitucemi aminokyselin v BRCA1, coz naznacuje, ze struktura stabilniho komplexu
mezi témito proteiny muze byt zasadnim aspektem nadorové suprese proteinu

BRCAL1 (pfelozeno a upraveno dle www.nim.nih.gov.).
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7 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Princip polymerazové fetézové reakce (PCR) v roce 1983 navrhl a rozpraco-

val Kary Mullis. V roce 1993 za svoji praci obdrzel Nobelovu cenu.

Metoda PCR je zaloZzena na rychlém zmnozZeni (amplifikaci) vybraného
useku DNA. Slouzi pfedevsim k ziskani dostateCného mnozstvi materialu pro dalSi
analyzu- 1zolovana DNA obsahuje cilovou sekvenci, kterou chceme dale analyzo-
vat, ovdem pouze v malém mnozstvi. PCR metoda nam umozni si tento konkrétni
usek sekvence vybrat a namnozit. Metoda se dale vyuziva napf. pfi diagnostice
infek€nich nemoci, analyze genové exprese, identifikaci dédi¢nych chorob, vnaseni

mutaci do vzorkl a dalSich (www.labguide.cz; Cibula, Petruzelka, 2009, s. 62).

Vlastni reakce probiha v thermocykleru. Je to pfistroj, ve kterém je mozné
naprogramovat teplotni profil v rozsahu 4-100 °C a umoznujici rychly pfechod mezi
teplotami (tzv. ramping). Béhem reakce dochazi k cyklickému stfidani teplot
(www.labguide.cz; Cibula, Petruzelka, 2009, s. 62).

7.1 Komponenty reakce
Mezi komponenty reakce patfi templatova DNA, primery, DNA polymeraza,

deoxynukleosidtrifosfaty (ANTP), pufr, MgClz, H20, pfipadné dalsi aditiva.

Templatova DNA obsahuje cilovy usek, ktery chceme namnozit. Vzorek ne-
smi byt kontaminovan jinou DNA, ktera by se mohla v pribé&hu reakce namnozit,
a vysledek vySetfeni by tak byl zkreslen. Nesmi obsahovat latky, které by mohly
inhibovat DNA polymerazu (napf. heparin, ethanol, EDTA) (www.labguide.cz; Ci-
bula, Petruzelka, 2009, s. 62).

Primery jsou kratké oligonukleotidy, které se skladaji obvykle z 20-25 nuk-
leotidd. Oznaduji se jako forward a reverse. Jsou komplementarni k sekvenci
na koncich amplifikovaného useku a ohranicuji tak amplifikovanou oblast. Primery
by mély v daném paru obsahovat srovnatelny pocet GC a AT parQ. Jsou dulezité
pro spravné provedeni PCR reakce. Od pfisedlych primerU je zahajena syntéza
DNA (www.labguide.cz; Cibula, Petruzelka, 2009, s. 62).
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DNA polymeraza je termostabilni enzym, ktery se pfipojuje na 3" konce pri-
meru odkud zacina syntetizovat nové vlakno ve sméru 5 — 3" podle templatové
DNA na zakladé komplementarity bazi. BEhem reakce dochazi k cyklickym zménam
teploty, které umozniuji denaturaci DNA, nasedani primert a syntézu DNA. Jednim
z bézné pouzivanych typu polymerazy je Taq polymeraza, plvodné izolovana
z bakterie Thermus aquaticus. Tyto termofilni bakterie obyvaji horké prameny a diku
tomu neni termostabilni Taq polymeraza z ni izolovana inaktivovana pfi vyssich tep-

lotach (www.labguide.cz; Cibula, Petruzelka, 2009, s. 63).

Pro reakci PCR se pouziva smés deoxynukleosidtrifosfati (INTP). Obsahuje
dATP, dCTP, dGTP, dTTP. dNTP jsou poté pfipojovany na zakladé komplementa-

rity bazi k templatové DNA (www.labguide.cz).

PCR pufr je komponenta reakce, ktera zajistuje stabilni pH, koncentraci soli
a obsahuje latky pro stabilizaci a aktiviiu DNA polymerazy (www.labguide.cz;

www.botanika.bf.jcu.cz).

Koncentrace MgClz je zavisla na mnozstvi dNTP. Aby byla reakce specificka,
koncentrace MgClz2 musi byt vy$Si nez koncentrace dNTP. HofeCnaté ionty jsou za-
sadni pro spravné fungovani Taq polymerazy (www.labguide.cz; www.bota-

nika.bf.jcu.cz).

H20 se pouziva pro doplnéni reakce na vysledny objem (www.labguide.cz).

7.2 Princip reakce
PCR je zalozena na denaturaci, annealingu a elongaci, tyto kroky se cyklicky

opakuji, obvykle 30 — 40x (www.labguide.cz).

Denaturace je proces, pfi kterém vlivem zvySené teploty dochazi k naruseni
vodikovych mustkd ve dvouvlaknové molekule DNA a k rozvazani této dvousroubo-
vice. Vytvafi se tak dvé nové vzniklé jednovidknové molekuly DNA. Uvodni denatu-
race probiha pfi teploté 94-98 °C a trva 1-10 minut. Tento krok je nezbytny hlavné
u genomové DNA kvuli jeji délce. PocateCni denaturace musi byt dostatecné
dlouha, aby se dvoufetézcova molekula DNA zcela rozpletla. V dalSich cyklech jiz

reakce obsahuje kratSi templatovou DNA, vzniklou v pfedchozich cyklech, a proto
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staci kratSi Casy denaturace (20—30 sekund) (www.labguide.cz; Cibula, Petruzelka,
2009, s. 63).

V dal8im kroku dochazi k nasednuti primerd (tzv. annealing). V této Casti
se teplota snizi na 50-65 °C na dobu obvykle okolo 20-45 sekund, coZ umozni na-
sednuti (hybridizaci) primert na urcita mista DNA. Na tyto useky se potom vaze
DNA polymeraza. Teplota, ktera se pfi hybridizaci nastavi, musi byt vhodné zvolena
pro pouzity par primeru. Pfi nizkych teplotach muzZe dochazet k nespecifickému na-
vazani primerQ a pfi vysoké teploté mohou primery malo hybridizovat a nevznikne

dostatecné mnozstvi produktu (www.labguide.cz; Cibula, Petruzelka, 2009, s. 63).

Elongace neboli syntéza DNA je samotna syntéza nového viakna DNA podle
templatové DNA. Elongace probiha pfi teploté 72-80 °C, jeji trvani zavisi na velikosti
amplifikovaného useku (obvykle 30 s az 1 minuta) (www.labguide.cz; Cibula, Petru-
zelka, 2009, s. 63).

Na konci dochazi k finalni elongaci, ktera probiha pfi teploté 72-80 °C a trva
5-15 minut. Finalni elongace zajisti, Zze jsou v8echny produkty plné dosyntetyzo-

vany (www.labguide.cz; Cibula, Petruzelka, 2009, s. 63).

Poslednim krokem je ochlazeni reakce na teplotu 4-15 °C. Vysledkem re-
akce jsou miliardy kopii cilové sekvence (www.labguide.cz; Cibula, Petruzelka,
2009, s. 63).
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8 METODY SEKVENOVANI DNA

Sekvenacéni metody poskytuji informaci o pofadi nukleotidd ve vybraném
useku nukleové kyseliny (tzv. primarni struktura polynukleotidového fetézce). Cilem
sekvenacnich metod je tedy ziskat informaci o pofadi nukleotidi v cilovém useku
DNA, pfipadné zmény mohou souviset s geneticky podminénou chorobou. Sekve-
novani dale umozniuje vyhledavat repetitivni sekvence, pozice a sekvence genu
u rbznych dalSich organismd a hledat homologii téchto gent s genovou vybavou
Clovéka (Beranek, 2016, s. 129).

Existuje termin sekvenovani de novo, ktery znamena, ze dochazi k prvnimu
sekvenovani u vybraného druhu, sekvence tedy neni znama. Opacnym pfipadem
je tzv. komparativni sekvenovani (resekvenovani), kdy se porovnavaji sekvence
DNA vysetiovaného vzorku s referen¢nimi sekvencemi, které jsou dostupné ve ve-
fejnych databazich. Cilem je zjistit, zda se zde vyskytly zarode¢né nebo somatické
patogenni varianty nebo alelové varianty, které souvisi s etiopatogenezi geneticky
podminénych onemocnéni. Sekvenacni metody jsou vyuzivany i pro potvrzeni vy-

sledku z jinych molekularné genetickych metod (Beranek, 2016, s. 129).

Mezi klasické metody sekvenovani DNA patii Maxam-Gilbertovo degradacni
sekvenovani a Sangerovo syntetické sekvenovani. PFiblizné od roku 2005 se zacaly
objevovat metody sekvenovani druhé generace (tzv. next generation sequencing,
NGS) (Beranek, 2016, s. 129).

8.1 Maxam - Gilbertova metoda

Metoda patfi mezi klasické metody sekvenovani. Byla vyvinuta v roce 1977
Allanem Maxamem a Walterem Gilbertem. Je zalozena na chemickém Stépeni jed-
notlivych nukleotidd. Analyza probiha ve &tyfech zkumavkach, v kazdé zkumavce
dochazi ke stépeni jen danych nukleotidu. Vysledkem jsou rizné dlouhé fragmenty
DNA, které jsou zakonCené v misté, kde se nachazi dany nukleotid. Poté nasleduje
elektroforéza vzniklych fragmentd v polyakrylamidovém gelu k ur€eni jejich délky.
Analyzou délky fragmentl poté byla uréena sekvence daného useku DNA (www.la-

bguide.cz).
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Vzhledem k toxicité pouzitych chemikalii a vysoké teploté nutné pro degra-

daci DNA nebyla metoda automatizovana a v dnesni dobé jiz neni vyuzivana, byla

Vv,

8.2 Sangerova metoda

Metoda byla navrzena v roce 1977 Frederickem Sangerem. Tato technika je
zaloZena na syntetickém sekvenovani. Sangerova metoda je zaloZena na replikaci
DNA a vyuziva podobny princip jako PCR. Na rozdil od PCR se pouziva jen jeden
primer a diky tomu dochazi k syntéze jen jednoho fetézce v jednom sméru. Jedna
se 0 enzymovou metodu, jejimz principem je enzymové katalyzovana terminace
syntézy DNA po zaclenéni dideoxynukleotidu do noveé vznikajiciho vlakna (Beranek,
2016, s. 133).

8.2.1 Princip metody
Cilovy usek DNA je vybran jako matrice pro vznik komplementarniho vlakna.

Na jednovlaknovou DNA se pfipojuje sekvenacni primer (obvykle 15-25 bp dlouhy).
Poté probiha syntéza DNA, pfi které se do nové vznikajiciho vlakna zabuduji deo-
xynukleotidy (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a jeden z dideoxynukleotidl (ddATP,
ddCTP, ddGTP, ddTTP). Pokud se do fetézce zacleni dideoxynukleotid, ktery ne-
nese 3-OH skupinu, DNA polymeraza nemUze do vznikajiciho vlakna pfipojit dalSi
nukleotid a syntéza nového fetézce DNA se zastavi (nazyvaji se jako tzv. termina-
tory polymerace). Vznikaji tak fragmenty, které maiji rGznou délku. Na konci frag-
mentu jsou pfipojené dideoxynukleotidy, které jsou znac¢ené bud fluorochromy nebo
radioaktivné. Délka fragmentu spolecné s dideoxynukleotidem nam poskytuje infor-

maci o sekvenci nukleotidl v cilové DNA (www.labguide.cz; Beranek, 2016, s. 133).

Analyza probihala ve &tyfech vzorcich, které jsou umistény do Ctyf zkuma-
vek. Ve zkumavkach je smés cilové DNA, primeru, nukleotidt (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) a jednoho z dideoxynukleotidd a DNA polymerazy. V jednotlivych vzorcich
se poté urcuje poradi daného nukleotidu. Délka fragmentu se zjiStuje pomoci elek-
troforézy v polyakrylamidovém gelu. Na gel se nanesou vS8echny c¢tyfi vzorky
a po rozdéleni fragmentl nasleduje odecet délky jednotlivych fragmentd. Umisténi

fragmentd je shodné s umisténim nukleotidu v cilovém vzorku (www.labguide.cz).
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Na rozdil od Maxam-Gilbertovy metody byla Sangerova metoda automatizo-
vana a v soucasnosti se provadi v jedné zkumavce. Je zaloZena na fluorescenéné
znaCenych ddNTP, kdy kazdy dideoxynukleotid ma své barevné znaceni. Diky tomu
Ize jednotlivé ddNTP detekovat. Analyza probiha kapilarni elektroforézou a vysled-

kem je sekvenogram (www.labguide.cz).

8.3 Sekvenovani nové generace

Metody sekvenovani nové generace jsou zalozené na principu, ktery umoz-
fuje paralelné sekvenovat velké mnozZstvi cili najednou. Lze se setkat i s dalSim
oznacCenim jako masivné paralelni nebo hluboké sekvenovani. VSechny tyto pojmy
popisuji technologii sekvenovani DNA, ktera zpusobila revoluci v genomickém vy-
zkumu. Dfive trvalo mnoho let nez laboratofe osekvenovaly cely lidsky genom, dnes
je tomu jinak. Diky této metodé, se zkratil Cas analyzy lidského genomu na nékolik
dni. NGS je oproti jinym metodam rychlejSi, v jedné analyze Ize testovat cely genom
nebo vybrané uUseky a je mozno pouzit i vzorky od vice pacientl. NGS je neselek-
tivni a lze ji pouzit k objevovani zcela novych variant a vyhledavat geny, které za-
pFiCinuji onemocnéni. V dnesni dobé jiz existuje nékolik technologii (napf. lon
Torrent, Illumina, PacBio a dalsi), umoznujicich diagnostickou aplikaci NGS

(www.prolekare.cz.; www.labguide.cz).

Vlastni analyza se sklada z nékolika krokl. Na pocatku analyzy se pfipravi
cilovy vzorek DNA, tento krok je oznacovan jako tzv. pfiprava sekvenacni knihovny.
Principem je, Ze na zaCatku analyzy se templatova DNA (DNA izolovana napfriklad
z nadoru) musi fragmentovat na useky, které se skladaji z nékolika stovek bazi.
Na konce vzniklych fragmentl se navazou adaptorové sekvence, které umozni je-
jich amplifikaci a fixaci na solidni povrch. Poté se fragmenty jednotlivé amplifikuji
pomoci PCR reakce (tento krok u nékterych technologii chybi) a nasleduje paralelni
sekvenovani. K DNA fragmentim jsou komplementarné pfifazovany jednotlivé nuk-
leotidy, pfi Cemz dochazi k vysilani signalu, ktery zachyti detektor. Tyto zachycené
signaly se poté bioinformaticky analyzuji. VySetfovana sekvence se porovnava s re-
feren¢ni sekvenci, pokud se vySetiuje genom, porovnava se s referenénim geno-
mem. Poté se hledaji pfipadné zmény v sekvenovaném vzorku DNA (www.prole-

kare.cz.; www.labguide.cz).
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PRAKTICKA CAST

9 CiL A UKOLY PRACE

9.1 Hlavni cil
Ziskat znalosti o metodach sekvenovani DNA a jejich vyuziti v diagnostice karci-

nomu prsu a ovarii.

9.2 Diléi cile
1. Navrh primert pro provedeni PCR reakce a jeji optimalizace.

2. VysSetfeni vzorku DNA na pfitomnost patogenni varianty.
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10 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

V ramci této prace jsme se nejprve zaméfili na problematiku navrhu primert
a optimalizaci PCR reakce a poté jsme u vybranych respondenti pomoci pfimé

sekvenace ovérovali pfipadnou patogenni variantu v jejich DNA.
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11 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Byla analyzovana anonymizovana DNA tfi pacientu. Jeden vzorek byl pouZit
pro optimalizaci PCR reakce a naslednou sekvenaci, u véech vzorkl jsme pomoci

pfimé sekvenace zjiStovali pfitomnost patogenni varianty.

Vsichni pacienti, jejichz vzorky byly pouzity v praktické cCasti bakalarské
prace, podepsali informovany souhlas s anonymnim vyuzitim svoji DNA pro ucely

vyuky.
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12 METODIKA PRACE

12.11zolace DNA
DNA byla izolovana z pIné krve. Pro izolaci byl pouZit izolaéni kit Gentra
Puregene blood kit (QIAGEN).

Do pfedem popsané zkumavky jsme napipetovali 300 pl pIné krve. Poté jsme
pridali 900 ul RBC lyzaéniho roztoku. Lyzacni roztok pusobi na Cervené krvinky
a zpusobi jejich hemolyzu (rozpad €ervenych krvinek). Zkumavku jsme promichali
a nechali inkubovat pfiblizné 5 minut pfi pokojové teploté (15-25 °C). Nasledné bylo
patrné, Zze doSlo k lyze €ervenych krvinek, krev byla pruhlednéjSi. Zkumavku jsme
vlozili do centrifugy a centrifugovali 2 minuty na plny vykon (13000 rpm). Po odpi-
petovani supernatantu jsme zkumavku kratce vortexovali. V dalSim kroku jsme pfi-
dali 300 pl Cell Lysis Solution, nasledovalo promichani a zkumavka se opét kratce
vortexovala. V dalSim kroku jsme pfidali 100 ul protein precipitaéniho pufru.
Pfed pfidanim protein precipitacniho pufru je nutné zkumavku dat do lednice
a ochladit na méné nez 22 °C. Po pfidani protein precipitaéniho pufru jsme zku-
mavku opét 2 minuty centrifugovali na plny vykon, béhem centrifugace jsme do nové
zkumavky o objemu 1,5 ml napipetovali 300 pl 100 % isopropanolu. Po centrifugaci
jsme odpipetovali 300 pl supernatantu, ktery jsme poté pfidali k isopropanolu.
Po promichani bylo ve zkumavce patrné vlakno DNA. Nasledovala centrifugace
a odebrani supernatantu. Dale jsme ke zbylému sedimentu napipetovali 300 pl
70 % ethanolu a 1 minutu centrifugovali. Po centrifugaci jsme odebrali supernatant
a zkumavku dali vysusit do termobloku vyhfatého na 45 °C, dokud nebyla zcela
sucha. Ethanol je inhibitorem PCR a je proto nutné, aby doSlo k jeho odstranéni
z izolované DNA. K vysusené DNA jsme nakonec pfidali 100 pl DNA Hydratation
Solution, kratce vortexovali a inkubovali v termobloku pfi 45 °C k rozpusténi DNA.

Vysledkem byla izolovana DNA pacienta.

Celkem byla izolovana anonymizovana DNA od tfi pacientu (ozna&eni vzorku
ZCU 2019 1,ZCU_2019 2,ZCU_2019 3).
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12.2Navrh primert a optimalizace PCR reakce

12.2.1 Navrh primert
Primery jsou kratké oligonukleotidy, které se obvykle skladaji z 20-25 bazi.

Jsou komplementarni k sekvenci na koncich amplifikovaného useku. Primery musi
byt navrzeny spravné pro kazdou reakci, jedna se o dullezity komponent, ktery

je zasadni pro spravny vysledek analyzy (www.labguide.cz).

Primery byly navrzeny pro kazdy vySetfovany exon, syntetizovany byly firmou

Sigma-Aldrich.

Jako prvni byl navrzen par primert pro exon 37 genu ATM. Pro PCR reakci
se navrhuje forward (pfedni) primer a reverse (zadni) primer. Na internetové adrese
https://www.Irg-sequence.org/ jsme vyhledali referenéni sekvenci genu ATM
(LRG_135t1). Byl vybran usek referen¢ni sekvence genu ATM pro navrh primerd,
ktery obsahuje exon 37. Cilova oblast, kterou jsme chtéli osekvenovat je znacena
zelenou barvou, zahrnuje exon 37 a prilehlé intronové oblasti dlouhé 20 bp. Vybrana
oblast byla vlozena do nastroje Primer-BLAST, ktery je dostupny na strankach
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi. Vysledkem byly navrzené
primery, které jsou komplementarni k sekvenci vybraného useku a ohranicuji am-
plifikovanou oblast, ktera obsahuje exon 37 genu ATM. Svétle modfe jsou vyzna-
c¢ené navrzené primery.
ATGGCCTAGACTGGAAATAAACAGTTACAGTGTCACTAACATATATATTTGATATT
GATATACTAGCCTAGTGTGGTTTTTTAAACACCACCTAATACATGTTTTTTGTTTG
TTTTTTTAGCAGTATGTTGAGTTTATGGCAGATTAATCTATCATCTTTTAGAAATTT
AATATGTCAACGGGGCATGAAAATTTTAAGTAAAATGTATTAATTTTACTCATTTT
TACTCAAACTATTGGGTGGATTTGTTTGTATATTCTAGGTGAAAACTGACTTTTGT
CAGACTGTACTTCCATACTTGATTCATGATATTTTACTCCAAGATACAAATGAATC
ATGGAGAAATCTGCTTTCTACACATGTTCAGGGATTTTTCACCAGCTGTCTTCGA
CACTTCTCGCAAACGAGCCGATCCACAACCCCTGCAAACTTGGATTCAGGTATT
CTATTAAATTTTTAACATTAATACTGTAAACTCAGTTCTAGAGAAAGATGGATTTA
AGATGGAATCCCACTAAAAGCACTTTACAGGATTAAATCTATAACCTCTAAATTT

GTTTCTTCATCTATGGAATGGAGATAAAAGTTGCCAACAGTTGCAACAAGTTTTC
AATGAAATAATGTGTGTAAAGTGCCTAGGATAGTACTTGATGTATAGTATTCCC
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Dale byl navrzen par primerut pro exon 40 genu ATM. Postup byl stejny jako
u pfedchoziho navrhu primerd. Byl vybran Usek referenéni sekvence genu ATM pro
navrh primerq, ktery obsahuje exon 40. Cilova oblast, v€etné exonu 40, je znacena

zelenou barvou, primery jsou oznacené modfre.

TTTTGCATATAGGCTTCCCATATGTAGATTATTCTTAAAATATAATTTTCATTCAC
AAATTCCTTTTCCATCCTAGGTATAAATGGTATTATGTTTTAAAGTATAAGTGATT

TATTCTGTTTTGTTTGCCACCTTCATTAGTTTTTTTCTGTCAAAGTCTATAGTATAT
GTATTCAGGAGCTTCCAAATAGTATGTTCTCATTAAAAGAGGTGTTCTTGTGACA

TCTATTATTTATGACAGTATTTATCTCATACTTTGGGTTATTTTGTTATAGACACT

GTACAGATGCCATGTGATTTTTAAACTGAATTTACTTACTGGACTAAGCATCATA
TATATAAAATTATGGTCTGAAGCTTAAGCCTTAGAGTAGACAGACTTGAGTTCTA
ATACTGACTCTGCCACTTCT

Posledni byl navrZzen par primera pro exon 3 genu BARD1 (LRG_297t1). Po-
stup se opakoval jako u pfedchozich navrha. Byl vybran usek referenéni sekvence
genu BARDL1 pro navrh primerd, ktery obsahuje exon 3. Modfe jsou vyznacené na-
vrzené primery a zelené je oznaCena cilova oblast zahrnujici exon 3 a pfilehlé intro-

noveé oblasti dlouhé 20 bp.
CTTAGATTTGATGTATGTATTTTACTCTTTAAAACAGTATTCAACAAGGATATTAC

AATTGACCATTGTATGTTAGAATAACCTCTGCTCCATTTATTTCTGTTCAAACTGT
TTAGTTTTTGGAATTAAATTCTGCTGAATGGGTTGCTTTTTTTTTIITTITTTAATTA

CTATCCCTATCTCTCTTAGTTAAATTCATCAGTTAAAAACTGATGAATTCATATTC
ATAAAGTATATAAAACATCTATCTGGAGTTCTGGAATACGTATTTCAGATTTTAAA

ATCTGTAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAATAGCCATTGAGTCTCTCTATGTTGTCC
AAGCCGGACTTGAACTCCTGCACTCAAGGGATTCCCCCCACCTCAGCCTCCCT

K sekvenci kazdého primeru byly pfidany univerzalni sekvenacni primery
Uniseq tags US1 (gtagcgcgacggccagt) a US2 (cagggcgcagcgatgac) (Mattocks C.,
Ward D., 2007, Journal of Medical Genetics). K forward primerim byl pfidan sekve-
nacni primer US1, k reverse primeram sekvenacni primer US2. Sekvence navrze-

nych primera viz tabulka 1.
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Tabulka 1 - Sekvence navrzenych primert

Nazev primeru | Sekvence primerd

ATM 37F gtagcgcgacggccagtAATATGTCAACGGGGCATGAAA
ATM 37R cagggcgcagcgatgacCCTGTAAAGTGCTTTTAGTGGGAT
ATM_40F gtagcgcgacggccagtTTCTGTTTTGTTTGCCACCTTCA
ATM 40R cagggcgcagcgatgacGAACTCAAGTCTGTCTACTCTAAGG
BARD1 3F gtagcgcgacggccagtT TAAATTCTGCTGAATGGGTTGC
BARD1 3R cagggcgcagcgatgacACGTATTCCAGAACTCCAGATAGAT

Zdroj: vlastni

Syntetizované primery byly firmou Sigma-Aldrich dodany v lyofilizované
formé. Nejprve byly dle navodu vyrobce nafedény na zasobni koncentraci 100 uM,
ze zasobnich primeru poté byly dle tabulky 2 pfipraveny pracovni primery o koncen-
traci 10 uM.

Tabulka 2 - Redéni primert pro PCR reakci genu ATM a BARD1

Forward primer Reverse primer H20
Exon {81)) (1D (uh Celkovy objem (ul)
ATM 37 10 10 80 100
ATM 40 10 10 80 100
BARD1 3 10 10 80 100

Zdroj: vlastni

12.2.2 Priprava a optimalizace PCR reakce
Pro optimalizaci PCR reakce byly vybrany exony 37 a 40 genu ATM a exon

3 genu BARD1, byla pouZzita DNA ze vzorku ¢. ZCU_2019 1.

Proces pfipravy PCR reakce probihal v laminarnim boxu. Je to z toho du-
vodu, aby se analyzované vzorky nekontaminovaly cizi DNA, ktera by mohla zne-
hodnotit vysledek. Laminarni box je laboratorni pfistroj, ve kterém se filtruje vzduch
predfiltry a filtry a poskytuje nam tak praci ve sterilnim prostfedi. Bylo pfipraveno
dvacet jedna zkumavek ve stojanku. Zkumavky jsme rozdélili do tfi fad po sedmi
zkumavkach, jedna fada zkumavek byla pro jeden z vybranych exonu. V sedmé
zkumavce byla NTC kontrola (no template control — kontrola bez templatové DNA),

ktera slouzi pro kontrolu kontaminace reakce.
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Dale jsme pfipravili master mix smichanim ATGold, H20 a primeru dle tabulky 3.

Tabulka 3 - SloZeni master mixu pro PCR reakci genu ATM a BARD1

Objem (pl) pro 1 vzo- . ] R
Reagencie rek Objem (pl) pro 7 vzorkd | Rezerva 5 % (pl)
ATGold 5 35 36,7
H20 1 7 7.35
Primery
F+R 2 14 14,7
8 56 58,75

Zdroj: vlastni

Do Sesti zkumavek z kazdé rady jsme pfidali 2 ul templatové DNA. Do sedmé
zkumavky, tedy do NTC jsme misto DNA pfidali 2 yl H20. Vzorky poté byly pfipra-

vené pro amplifikaci pomoci PCR reakce.

U kazdé zkumavky probihala PCR reakce s odliSnou teplotou nasedani pri-
meru (viz tabulka 4).

Tabulka 4 - Teploty nasedani primert

Teplota nasedani primeru

Zkumavka ¢. 1 56 °C
Zkumavka €. 2 58 °C
Zkumavka €. 3 60 °C
Zkumavka €. 4 62 °C
Zkumavka ¢. 5 64 °C
Zkumavka ¢. 6 66 °C

NTC 60 °C

Zdroj: vlastni
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Vzorky jsme nasledné umistili do thermocykleru a spustili teplotni profil
dle tabulky 5.

Tabulka 5 - Teplotni profil PCR reakce

Cyklus Teplota Cas | Opakovani
Pocate¢ni denaturace| 95 °C 10 min
Denaturace 95 °C 30s 30x
Hybridizace 56-66 °C 30s 30x
Elongace 72 °C 45s 30x
Konec¢na elongace 72 °C 5 min
Chlazeni 15 °C °0

Zdroj: vlastni

Po skoncéeni PCR reakce jsme pokracovali kontrolou amplifikace vzorkl po-

moci gelové elektroforézy.

12.2.3 Gelova elektroforéza
Gelova elektroforéza je metoda, pfi které se pohybuji zaporné nabité Castice

v elektrickém poli smérem k anodé. Tato metoda nam umozruje separovat frag-
menty nukleovych kyselin diky jejich rozdilné rychlosti pohybu v gelu. Rozdilna rych-
lost molekul DNA je nepfimo umérna jejich velikosti. DelSi fragmenty nukleovych
kyselin se pohybuji pomaleji nez kratSi fragmenty. Existuji dva druhy geld, agaré-
zovy a polyakrylamidovy. Preferovanym gelem je agarézovy, protoZze pfedstavuje
mensSi riziko pro zdravi pracovnika. Pokud jsou ale fragmenty velmi kratké, pouziva
se gel polyakrylamidovy. DalSim faktorem je koncentrace gelu, na které je zavisla
velikost pora ovliviiujici pohyb molekul. Koncentraci gelu zvolime na zakladé toho,
jaké fragmenty molekul DNA chceme separovat. Cim je koncentrace gelu vy$si, tim
probiha oddéleni molekul DNA pomaleji. VySSi koncentrace gelu je vhodna pro se-
paraci kratkych fragmentd. Gelem o nizSi koncentraci se separuji dlouhé fragmenty
nukleovych kyselin. DalSim faktorem je prostorové uspofadani molekuly DNA. Méné
spiralizovana DNA se pohybuje v gelu pomaleji, ale molekula DNA, ktera je spirali-
zovana se naopak pohybuje rychleji, protoze prochazi |épe pdry. DalSim faktorem
ovliviujicim elektroforézu je vhodné nastavené elektrické napéti. S rostoucim elek-
trickym napétim se rychlost pohybu molekul zvySuje. Pokud je nastaveno pfilis vy-

soké napéti, mize dojit k destrukci gelu, naopak pfi velmi nizkém napéti mohou
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molekuly DNA unikat do okoli, coz muze vézt ke zkreslenym vysledkiim. Dal§im
komponentem jsou elektroforetické pufry. Pufry ovliviiuji pohyb molekul DNA obsa-
hem soli. Obsah soli musi byt pfiméfeny. Vysoky obsah soli vede k vétsi produkci
tepla a deformaci gelu (www.labguide.cz).

Na pfedem pfipraveny 3 % agarozovy gel jsme napipetovali 2,5 ul velikost-
niho markeru GeneRuler 100 bp DNA Ladder (ThermoFisher Scientific) a dale 7 ul
vzorku vzniklého smichanim 1 pl pdvodniho amplifikovaného vzorku a 6 ul nanaseci
barvicky. U vzorku €. 6 exonu 37 genu ATM doslo béhem PCR reakce k odpareni
pravdépodobné vlivem Spatné zavieného vicka zkumavky, do dalSich analyz tedy
tento vzorek zafazen nebyl. Jako posledni byla napipetovana NTC kontrola. Na-

sledné byla spusténa elektroforéza.

Obrazek 1 - Vizualizace produkti PCR na agar6zovém gelu

Zdroj: vlastni
Horni fada zleva: 100bp DNA ladder, ATM exon 37, NTC
Dolni fada zleva: ATM exon 40, NTC, 100bp DNA ladder, BARD1 exon 3, NTC

Analyzou gelu po ukonc€eni elektroforézy jsme zjistili, Ze doSlo k namnoZzeni
vSech vzorku, kromé vzorku €. 6 exonu 40 genu ATM. NTC kontroly byly bez pfi-

tomnosti amplifikacniho produktu, nedoslo tedy ke kontaminaci reakce.
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Pro dalSi analyzu jsme od kazdého genu vybrali vzorky €. 3. U téchto vzorku

nasedaly primery pfi teploté 60 °C.

12.2.4 Purifikace produkti PCR genu ATM a genu BARD1
Dalsim krokem bylo precisténi produktl PCR, byl pouzit kit Agencourt AM-

Pure XP. Tento systém pracuje na zakladé technologie Agencourt na pevné fazi na
bazi paramagnetickych Castic pro vysoce ucinnou purifikaci amplikon z reakce
PCR. Metoda vyuziva k selektivnimu navazani amplikont z reakce PCR o velikosti
100 bp a vétSich na paramagnetické ¢astice optimalizovany pufr. Diky tomuto pro-
cesu se ocCisti produkty PCR od nadbyte¢nych primert, nukleotidu, soli a enzymd.
Vysledkem je pfecistény produkt, ktery neni kontaminovany zadnymi latkami (Agen-
court AMPure XP, protokol 000387v001, str.1).

Vybrané vzorky jsme purifikovali pro sekvenaéni reakci. Byl pouZzit postup
Agencourt AMPure XP pro format 96 jamek. Pfed pouzitim se lahvicka s obsahem
reagencie Agencourt AMPure XP musela jemné promichat, aby se vSechny mag-
netické Castice promichaly a resuspendovaly. Ke vzorku jsme pfidali 18 ul Agen-
court AMPure XP. Pfidana reagencie se promichala se vzorkem pomoci pipety, aby
se produkt z PCR reakce navazal na magnetické Castice, poté nasledovala 5minu-
tova inkubace pfi pokojove teploté. Po inkubaci jsme zkumavky se vzorky presunuli
na magnetickou desti¢ku, aby doslo k separaci ¢astic z roztoku. Po nékolika minu-
tach jsme pipetou odsali supernatant z kazdé zkumavky. Spicka pipety se pomalu
pfilozila na dno zkumavky a opatrné se odsal supernatant tak, aby se nedoslo k
naruseni a odsati prstence magnetickych ¢astic usazenych na sténach zkumavky.
Dale jsme provedli dvé promyti 70 % ethanolem. Pfidali jsme 200 pl 70 % ethanolu
do vSech zkumavek a nechali kratce inkubovat. Po inkubaci jsme ethanol odsali.
Bylo velmi dllezité, aby se odsal veskery ethanol, protoze je inhibitorem PCR re-
akce. Po promyti se vzorky nechaly 5 minut susit na vzduchu pfi pokojové teploté.
Poté jsme mimo magnetickou destiCku ke kazdému vzorku pfidali 40 pl eluniho
pufru (100:1 TE pufr), obsah zkumavky jsme promichali pipetou a inkubovali 2 mi-
nuty pfi pokojoveé teploté. Po inkubaci jsme vzorky opét umistili na magnetickou de-
sticku a Ciry supernatant jsme prenesli do novych zkumavek. Vysledné precisténé
produkty PCR reakce byly pfipraveny pro sekvenacni reakci.
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12.2.5 Priprava sekvenacéni reakce genu ATM a BARD1
Pro sekvenacni reakci jsme pouzili univerzalni sekvenacni primery US1 a

US2. Podle tabulky 6 jsme pfipravili sekvenacni master mix.

Tabulka 6 - Priprava master mixu pro sekvenacni reakci

Objem pro 3 vzorky
Reagencie Objem (ul) (M)
H20 2,9 8,7
5x Seq. Buffer Big Dye Terminator 1,8 5,3
BigDye 0,4 1,1
US1/US?2 primery 2 6
21

Zdroj: vlastni

Pro kazdy PCR produkt probéhla sekvenaéni reakce ve forward (US1) i re-
verse (US2) sméru. Na jednu reakci jsme pouzili 7 pl master mixu a 3 pl precisté-
ného PCR produktu. Takto pfipravené vzorky jsme umistili do thermocykleru a spus-

tili sekvenacni program dle tabulky 7.

Tabulka 7 - Teplotni profil sekvena¢ni reakce genu ATM a BARD1

Cyklus | Teplota Cas | Opakovani
1 96 °C 1 min
2 96 °C 10s 25X
3 60 °C 4 min 25x
4 10 °C 0

Zdroj: vlastni

12.2.6 Purifikace sekvenacnich produktt
Po sekvenacni reakci byla na fade purifikace sekvenaénich produktud. Byl po-

uzit systém Agencourt CleanSEQ (protokol 000600v32). Tento systém funguje

na bazi magnetickych Castic.

Lahvicku s reagencii Agencourt CleanSEQ jsme promichali, aby se Castice
zcela resuspendovaly. Do kazdé zkumavky jsme pfidali 10 ul reagencie a pipetou
promichali, aby doSlo k homogenizaci obsahu zkumavky. Poté jsme zkumavky

umistili na magnetickou desti¢ku, aby doSlo k odseparovani magnetickych ¢astic.
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Po Sminutové inkubaci jsme $pickou pipety opatrné se odsali supernatant. Dale
jsme provedli dvé promyti 85 % ethanolem. Do kazdé zkumavky jsme pfidali 100 pl
85 % ethanolu. Po usazeni €astic se pipetou opatrné odsal veSkery ethanol, pokud
mozno bez poruSeni prstence magnetickych ¢astic. Po promyti se vzorky nechaly
10 minut susit na vzduchu pfi laboratorni teploté. DalSim krokem bylo pfidani 40 pl
0,1 uM EDTA pufru do vSech vzorku a poté Sminutova inkubace pfi laboratorni tep-

loté. Pufr se pouziva k eluci sekvenacénich produktt po precisténi.

Vlastni sekvenace vzorku probéhla v genetickém analyzatoru ABI 3130

umisténém v laboratofi ULG FN Plzen.

12.3Analyza patogenni varianty v genu BRCA1

V dalSi analyze DNA jsme vySetfovali pfitomnost patogenni varianty v exonu
7 genu BRCAL. Pro analyzu byly pouzity vzorky ZCU 2019 2 a ZCU_2019_3.

12.3.1 Priprava PCR reakce
Postup pro pfipravu PCR reakce viz kapitola 12.2.2 Pfiprava a optimalizace

PCR reakce. Celkem jsme pfipravili tfi zkumavky (dva analyzované vzorky + jedna
NTC kontrola). Dle tabulky 8 jsme pfipravili master mix smichanim pfislusného
mnozZstvi reagencii, rozpipetovali po 8 ul a pfidali 2 uyl DNA. Do NTC kontroly jsme
misto DNA napipetovali 2 pl H20. Sekvence a nazvy pouzitych primeru viz tabulka
9.

Tabulka 8 - Master mix pro PCR reakci genu BRCAL1

Objem (pl) Objem (pl) pro 3 vzorky
ATGold 5 15
H20 1 3
Primery 1+1 2
24

Zdroj: vlastni
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Tabulka 9 - Primery pro sekvenacni reakci genu BRCA1

Nazev primeru Sekvence primeru

BC1 07 fwd US1 01 |gtagcgcgacggccagtGGGTTTCTCTTGGTTTCTTTGATT

BC1 07 rvs US2 02 |cagggcgcagcgatgacAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAAACAAATGG

Zdroj: vlastni
Vzorky jsme umistili do thermocykleru a spustili teplotni profil dle tabulky 10.

Tabulka 10 - Teplotni profil PCR reakce genu BRCA1

Cyklus Teplota Cas Opakovani
Pocateéni denaturace| 95 °C 10 min
Denaturace 95 °C 5s 40x
Hybridizace 61 °C 30s 40x
Elongace 72 °C 1 min 40x
Konec¢na elongace 72 °C 5 min
Chlazeni 15 °C 0

Zdroj: vlastni

12.3.2 Separace vzorkl na gelové elektroforéze
Po PCR reakci jsme provedli kontrolu amplifikace na gelu. Pfiprava a postup

viz kapitola 12.2.3 Gelova elektroforéza. Kontrolou produktli PCR reakce jsme zjis-
tili, Ze doSlo k namnozeni obou vySetfovanych vzorkd, v NTC kontrole nebyl Zadny

produkt, nedoslo tedy ke kontaminaci reakce (viz obr. 2).
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Obrazek 2 - Vizualizace produktd PCR reakce exonu 7 genu BRCA1

Zdroj: vlastni
Zleva: 100bp DNA ladder, ZCU_2019 2, ZCU_2019_3, NTC

12.3.3 Purifikace PCR produktti a sekvenacni reakce
Nasledovala purifikace PCR produktu a pFiprava sekvenacni reakce. Postup

viz kapitoly 12.2.4 Purifikace produktd PCR a 12.2.5 Pfiprava sekvenacni reakce

genu.

Pro kazdy PCR produkt probéhla sekvenacni reakce ve forward (US1) i re-
verse (US2) sméru. Podle tabulky 11 jsme pfipravili sekvenacni master mix,
na jednu reakci jsme pouzili 7 yl master mixu a 3 yl precisténého PCR produktu.

Tabulka 11 - Master mix pro sekvenacni reakci genu BRCA1

Reagencie Objem (ul) | Objem pro 2 vzorky (ul)
H20 2.9 5,8
5x Seq. Buffer Big Dye Terminator 1,8 3,6
BigDye 0,4 0,8
US1/US2 primery 2 4
14,2

Zdroj: vlastni

51



Takto pfipravené vzorky jsme umistili do thermocykleru a spustili sekvenacéni

program dle nasledujici tabulky.

Tabulka 12- Teplotni profil sekvenacni reakce genu BRCA1

Cyklus |Teplota |Cas Opakovani
1196 °C 30s
2196 °C 30s 25X
3|50 °C 15s 25x
4160 °C 2 min 25x
5|10 °C o0

Zdroj: vlastni

Po skonceni sekvenacni reakce jsme vzorky pfecistili (postup viz kapitola
12.2.6 Purifikace sekvenacnich produktli). Sekvenace probéhla v genetickém ana-

lyzatoru ABI 3130 umist&ném v laboratofi ULG FN Plzer.
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13 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

V ramci praktické Casti bakalarské prace jsme se nejprve zaméfili na navrh
primerd a optimalizaci PCR reakce pro exony 37 a 40 genu ATM a exonu 3 genu
BARD1 a jejich naslednou sekvenaci. V dalSim kroku jsme ovérovali pfitomnost pa-

togenni varianty v exonu 7 genu BRCAL.

Analyza PCR produkti na agarézovém gelu prokazala, Ze doSlo k amplifikaci
témeér pfi vSech pouzitych teplotach. Z praktickych davodu byly do dalSich analyz

vybrany produkty, u nichZ dochazelo k nasedani primeru pfi teploté 60 °C.

Vysledky sekvenace jsme analyzovali v programu BioEdit. Tento program,
kromé dalSich funkci, umoznuje porovnavat sekvence nukleotidt a odlisit pfipadné

rozdily v jednotlivych sekvencich.

U vySetfovaného exonu 37 genu ATM se naSe vysledky zcela shodovaly s re-
feren¢ni sekvenci. Sekvenacni reakce poskytovala spravny produkt v obou smé-

rech (forward i reverse). Vybrany usek sekvence je dlouhy 218 bp.

Obrazek 3- BioEdit — vysledky sekvenace exonu 37 genu ATM

ATM ex37 R

Zdroj: vlastni
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Dale jsme analyzovali exon 40 genu ATM. | v tomto pfipadé se vysledna sek-
vence vzorku shodovala s referenéni sekvenci. Analyzovany usek sekvence je
dlouhy 128 bp. Na pozici 90 u reverse primeru se objevil sekvenacni artefakt, ne-

jednalo se o patogenni variantu ¢i polymorfismus

Obrazek 4 - BioEdit — vysledky sekvenace exonu 40 genu ATM

A'I'Miex4 OiE'
ATM ex40 R

Zdroj: vlastni

Ve vysetifovaném exonu 3 genu BARD1 se s referencni sekvenci shodovala
pouze sekvence v reverse sméru. Ve forward sméru se objevila spousta odchylek
od referenCni sekvence a vysledek tak nebyl hodnotitelny. Pfi€inou je s nejvétsi
pravdépodobnosti homopolymerni oblast polyT v intronu pfed exonem 3, které se
pfi navrhu primerd nebylo mozné vyhnout. Polymeraza ma s takovymi misty pro-
blémy, muze dochazet k chybnému zafrazeni bazi do vznikajiciho amplikonu
a to vede k nepfesnym vysledkim sekvenovani. Porovnani sekvence v reverse
sméru s referencni sekvenci neprokazalo pfitomnost Zadné patogenni varianty Ci

polymorfismu.

Obrazek 5 - BioEdit — vysledky sekvenace exonu 3 genu BARD1

i

BARD1 ex3 ref
BARD1 ex3 F
BARD1 ex3 R

BARD1 ex3 ref
BARDl_ex 3_F
BARD1 ex3 R

Zdroj: vlastni

Pfi analyze exonu 7 a prilehlych intronovych oblasti genu BRCAL jsme se
zaméfili na hledani patogenni varianty u anonymnich pacientd pomoci sekvenac-
nich metod. Vysledky jsme analyzovali v programu BioEdit a SeqScape v2.1.

SeqScape v2.1 je program, ve kterém je mozné vytvaret sekvenacni projekty,
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porovnavat vySetfované a referenCni sekvence a vysledky je mozné zobrazit ve

formé elektroforetogramu.

Ve vySetfovaném vzorku ZCU 2019 2 jsme detekovali patogenni variantu.

Jednalo se o bodovou zaménu guaninu za adenin v prvni bazi intronu. Jednalo se

0 zménu c.441+1G>A v heterozygotnim stavu. Vysledny elektroforetogram viz ob-

razek 6.

Obrazek 6 - SeqScape v2.1 - vysledky sekvenace vzorku ZCU_2019 2

[ZCU_2019

H .
Known Yariants

Al Variants

BRCA1_CDS_1_2FEBEN

1B F {IBRCA‘I ex11

Sunmary
Variants
Index
[Reference
Feference-4d

w Specimenl

ZCU_2019_2_ A0l

Zdroj: vlastni

RTAAAACCATTTGTTTTCTT

LT CCATTTLCTTTTCTT

ot

Tento vysledek byl patrny i v programu BioEdit, kde jsou dvé R (ve forward i

reverse sméru) v pozici 161, zbylé zmény v reversu jsou sekvenacni artefakty.

Obrazek 7 - BioEdit — vysledek sekvenace vzorku ZCU_2019_2

ZCU_2019 2
ZCU_2019_2

ZCU_2019 2
ZCU_2019_2

Zdroj: vlastni

............................... R.o.........K....CTGC
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Ve vySetfovaném vzorku ZCU_2019_3 se zadna patogenni varianta neobje-
vila. Analyza v programu BioEdit odhalila pouze pouze sekvenacni artefakty na

konci reverese sekvence. Vysledky analyzy viz obrazky 8 a 9.

Obrazek 8- BioEdit — vysledek sekvenace vzorku ZCU_2019_3

e e e e e [
BRCAl1 ex7 ref TTTTCCCTTGTATTTTACAGATGCAAACAGCTATAATTTTGCAAAAAAGGAARATAACTCTCCTGAACATCTAAAAGATGAAGTTTCTATCATCCARAAGT
ZCU 20193

ZCU_2019_3

ZCU 2019 3
ZCU_2019_3

Zdroj: vlastni

[ZCU_2019

IBFEBRCAT_ex11

Obrazek 9 - SeqScape v2.1 - vysledky sekvenace vzorku ZCU_2019_3
Known Varants
BF{CA1_CDS_1_2“I»E‘!B‘IB!_

Sunmmary CrTAAAACCATTTGTTTTCTT
Variants = | 0 bk bk s« s s s s s s s s s w s

Index IL 11 -

[Reference gcaaaaccattctgttttctt
Reference-ad

¥ Specimenl O A
T AACCATTTCTTTTCTT

ZCU_2019_3_C01

1Yl
'p_'h. ‘ H\d‘\ |

ades

Zdroj: vlastni
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14 DISKUZE

Sekvenovani nové generace se v dnesni dobé stalo velmi popularni meto-
dou, ktera je vyuzivana jak pfi diagnostice onemocnéni, tak pfi medicinském nebo
biologickém vyzkumu. Je to hlavné diky tomu, Ze tato technologie nam umoznuje
osekvenovat cely lidsky genom a v porovnani se Sangerovou metodou je rychlejsi
a meéneé nakladna. Tato technologie se stala velmi vyuzivanou v laboratorni diagnos-
tice, predevsSim diky tomu, Ze dokaze osekvenovat nékolik tisici az miliont sek-
venci sou€asné a mizeme sekvenovat i vice pacientd najednou. Hlavné jeji pouZiti
v oblasti diagnostiky nadorového onemocnéni je velkym pfinosem. Tato metoda vy-
razné pfispéla k molekularni charakterizaci nadorti a tomu abychom lépe chapali
samotny vyvoj nadorl. Sekvenovani nové generace nam také odhalilo fadu dopo-
sud neznamych a nezjisténych patogennich variant, které jsou podstatou nadoro-
vych dédiénych onemocnéni. Diky této metodé se muze v&as zjistit, o jakou pato-
genni variantu se jedna a jaky typ nadorového onemocnéni zpusobi, diky tomu se
mohou ucinit opatfeni, ktera pomohou zabranit propuknuti onemocnéni. | pfes roz-
voj a nesporné vyhody sekvenovani nové generace, je stale vyuzivana i Sangerova
metoda sekvenovani, v diagnostice hereditarnich nadort pfedevsim pfi ovéfovani

patogennich variant detekovanych metodami NGS.

V ramci bakalarské prace jsme se zaméfili na pouZiti sekvenacnich metod
a jejich vyznam pfi diagnostice hereditarnich syndromu. Pro navrh primer(, optima-
lizaci PCR a naslednou sekvenaci jsme vybrali exony 37 a 40 genu ATM a exon 3
genu BARD1. NavrZzené primery poskytovaly amplifikacni produkt téméF pfi vSech
testovanych teplotach, s vyjimkou vzorku €. 6 exonu 40 genu ATM, u kterého byla
teplota nasedani primeru 66 °C. Tato teplota tedy jiz nezaruCovala spravné nased-
nuti primerd k cilové sekvenci a tvorbu produktu. Jednim z krokd pfi optimalizaci
PCR reakce je tedy spravné nastaveni teploty nasedani primer(. V nasem pfipadé

byly pro dalSi analyzu pouzity produkty, u nichz byla teplota nasedani 60 °C.

V pfipadé analyzy genu ATM poskytovaly vhodny produkt pro dalSi analyzu
sekvenacni produkty v obou smérech (forward i reverse) a navrzené primery jsou

tedy vhodné pro rutinni pouziti.
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U genu BARD1 se vysledna sekvence ve forward sméru neshodovala s re-
feren¢ni sekvenci. Problém nastal uz pfi tvorbé primert, kdy ve vybrané sekvenci,
konkrétné v oblasti intronu tésné pfed exonem 3, se objevil homopolymerni usek.
To znamena, Ze se v této oblasti vyskytuji nukleotidy téhoz typu, v naSem pfipadé
se jednalo o usek polyT. Taq polymeraza ma s takovym mistem problém, jelikoz
po polymerizaci vybraného useku DNA nasleduje disociace enzymu od templatu
a nové vznikajici vliakno se z templatu uvolni 3" koncem. Kdyz se 3" konec nové
vznikajiciho vlakna opét vaze na templat, tak mize nastat situace, pfi které se pfi-
poji na spravneé misto na templatu, ale nékdy dojde k tomu, Ze se pfipoji o bazi vpred
nebo vzad. To v naSem pfipadé zpusobilo, Ze se vysledna sekvence od homopoly-
merni oblasti polyT neshodovala s referenéni sekvenci a vznikla smés nukleotidl
a vysledna sekvence nebyla pro analyzu pouzitelna. V pfipadé exonu 3 genu
BARDL je tedy v naSsem pfipadé pro analyzu vyuzitelna pouze sekvenace v reverse
sméru. Pfi navrhu primeru je tedy vhodné, pokud to charakteristika analyzované

sekvence dovoli, se homopolymernim oblastem vyhnout.

Ackoliv technologie pokroCila vpfed a doSlo k rozvoji masivné paralelniho
sekvenovani, tak pofad existuji urcita omezeni, ktera nedovoluji vySetfit pacienta
se 100 % jistotou. V dnesni dobé existuji jista doporuceni, jakymi by se mohlo za-
mezit chybnému ¢teni v homopolymernim useku, ale zadné z téchto doporuceni
neni schopné tomu na 100 % zabranit. Ve srovnani s diplomovou praci Marie Ky-
valové, ktera upozornuje na stejny problém s homopolymernimi useky, jsme tak na-
razili na limity této technologie a je dilezité s nimi pocitat. V dnesni dobé neexistuje
zadné opatreni, které by tomu zabranilo, avSak technologie se stale vyviji a véda

jde vpred, neni tedy vyloucené, Ze se tento nedostatek v budoucnu odstrani.

DalSim ukolem bylo prokazat patogenni variantu metodou pfimé sekvenace.
Pfedmétem zkoumani byl gen BRCAL. Ve vzorku ZCU_2019 3 se patogenni vari-
anta neprokazala. Ve vzorku ZCU_2019 2 se potvrdil nalez patogenni varianty.
Jednalo se o sestfihovou patogenni variantu v prvni bazi v intronu, pfesny popis
varianty je ¢.441+1G>A, v databazi ClinVar je uvedena pod identifikacnim &islem
rs397509172. Jedna se o bodovou zaménu, coz znamena, Ze nastala zména pouze
v jednom nukleotidu. Sestfihové patogenni varianty zpUsobuji zmény v maturované
MmRNA a muize tak dochazet knaruSeni struktury vzniklého proteinu.
Tato varianta byla jiz v minulosti popsana. Ustav lékafské onkologie ve Filadelfii se
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zabyval studii klicovych patogennich variant v genech BRCA1 a BRCA2, které jsou
podstatou dédi¢nych nadorovych onemocnéni prsu a vajecniku. V této studii se za-
byvali i variantou c.441+1G>A, kterou klasifikovali jako potencionalné patologickou.
Jedna se o variantu, ktera je zodpovédna za vznik dédi¢ného karcinomu a jeji pfi-
tomnost mize vézt ke vzniku onkologického onemocnéni. Ackoliv dnes existuje
mnoho variant, které jsou identifikovany pfi analyzach gend BRCA1 a BRCAZ2, tak
fada z téchto genetickych zmén je stale klasifikovana jako varianty neznamého vy-
znamu. Patogenni varianty v genech BRCA1 a BRCAZ2 jsou zodpovédné za velkou
¢ast hereditarnich syndromu prsu a vajecnikl. Pokud se tedy objevi néktera z téchto
variant v roding, je dulezité, aby rodina byla preventivné sledovana a po souhlasu
ostatnich ¢len(, také vySetfena na pfitomnost konkrétni varianty. Nezbytnou sou-
Casti je i genetické poradenstvi, jak pfed samotnym testovanim, tak i k vysvétleni
vysledkl a seznameni s dopady testovani. Doporu€eni by se méla Fidit podle zna-
mych a publikovanych rizik mutaci v kliCovych genech, ale zde se musi brat v uvahu
i rizika v rodinné anamnéze. Mezi primarni prevenci pro vysoce rizikové geny se
fadi i preventivni chirurgické zakroky, které by mohly vzniku onemocnéni zabranit.
Jedna se o mastektomii a profylaktickou adnexektomii, ovSem pro Zenu je tento krok
velmi slozity, ke kazdému jedinci se tedy musi pfistupovat individualné a musi se

zohlednit vSechna rizika.
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ZAVER

V bakalarské praci jsme se zaméfili na vyuZziti sekvenacnich metod pfi vySet-
feni hereditarnich nadoru prsu a vajeCniku. Dédi¢na predispozice ke karcinomu
prsu je podstatou 5-10 % nadoru prsu. Geny BRCA1 a BRCA2 se fadi mezi vysoce
rizikové geny a jejich nositelé maji az 85 % jistotu, Ze se u nich nemoc projevi,
u onemocnéni vajecniku je to pfiblizné 20-60 %. Testovani pomoci sekvenovani
nové generace je v dnesni dobé hlavni metoda, ktera se vyuziva pro diagnostiku
hereditarnich nadorovych syndrom(. Tato technologie umoZzniuje paralelné sekve-
novat velké mnozstvi genll najednou a vytvofeni komplexni genetické informace
0 pacientovi. Laboratofe k diagnostice vyuzivaji takzvané NGS panely, které mohou

obsahovat az nékolik desitek &i stovek genl souvisejicich s danym onemocnénim.

| pfes rozvoj metod sekvenovani nové generace je stale vyuzivana i metoda
pfimého sekvenovani, plvodné vyvinuta F. Sangerem. Vyuziva se v kombinaci
s NGS metodami, kdy je touto metodou ovérena pfipadna pfitomnost patogenni
varianty detekované metodou NGS. | kdyZz se nova technologie neustale vyviji,
tak v diagnostice genetickych zmén hraje stale podstatou roli i Sangerovo sekveno-

vani.

V ramci bakalarské prace jsme si vybrali cilové useky DNA, které jsme chtéli
osekvenovat za pomoci sekvenanénich metod. Pokud se v testovaném vzorku na-
chazi néjaka geneticka zména, tak tato metoda nam ji odhali. V pfipadé diagnostiky
dédi¢nych predispozic karcinomu prsu a vaje¢niku je sekvenovani velmi dilezité.
Umoznuje nam diagnostikovat patogenni varianty, které jsou za vznik onemocnéni
zodpovédné a diky tomu, se v rodinach mize zamezit dalSimu rozvoji onemocnéni
a mohou se doporudit jista opatfeni. Rada z t&chto variant je jiz znama, ovéem exis-

tuji i zmény, jejichz vyznam doposud nebyl objasnén.
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Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro oetfovatelskou pééi FN Plzeri udéluji
souhlas se sbérem a zpracovanim anonymizovanych dat z vysledku laboratornich metod, pouziva-
nych v Ustavu Iékafské genetiky (ULG) FN Plzeri. Tento souhlas je vydavan, pfi spinéni nize uvede-
nych podminek, v souvislosti s vypracovani Vasi bakalarské prace s nazvem ,VyuZiti sekvenacnich

metod pfi vySetfeni hereditarnich nadord prsu a vajecniku”,

Podminky, za kterych Vam bude umoZzZnéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plzen:

. Vedouci zdravotni laborantka ULG souhlasi s Vasim postupem.
. Osobné povedete svoje Setfeni.
. Va$e Setfeni nenaru$i chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic

FN Plzen, ochrany dat pacientl a dodrzovani Hygienického planu FN Plzen. Vase Setreni
bude provedeno za dodrzeni vSech legislativnich norem, zejména s ohledem na plat-
nost zakona €. 372/2011 Sh., o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani,
v platném znéni.

. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientd, které budou uvedeny ve Vasi bakalarské
praci, musi byt anonymizovany.
. Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, $kolou schvalené odborné praxe na ULG a pod

primym vedenim opravnéného zdravotnickeého pracovnika, kterym je Mgr. Tomas Zavoral,
odborny pracovnik v laboratornich metodach ULG FN Pizen.

Po zpracovani Vami zjisténych udaji poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice i organizaénimu
celku FN Plzen zavéry VaSeho Setfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a
budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledkl Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich
pofadanych FN Plzen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnik(l s Vami spolupracovat, pokud by spo-
luprace s Vami narusovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnanct. Spoluprace zaméstnanct FN
Plzefi na VaSem 3etfeni je dobrovolna.

Preji Vam hodné uspéchu pfi studiu.
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