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Abstract

Surname and name: Bednafi kova Kristyna

Department: Department of Rescue, Diagnostics and Public Health

Title of thesis: Utilization of sequencing methods for examination of hereditary bre-

ast and ovarian tumors
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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
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.
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Nadorové onemocnéniatpiniggykCasvej 8¢ mi bnemo
Zen.i bPiiA0é %5 karcinomid vznika&a na podkl adeé d
zice. Lidé, ktefi jsou nosicCi teécdememcepat oge
na gener aa@itogosnii ¢ varianty m&tho 2% mraawdié p
antu preda pbmbm&amtyVje vyskyt hereditarni
ni ku. Toto onemocnéni vznik& nej castéji na
BRCA1neboBRCA2. Tyto geny patfiizmkavévgeny a no
ni cahr ivant jsou vystaivkm), Zeloeéivohnhinémunemac

nomem prsu mohou onemocnét i muzi, U nich |

ni zsi. Pohybuje se BRCAD kolern § @nanuiBRGA4 kolem n t y
1,2 %. Jako hleavanipemdvtealchd,c hktl et ech pouziva
hereditarnich nadadorovych syndromi, je testoc
race (NGS). Sekvenovadhefnvédgbeesaaéoseel
metodou, kterdA j e vyuzZzivana | akocprmfénid,i atganko spfiic emeoc
nebo biologi c k é m vy zkunouv.ynodteeldd ledi agnostice st éale
[ pdvodni metoda pfimé sekvenace (sekvenova
uzivana od 70. ¢Ckol 20 .jistméeody @maowé sgéadher
je soucasti |ltabphaa opmizhvposaprii klad pro o
riant detekovanych metodou NGS.

Tato bakal arskéa préadce se zabyva vyuzitin
tice heredibpédminpchussndaj e ntiyktlo. gJeen edtlil cekzéi t:
byly viasi doagmpsa mohl ofadétabapfientpupabi

vzniku nemoci. Pokud se nemoc vyskytnevr odi né a j e zji Sténa pa

u nemocmélkd evém ozzipérneidcihs pgenl, jeodWly&2eité,
feni i u ost atpokudkt ofmue nuid érloidtiénbyo,hprédci Vse n
zabyvéadme teoretickym popipsreanktdarké® grachl e npx
vihem primerd pro provedetndgerCRi rwarkicantay ov
nych gemech pbimé sekvenacepBMA.i DiVhacdce mhyHK ¢
vs§im aktualnost daného tématu. Tyto technol
di agnostiky se mizZze vcéas odhalit eonamoo-genni
neni .
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TEORETI CKC LCST

1 ANATOMIE PRSU

1.1 Stavbaprsu

Prs (mamma) |je parovy organ, ulpolzreénngy n a
vyvoji saha odhB8ridon6al heébrayimé od okraje
Cadry axil &rni, nékhryamobh® updydnywyvedpdunei sl os
(Drazan, 2006, s. 18). KOze prsu je sveétl a
prosvitaji, je hojné& inervovana (Cihak, 201

tuye vr Gznych antropol ®giéc ksyec hb éhyepne chi, v oktta p o s

VpokrocCil ém véku nast &awsa jeb ystee kZ | tawzkow éa t zrhee s
2016, s. 647).

Na vrcholu prsu se nachéazi dvoreje (arec
3-5cm,vt ehotenstvi se zvétsSujezawWvolrest ij engiag

pi gmentyedgr aZwindi t € se pi gole®m obvagcdyorce seynd-uj e . K

chadzi drobné hrbol ky, které jsou vyvysSeny
sloZzZenim shodnymi s mléénou 21 azou (Cihak,
se nachazi prsni braa)av kBy\JVydpalpehda wmawmyns e n:
vkl esl &4, je citliva na dotykové podr adzdeéeni.

l actiferi). MIékolwlodybly ome pZli &AW, e-2@yd-tzi z de
vir kyr cnhaolvk u br adavky, o eibrifodns papiitaé. Bradavkd&k o ar e :
obsahuyy e mazové Z2| dzky, které svym vymésSkem o«
kem a slinami kojence. Dvorec je tvofen hla
vbradavce SrpebovVvietré&i MNaor ce sae nsav aslpoivCicnea bur
do klGze. The zpaisdbdorrec smrsStuje a vyzdvi huj

s. 648).

Téleso Z2Zlazy (corpus mammae) je tvofeno
prsa. PfPFedstavujdeé laa ltoucChnéaetipéd,la ebséa eddSan.m Ppéo-v r c
|l eso nema okrouhiymaVgr paoees8stusoaxillaris.
130 az 2M0dog.i VWaktace se hmboOBogt (Lvhakje?
S. 648).
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MI é¢na 21 aza (glanduha ®maédmae) vyeévapektch
podkl ad prsu. Struktdwrig imlo&d¢ rsé azlidaay faemka& ni t
Zeny. Je 16-207Fr bnbokl0 (1l obi ma mmeakeo) v, € nu spcahlosdvtad
Tyto laloky sel dbhfiékyombébafliiZvihaypmgde t v
ze 72l adazoolaéeh wnawve definitaizywia gteawmbadaiinazyd
|l 4rni jednotka. Terminalni duktol obul arni |
senzi tilwrkit ujai ci Zkjagzddréchtok uvpt & & trody,j ujsipci

sezjednoho | aldaockus laciifdr.&/zoy dw b i t vorvhlaynia mi ¥lkac

se na nich nalézaji sinusy (sinus lactifer
zbradavky (Drazan, 2006, 18 str.). Ml é kov oc
stiajpr kni bradavce nastij ejmarhzyy mvr ooholow 'y ( Dy
s. 20).

Knejveétsdimu vyvoji miéRkBogerndtawiy. ddlchAa\ ¢
rozrlUstaji. Jejich konalevesel .o zKWEy®A ujdna op o

bunky al vadlud 8 tvorbu ml ékaacyarlomyazimypiepky
od!l udujml ékovodd 21 azy. Po ukoncé¢eni kojeni,
-sekre¢ni oddil zOstava zachovan. Aktivator
Estrogeny napoma&fapdlira pr ogehstlesreoknl rzlls&z ys e
|l evsky, 2009, s. 20).

1.2 C®Rvy ©prsu
Ml é¢na Zzl 4z a ma bohat é krevni zadsobeni
rr. mammarii mediales z a. thoracica interna, rr. mammarii laterales z a. thoracica

lateralis a rr. mammarii laterales z aa. intercostales posterioresvr oz sahu 21 dzvy.

se déli na é&hypyinikevadnantgol ni zevni, horni
zasobeni Z1l 4dzy se 1i8i podle toho, kde se
kvadrantje zasobovan perfoaahbtnamicaétwmnemrna. D
Cds&sawbeaa Zzhoracoacromialis a a. thoracica
z 4s 0 b o vaanmypnmazia externaazv et vi i nterkostalnich art
s.18).

Zily  pirisupodvodvorcemzkrimdowizt ¢ei sctil us v

Halleri). Odtudk r ev dal e proudi podkozné do v. thor

lateralisavh |l oubce do vv. intercostales (Cihéak, .
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Prs obsahuje bohat oluy klapd évwva.r nMi msnit ddtmdla

podstatnourolivr adi k&l ni m FMisSzennii cnéavdyo rult.varej i pl et
(pl exus subareolaris Sappey) a pod kuozi (pl
Zpl exus subareol ari s mif illaresdvédte kasadtiwradica d i I yr
lateralis, pot € to jsou wuzliny vedle | emu muscul u
vzni ku vedouci mizu do hlubokych nodi Il 'y mpl
do nodi |l ymphoidei supraclavpiceadmairea W &®ROZit C

prsu vedou axéavyarai ch | yhohiatd @ ktyichprugu i o a
axil darnich a subklsawiekdwnliarhn iCcahs tu z Ipirrs.u Zemé F 1
ndz podel perforatortd krevnichokrwdmich war
ternal nich utlig. Kdlemmt75-ck y% hl ymf ati cké drenaze p
l arnich | ymfa20Dckyespeéiuel parasberndl né (Dr a?

1.3 Nervy prsu

Nervy prsu jsou senzitivni —avl.pfFichdeej m

|l emu se do sa&neizdpajiujiineirvhni. hdkipraclayvis.u

Pro senzitivni inervaci stfedniho segmentu
hl avni inter kbostddlmfiewmehow 43.. mezi 2Zz@b,er ni ho
s. 18).
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2 ANATOMI E VAJELNCKU

21 Stavba vajeln2ku

Vajecénik (ovarium) je parovy organ, ma
Vzhl ed, tvar a velikost vajecniku zalezi n
(Roztoc¢il, 2011,Z2esns kla8 )p.o hMagj venCin izkl & Zear-, kter
mony, fadi se mezi A1k edmddekrrpirmdiukuya 2

bufiky, vajic¢ka (oocyty) (Cihak, 2016, s. 35

Dél ka vaj é&cCmrinku S8 €3m 4, 6-lpb6Sthka L éto ve
dosahue u Zen mezi 20. az 86t vakethhgkwojia. 6F
parametrysemohou i ndividualné ménit (Cihak, 2016¢

Povrch vajec¢nikuml&diSejdorjiéeéboypoWwWrch hli

casu se méni na hrbol atoyl ivk i bvieinkek k OV n U j imc
véku Z®emwyajeénik zmensSuje sviadboélppmrc@i s&k
s. 358).

Na vajec¢niku se popisuji jednotlivé stra
do dutiny péanve, se nazyvag fkaeirés jmadifalvird.

sténnému up eriCtndnest ény panvealsese. nPipdaif aki
pojeny zavésem (mesovariem) na |igamentum |
varicus. Zde se nachazi vstup cévygiceladsairul
okraj se nazyva m®&néo Isi be8r58()Ci Paold,boa- pol oh
sednim orgadanidm se rozlisSuje horni padj- (extr

covodu a dolni poél (extremitas wuterina), pf¥F

le Z i na pozi ci t €l a,ecjnd kv g lemiu ppeorhegdlana vpyo mo\w

a | igamenta ovari.i propri a. U zen, které

ve fossa ovarica. Je to prohluben, méel ka |
iliacainternaa ut er us, krani al née nvtarsdal nié ilaicgaa neexntteu
ut er i . UézZzewmdi kye vajecdnik klesd dozadu, a

v pfripadé mnohorodi c¢ek (multipar) az do t z\

nahmatat per vaginam( Rozt oc¢i I, 2011, s. 18).
Povrch vajydgcCen ijkeud nkauvbri sctkeyv reypi t el , jedna s
el omovy epitel. Dfiive byl oznacovan jako za
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pohl avnich bunék. Dnes vime;Watedevemovaaka

je makroskopicka hraelem magecCchukuchkhymedpov

chym peritonealnim epitelem. Pod epitelem :
buginea. Vazivo, které vyplnuje cely vajechn
se da troraléHist$i poklichhoXecwvarst yua TFidsi
(medulla ovar i i ) . V kife se nachdazeji ovarialni f

zaArodecéné bunkrylzrkénersét 4 psmoiu wyvojoveého st ad
sahuje hladkou sval ovi nu, cévy a hotomomnkuher gye.
zmal ych bunék, které obkl opjughio vayv djkem a( Ci
2016, s. 358). Jejich40Ovedn,k ovsatj ijCek on as ep onCaact hk

(folliculi ovarii primari i ) . Jej i ch mno408a0¥ fenteo kel am 309
zachovan aZzZVobdpblbhepuperty se vIiivem hor mon
Folikuly zraji soubézné, vajecnik obsahuje

tevny vazivovyofcechal kwajiickkyanit vounk aliouli. s e ne
Dal §im vyvojem sduwviendol kket & obodhhuje exc:
oocyt (antrum folliculi). Dutina je vyplne
45 vrstev foli kulvar mieartb rbanmaé kg rtavmauil io staz, Kkt e
folliculi. Theca f ol | i ethéca folgedi interka adthikéa z e dv
folliculi externa. Utvar, ktery je takto s
(folliculus ovaricus vesiculosus, Graaf ¢ v f ol i kul ) (Roztoc¢il, 20

Zr ad gcyt semejadt Sikm |burfskkéénm vt €1 e.je Jeho
120-150 um, je memhpobpamaaégwanuniosway v yTsveonfiinuv z v
cumulus oophorus. Zraly Graafiav fBselekaunkB v

praska a vaji€laa njie tsepgkaultu ndo iufi dliyiipkinyabvaglsitoi kv e

Zde je zachyceno pomoci fimbriae tubae wuter
tocCi |, 2011, S . 19) . Tomuto procespullse T ik
menst ruac¢ni ho cykl u. Bé hdkon ddd viort amérl m&@ mkéa ¢ iem
Po3-4dnechpo ovul aci se praskly folikul mn o h on
t €| i sokpos luteum. Jednazvr st ev bunék steény folikulu

bunky, Kktugriy Zdhbustagh pi gment . Zhtbébankglitsha
se nazyva m.r oRgoeksutde rjoe vaji ko oplozeno, ZIlu

tivni az do 4. mésice gravidity. Poté fur
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Kdyz vajicko owptl@zeali nlemise ZpFf emé-ndi Inéa v a

télisko (corpusskad bneparnassduk Bjid éharémany ( Dyl

22 C®vyYy vajeln2z2ku

Tepny vajeéniku jsou pfivadény dvéma zdr
rovou a. ovari cauy &t etr@stjiecuplaarrailse | ub énhu z e,
vietroperitoneu. vAj edhéekunmamydavaaki cus. T
jeny v tepenné ovarimril AiI20 a&relp&Eeda.y c\hy svtéd pru j e c
(Cihak, 2016, s. 365).

Zilni kraewWose emtmi rovari ca, vipferiaravevaist i d
do vena renalis sinistra. MensSi mnozstvi kr
s. 365).

Mi zni vwa&jveglnri ku se sbiraji vedle vasa ov.
2016, s. 365).

2.3 Nervyvaje| n2 ku

Vaje€nik obsahuj e yanptadn crkrai, wlagdlkasa mpat i
tvni . Aut onomni vl & lplexascpefiaous a ppfexuy rhedeéteriaus z
inferior. Senzitivni vlaknalL¥stNeuyy dsoumi

dény do ovatieaujsabvaricus (Cihak, 2016, s.
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3 HEREDI TCRNE KARCI NOMY PRSU A VA

Vrodinach se mohou vyskytovat nadorova

néna dédi cnosti. Dédi ¢nd nadorova nemocnén
znamnou Ccast omlkmoaegpieankycipi-40s t%a wuepdc-ha Ni 5
nych. VIiv na vzni ks omdanmnocméni vma ipafnetnyo ur Ci
niho genu. DOlezité jereatygtovpgahopeadi spari a

identifikovat =z dOvod0d pjreekdipkrtd gvmad scthi.c kLyi cdhé,,
ttchto patogennich vatiwaotni maijzi wy,sokeé w©ebh
puknevm|l adém véku. Pficinou vzniku onemocnéni
varianty inakaliecwlujdanéhoedgendize HNasli edrké i na

druhé alelygencvmEagen z f unkicen adloernctvoé tpyrpe dd

zice je autozomédlné dominantni. Pozornost
vajecfni ku a( inbdwlnme,t rHeat ruzel ka, 206®r 1 isch 69
2017, s. 46).

V. dnesni dobéng¢lolzmki niedhsgenl, jejichz
rianty zvysSuji riziko vzniku karcinomu prsu
sobujici vzni k nadador u BRCAL BRCAAZ ATM, CDHAR pTF i k1 a
CHEK2, NF1, PALB2, PTEN, STK11, TP53. Mezigeny st fedni ho ri zi ka
napf i k| BARDIgBRIPY, NBN € i oV IHly MSH2, MSH6, PMS2, MUTYH,

EPCAM. ( KI inickd onkol ogi e, 2019, S . 2S6) . D«
mensi riziko vzniku onemocneéni . Tateay. skupi I
Nizce penetrantni geny nemaji klinické vyu?Z

néek, Tesafhp20®,s.460r | i c

Karcinom prsu a vajecé¢nikl je nejcastéji
variantami v genech BRCA1 a BRCA2. Patogenniécalttoergemal vyzn
podnécuje riziko vzniku kar -BRGAA4 jrau.zodpdpat oge n |
védné asipiziapgaWiBRCA2za 20 % pfipadd. Pot omc
50 % Sanci, Ze pato@esnmit ni arijpmtup dddddie.m Wr
mocné ni patogéewgéneahi sae stfifedni penetranci,
tivné vzacneée. U hereditar alix hl entd dobiridv en emmeozc
di ckych. Nosi Cky patogennich9vihei antvy kély é

Setfovpmhl@&mivch intarvakéakheé Nodinné anamnéz

22



i ¢nych

pat ogemritelk wagrmhiocamtoti mozna ri zi |

profylaktickada mastektomi e, riZka &kdyd | e

zni k

ovneel moi ¢ npérnaiv é kad cbh myomiuz o viayti i preve

€ provedena profylakticka adnexektomie.

noézu

nez nadory sporadickeé. (Cibul a, P

a, Gurlich, 2017, s. 46) .

23



4 NCDOROVE OEBEKNE PRSU

Karcmom prsu patfi mezi nej CastéjsSi nadoro
vS§echny obl ast. Zivota Zeny, postihuje jeji
l eCnosti. Dopady jsou zavazneéjsi u Zzen, u
Odnepaméti jsoumpeeaskmiakstiwsiy, aprzetho onemochnée.]
hluboké city a pocity, jak u nemocnych Zen,
s. 13)

Kazdy rok se po cel ém svété vyskytne vic

nemoci . PsotCahwhar aeln2i c% roo¢né. | u nas je V)
nadoru prsu nejcCastéjsSi nalez u Zen. Béhem
piipadd etk é%repYublice se kazdoroc¢né& obj e
p a d @ww(mammacentrum.cz;, Abr ahamova, 2019, s. 30). (

nomu prsu seckemSujPe kkazdé dekéaddée a2 rizi
do menopauzy a po 50. roce zivota je zvysSov
ACkol idknefSe dvobé, rahyakin&t adikargnomu pisié elmia
Gspésna, pfesto zOUstava toto onemocnéni i

nou umrti u Z2en (Abrahamova, 2019, s. 30).

Nador prsu mize byt diagnosti kovan jako

diéné podmingaé.f Cambleézkatneer ouu Znean j e f or ma sy

kajidlislvedku nahromadéni s omat ibcukiykcaAhc hp aptrosgne
z1 dzy. Dédi ¢né podminénée fol2fy %n&amdmAdunpercsuk
ci nomua. Rozdadoyy & amandhorayr nhieraedi t arni . V p
nich forem je v rodiné vys§Si vyskyt nador ov
tické pfic¢iny (Stanék, Tesafova, Guarlich, 2

41 Mal i gn2 n8dory

Vtéle vzni kd cel d tTada Irniiznydhavd @ik
a tvofri nové podle potfeb organi smu. MG Z e
délit a vznikat nove, [ bez iniciativy org
ktery se nazyvéa nador (MOU.Cz, 20009).

Mal igni nadoeyijssowckebanenkgstZviceed] @ahmagrcihd en

rostoucti, ST TP s e do okol nich t kani, kter
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Nasledné midze dojit k naru$eni stény cév a
nNi smu cévni a mizniursCounsetsrd ¥ o p.a nBppdkdindi hnekdyn é

w

pro jejich dalsi déleni, vznikaji metastazy

4.2 Karcinomy in situ

Tyto nadory nalezi mezi karcinomy neinve
néekteré zmény podobné karcinomu, tytm zmény
tel u. Rewedrd udukulddmnri a( Drodbz&2YH., 2006, s. 20

421 Dukt 8l n2 karciiDCbmy i n si tu
Duktalni karcinomy in situdm&jtiecmddomvoyvaéd

ve vyvodemoRkpgresy.chVpiipadech se daj inemaéahmat
schopnost meta st azovat . Dukt al ni karcinom in sit.t

karcinom prsu. Je diagnosti kovatel ngl)pomoci

422 Lobul 8r n?2 kariclClsom i n situ

Lobul arni karcinom in simencspaobé¢evieect
odhalen n®&lhodpmed ipfzi jinych divodl, byva asyr
di agnosti kovatelny pomoci mamografu. Doba,

karcinomemje15-20 | et (Draz2., 2006, s. 20

43 1 nvazivn?2 Kkarcinomy
Exist uj e nékmwii k kptweegbad egebe el i i histol
zem a typem rdstu nade€t)u (Drazan, 2006, s.

431 Il nvazivn?2 dukts8l n2 karcinomy
Tyto karcinomy pfedstavuji pfiblizné 75

fické Sedobél aiskysme ptriahvyindib t lagiazn€ e ni m. Nador
vml é¢nych vyvodech, nadorové bunky penetru
okol ni tukovou tkan. Met astazy se mohou tvc
(Drazan, 2006, s. 20

432 Il nvazivn? lconbnmu | 8r n 2 k ar

Tento karcinom se vyskytuje v6-8 % pf i pada. Obhasthi wly s k
zevnich kvadrantech prsu. Jeho rozméry kol i
nuti cel ého prsu. Méhé ngpethhsi Apopatbsdot u, |

nea, ovahyi (Draelaal). 2006, s
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433 Medul 8rn2z karcinom
Medul arni karci Bo%w peéeipbfgévuTenvo karcin

ni ceny a ma ovoidni formu (Drazan, 2006, s.

434 Tubul 8rn2 karcinom

Tubul &rni karcinom se Vvyds kK tpljiep awdlamiVv z ¥
nosti 1 espgias&zee d ot ukbautleogdourkiteAl ni ch karci nomu.
O samotny tubul arni karcinom, rozméry nador
Zeny axilarni |l ymfatickeé uzliny, ma tento t

N¢

an, 2026,

44 Beni gnzZy n8do
Benigni neboli nezhoubné nadory maji veét
mal u a netvofi metastéadzy. Jsou nebezpecné t

jiné dlilezité organy, na kter MOUKLH A009).t | adi t

4.4.1 Fibroadenom
Tent o typ nddoru je nejcCasteéejsSim benignin

u Z2en mez3d5.25r 0kae m. Jeho4 r ommeé IPylievglisobtu | €
10 c¢m, oznacduje se jako obrovsky fi btroaden
okoli (Drazan, 2006, s. 20).
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5 NCDOROVE ONEMOCNNNE VAJELNGEKU

Ovari alni karcinomy dlouhodobé patfi mez
hl avnich organli a zaroven mezi waddbiyzZekt el
to z dO0vodu pddzadgmionsu §tkd/d tvudi Z 2z hemosieRré pr og
zi ko onemoceseomst st oumavékem Zeny. V priadbéhu
cinomem onembc®izearsi Dédi cné pddmi% iy gpha djle
Propuknuti nemoci byl o takeé Ciaswédj hnpoaoinamyv
neze vyeHlytéadaheirho nepolypdbzniho kolorektal:

drom) (Adam, Vor 282§ e k, 2004, s. 231

51 Mal ign2 n8dory vajeln2ku
Zhoubné maligni onemocnéni vajeénikl tvo

rob.Vovari dleina&l@aii stadahbmdék, vzei kheuycna

caéijti vznikaji karcinomy ovaria ze zarodec¢n
|l ové. Tento druh karcinomu se u Zen vyskyt:l
dal §i typy karciaomil eseariadli nigdmumiEdr yo va rn &ad
ni ho stromatu. Tyto typy se se vyskytuji wu
nomd jsou velmi vzacné (Adam, Vorlicek, 200

511 Epitel ov® karci nomy

Rozdeéluji se do skupin pkdle PRPasfol mgeck
pfikldod yn&ser 6zni, murcii &léomrzin,a,snréydcalhro i né&k a B
rdv tumor .

Progno6za se odviji od stadia ovasimleaiao

diem maji cel kem ppiripadechpr ady@zmloodVpaci e

CilejsSim sné&diuaohémdmba b,ylvaé tzpirnvaun ed tedklit &nE i
Pacient ku, ur etedéevé@dosS)je kémétfomteomopginhépagée
| é¢ba paliativni a jejim ucelem je prodl ol

(Adam, Vorlicek, 2004, s. 238).

512 Germin8l n2 n8dory ovari a
Tento typ nador se objevuje u mlads$ich

se vyskytujicim typem naddoru patficim do t
teratom. Prognoza | et azdadivui sk aar cnian okmdaibréi pcykeé ns r
mozné 5|l eté9prwzien @Adam, Vorlicek, 2004,
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513 N8doroyvazri 8l n2ho stromatu
Karcinomy tohotbunghpumezaen&klaymowého str

nikia. NejrozSifenéjsSim tyypdamntloarsckiumpad muw, |ket
zbunék granul 6zy. Tento druh karcinomu se VYy
zde dochéaeedi kdam po 20 I etech od prvni | é¢hb
Novotny, Vitek, Kl eibl, 2006, s. 55).

52 Benign?2 n8§dory vajeln2ku
Dotéet o skupiny payiicgepyawaépnadePbiendigai

gnosti kovani naddoru mize byt obtizné rozl i s
nigni nador , hrani ¢ni néador, potenci alné m
mal i gni nadqgrs.ouPrtoyttooz n a& ovnyt rvaa@lbrdé mi In@d enri m
a vétsSinou rostou dlouho bez pfiznakl, moho
tou do znaé¢nych rozmérd. Mezi symptomy patfH
vaceni, pfiznaky aeksuttrnoig ebnfiizSanciceh p fj iapkbod & e p ¥ h e
peritoneuatorzi . VySetfeni pacientky probiha na z:
klinického stavu, dale palpac¢niho né&alezu, u

rovych hladin hor mon( éc bnad dpotoév o dnithe &K ey @ .

kontrolach paonadat kghnebogjeky odstranén (R
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6 PREDI SPOZI LNC GENY

6.1 BRCAl aBRCA2
Geny BRCA1aBRCA2k 6duji proteiny, které zabr an

~—+

einy tohoto typu poméhajimcadr@ekadontbrudilkyv agtr

-~

Ustem a déBRCAI/BRCA26Genywodil i na opraviéd-posSko

o

rech mnoha typd bézZnych/BROADspKkussé kpt okai dwpl
Si mi proteiny podilONAna Toyptroa vzal conmyz | noonhlio uv by
pfifdnodcdrebo zdravotnickou radiaci nebo dal §i
dochajzéejikch vznilmozbkdyZz vyméeghji Dbwonreit-i cky
pravné fazi dél eni bunky. Ti m, Ze pomahaji
BRCA1aBRCA2d Gl ez ilivwdr Zzsstndbi | ity genetické info

|l ozeno a upraveno dle www.nlm.nih.gov).

Vyzkum wukazuj e, Zealpé ot egwuil tBjReCA@AIF i ch ¢
a hraje zéaesmbmyiomdollniums kwwtveodrnéniK téchto fun

protein BRCAL smnoha dal §i mi proteiny, véetné dal
a proteina, které reguluji délbeunnik abcubnikiy .d aTl
funkce. Napriklad mGze poméahat regulovat <cy

(pfelozeno awwmnimaihgomo dI e

Vyzkumyhalily vice nez 1800 gemeaht ogenn
BRCA1/BRCA2. Ratdaéachnaoiant je spojena se zvysSeny
koviny prsu jak u miekio, i tkakpynakouthy. myio pdtayk i s
genni variantykasoé Rhiimbémoy byt gedemeceasSeny
na generaci. AvSak, n et oug eknanzid évhaor,i akndtou ,z ddéod]
rakoviny. Ke zvySeni rizika vzni kyufaktorg k ovi ny
prostaedki votni styl konkr étni osoby (pt

www.nlm.nih.gov.).

Patogenni v BRCAI/BRCH2 tgaeknéll zrviyzSiukioi r akovi ny
ni k V piBRLALJe35-§O N pravdépodobnost vzni kit
nikld, o@rewtiu bézné popul ace, ZenyBRCA2pat oge

Co

maj i prfi-»09 i%neelld®2zi votni riziko vzniku rako
anty BRCAIBRCA2rovnéz zvysSuji rizi ko nékol i ki;
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vietne rakoviny Isustnélh&ky stbifevsani ( @f etl oZeno

www.nim.nih.gov.).

6.2 ATM

GenATMzaji Stuje tvorbu proteinbunkteéyim se
j Adide, slke podili na kontrole rdstu a déleni
Zitoub@eaodohémvvyvdajii nk®oilnrkeas t €l esnych syster
a imunitniho. Navic tento prot ezienn ép ovnhddhkdn ob
DNA. DNA mizZez érya tpoxSikc ky mi | &t kami , chemi
KpoSkozeni DNA dochéazi i pfizomgnoymeérBB|f DUZ¢
neticky mater i al béhem buné cup@verm dldél eni

www.nlm.nih.gov.).

Opravu DNA proteinATMk oor di nuj ezgktii veRtéeré zpevni
vl dkno. U¢inna reparace posSkozené DNA napo
infformace bunky. Dikgéluenif edonék obhi oprAdaM é€ DNA

vpopfedi zajmu vyzkumu rakoviny (pfe)l oZzeno

6.3 BARD1

Tento gen kéduje protdgiemmi hkaény oblasag
BRCAL. Kromé schaoBRGAASNHi vi vo a in vitdrveg,masdi | i
nejvice konzer v 8RCAD ¥ mer ¢ mi -atprmibaLRING motif a
C-terminalBRCT domain. RING motif je na cystein
vyskytuievr Gznych pr ot eiicnhe cbhu nréeégnuyl urjdisct vcéetné g
vzni k naddoru. V BARD&BRCAljientnearraukScoev &na pat oge.l
stitucemi aminokyselin v BRCA1, coz naznacuj e, Ze struktur
me z i témito proteiny miOZe bytupres@pratainoi m as |

BRCA1( pfel ozeno a upraveno dle www.nlm.nih.g
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7 POLYMERCZOVC FTETnzZOVC REAKCE
Princip polymer az ¢PCR)Vvioeetld2mawhta rozgracd c e

val Kary Mullis. Vr oce 1993 za svoji praci obdr zel N o

Metoda PCR je zaloZena na rychl ém zmnozeni (amp
Gseku DNA. Slouzi pfredevsSim k ziskani dost a
anal-yzol ovanada DNA obsahuje cilovou sekvenci
vat , ovSem pouze v mal ém mmoZrsit vdi. tPe&rRt anek a
Usek sekvence vybrat a namnozit. Met oda se
infekcéniich aranloxerepgesevéidentifikaci deédi ¢
mutaci do vzorkd a dals§ich (www. b.&3).gui de. cz

VIiastni reakdhermoclhykha@rwu. Je to pifistro

naprogramovat tepl elt00’Capnodfiivlj iciroysdhhy 4$H7TF e
teplotami (tzv. r ampi ng) . Béhem reakce dochéazi k c

(www.labguide.cz ; Ci bul a, Petruzel ka, 2009, s. 62).

7.1 Komponenty reakce

Mezi komponenty reakce patfii templ atova
deoxynukleos i dt ri fosf aty oAHQTPPF i padmé dMxmnlCii adi

Templ &t ovda DNA obsahuje cil oitvVWzorekse k , Kt e
smi byt kont ami nov an rmohlawpur GDONEA, U krteearkdc eb yn asn
a vysledek vysSetfifeni by ohslkhbyht zkAée&lenkt
i nhi bovat DNA polymeréadzu (napt. heparin, e
bula,Petru Z el ka, 2009, s. 62).

Primery jsou kratké ol igonukI2626tnukdy, Kkt
l eoti di. Oznacuj i 2@ s¢eakdsbdor kamsgkleacmer retva r |
na koncich amplifikovaného Useku a ohrani €t
by médwnem paru obsahovat srovnatelny pocCet
prospr avné provedeni PCR r eakceah&de npal i syerdtl é&:
DNA (www. |l abgui de. cz; cied.ul a, Petruzel ka, 2
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DNA polymeraza je ter mpgti gohijlurjie ermz ydm, Kk
mer 0 odkud zadéinad syntetizovat nové vlakno
DNA na z4&adkl adé kompBémemtmre a kayyekbldiad khyam i z khé n ¢
teploty, které umozZzZnuji denaturaci DNA, nas
z béZné pouzivanych Tagymld ymer gymar apyWivpdné
z bakterie Thermus aquaticus. Tyt o t er mof i lhroir kkéa lptr eamieen yo lay
tomu neni tlagpwlsytmeridmd z ni i zol ovanéa i nakHi
| ot ach (wwlwe .lcazb;g Ci bul a, Petruzel ka, 2009,

Pro reakci PCR se pouzZziva smés deoxynuk]l
dATP, dCTP, dGTP,dTTP. dNTP jsou poté pfipojovany n
rityb a ki e mp |l at o(wvéw.labduide.cz).

PCR pufr je komponenta r eakc e, ktera zajiStuje sta
a obsahuje | 44&tky pro stabil i(wavtabguida.cz;akt i vi

www.botanika.bf.jcu.cz).

Koncentrace MgClzj e z&dvi sl a na mnozstvi dNTP. Ab
koncentrace MgClzmu shiyt vy $§38i neZ koncentrace dNTP.
sadni pro spr avag @ o f y me @@wdlabdguide.cz; www.bota-

nika.bf.jcu.cz).

HO se pouzivéada pro dopl nén(wwwlabgudem). na Vv Yy s

7.2 Princip reakce
PCR | e zal oZ e ni,annealinguaelongaciutytoskioky se cyklicky
opakuj i, -e4dx(winllabguidelcz).

Denaturace je proces, pfi kt errdar wd @ nviem
vodi kovychdmosvkakweveé morloezkvud zed rDINAt éat &k dv o
vice.fVyseatak dvé nové vzniklé jednovl] akno
race probi ha&a9%°€iat elpd amiégn Ot . Tento krok | e
u genomoveé DNA kval.i jeji dél ce. Pocatec¢n
dl ouha, aby se HekufFat ®Ndovéema rozpletl a.
reakce obsahuje krat Skl awempl|l@aitedoho DINAAh oyzk
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staci kratsi C¢ax3@y ddekwnd) a(cveww.2l0abgui de. cz;
2009, s. 63).

V dal §im kroku nduotcih &mrii nke rnnja s(ettd®2¢t .0 a&rarsd a |
se tepl ot a-659@raddbu abwykleokblo20-45 sekund, coZ umo
sednut i (hybridizaci) primerd na wurc¢ita mi
DNA polymeraza. Teplota,akterduse pyt whobdn

pro pouzity par primerG. Pfii nasipakydh ctkepnluo tr

vazani primerad a pfi vysoké teploté mohou |
dostatecné mnozstvi produktu (www.sl68bgui de.
El ongace neboli syntéza DNA je samotna s

t empléeatbiNVA. El ongace pr80tCi,hg egfii ttrevpalndt & awa
amplifikovaného Useku (obvykle 30 s az 1 mi
Zzel ka, 2009, s. 63).

Na konci fdiocdlarii &l ongaci, Kkt8ftCatyar obi ha
5-15 minut . Findl ni elongace zajisti, Ze | s
vany (www. | abguide.cz; Cibula, Petruzel ka,

Posl ednim krokem je ochHFI&H2C. n iV yrselaekdckee m ar
akce jsou miliardy iwnwewlabduidec; | oGQ/iéb ud eak v ePecter ul
2009, s. 63).
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8 METODY SEKVENOVCNE DNA

Sekvenacni met ody poskytuji i nf ormaci o]
Useku nukl eové kyseliny (taw.ovgrhiom&renié zster)u
sekve
DNA,

=]
QD

¢cnich metod je tedy zis&Giltovérmoun malk !
i padné zményemehow kyo pwidsnethésiou c¢chol

©
-

novani dale umoznuje vyhledavat repetitiwvn
urtdznych dal s8ich organi smid a grlhedatu hgrmhalvo
¢l ovéka (Beréanek, 2016, s. 129).

Exi stuje ter miemovgkkeenworaamenaprgai dachdi
sekvenovani u vybraného druhu, sekvence tec¢
je tz
DNA v

v komparativni sekvenovani (resekven
y
fejnyc
e
n

etfovaméeherendmkKumis sekvencemi, kter ¢

databéadzich. Cilem je zjistit, =zda s

> 0 Ux

pat og ninevbaor iaalnglyoveé varianitgpatkd ge e siougye

(D¢
=]

podmi ych onemocnéni. Sekvenac¢ni metody |

sledkOd z jinych molekul &rné genetickych met

Mezi klasické metody sxak@iehbedandov ®Ndegpra
sekvenovani a Sangerovo syntetické sekvenov
objevovat metody sekvenovani druhé gener ac:¢
NGS) (Beranek, 2016, s. 129).

8.1 Maxam i Gilbertova metoda

Met oda at fkil ame cké metody sekvenovani.

Al l anem Maxamem a Walterem Gil bertem. Je za
notlivych nukleotidd. AnalyzakapZdodi hhumav €
dochéazi ke Stépeni jemdiddamyjchouwmurkdzmé i diioul
DNA, které jsmisz@&@kohkdendevnachazi dany nuk

elektroforéza vzniklych fragmentl v pol yakrt
Analyzou dél ky fragmentd pot éekibDNA@wwla-Eena s

bguide.cz).
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Vzhl edem k toxicitea pysdiktey dhe pdlod @i knaltini
daci DNA nebyla metoda automatizovana a Vv

nahrazena noveéjsSimi metodami (Beranek 2016,

8.2 Sangerova metoda

Metodab y | a n a vacezl®77 Rrederickem Sangerem. Tato technika je
zal ozZzena na syntetickém sekvenovani. Sanger
DNA a vyuz2ivad podobny princip jako PCR. N a
primer a dikysyéme @dgeohagednhdadndmtEmE&reu.v Je

se 0O enzymovou metodu, jejimz principem je
synt ézy DNA po zac¢lenéni dideoxynukl|l eoti du
2016, s. 133).

8.2.1 Princip metody
Cilovy Usek nDNA kjoe maytbride pro vzni k komg

Na jednovlI aknovou DNA se pfi poj2bj e ps ek weurhayd
Poté probihé&d syntéza DNA, pfi které se do 1
xynukleotidy (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ajeden zdi deoxynukl eot i di

ddCTP, ddGTP, ddTTP) . Pokud se do fetézce

neseOM skupinu, DNA polymerdadza nemize do vz
nukl eotid a syntéza nového fFfetézckee DNIAn& e z
tory polymerace). Vzni kaji tak fragmenty,

mentUd jsou pfripojené dideoxynukleotidy, kte
radi oaktivné. DélIl kadifdeaxmemukul esgtoil eeCm én &sm p
maciosek venci nudkilleomwé dBINA (www. |l abguide.cz; B

Analyza probihala ve ¢tyfech vzorcich, I
vek. Ve zkumavkach je smés ciloveé DNA, prinm
dTTP) a jednoho z dideoxynukleotid & a DNA poljymderoddyi.vy¥éh vz
se poté urcduj emukdrieaodii ddilanéded ka fragment (0 s

trofomp®@dyakryl amidovém gel u. Na gel se na
a po rozdéleni fragmentl indagtlediujagomeetet
fragment O juenisha@&dnén scdikolveéant ivklbrwku (www. | ab
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Na r ozdi | -Gobdrtow snetayrbyla Sangerova metoda automatizo-
vanasauasnosti jsdanger wkaidnavwe. Je zal ozena
znaCenych ddNTP, kdy kazdy dideoxynuklwotid |
|l ze jednotlivé ddNTP detekovat. Analyza proc

kem je sekvenogram (www.labguide.cz).

83 Sekvenovs8§n2 nov® generace

Met ody sekvenovanbunewaéodgenéraaepysnciopl

Nnuje paralelné sekvenoVvhfi me)] Ednowmid S#Hen s e
oznac¢enim jako masivné paralelni nebo hlubo
popisuji technologi. sekvenow@greinobNAK ét & ¢
zkumu. DFfive trvalo mnoho Icetl yndZ dlsakbyo rgaetnomin
je tomu jinak. Diky této metodé, se zkrati/l
dni. NGS je oproti jijeyYgmémanadgmeryctpeée@di o
nebo vybrané Useky a j e moZzno NSjarkedelek-i v zor
tivni a | ndjjevopanti zckl a novych variant a
pficinuji odem8aonémiobéeVijiz existuje neékol
Torrent ' 1l umi na, PacBi o a dal si), umoznuj i

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

VI astni anal ynzéak osle ksak |kéardoak Uz Na pocat ku
cilovy vzorek DNA, tento krok | e koizowng.¢ ov an
Principem je, Ze na zacCéat ku amalaynzay nsaep Fti e&knrg
znddoru) musi fragmentovat makallsielkkay , s tkd wele

Na konce vzniklych fragmentld se navazou ad:
jich amplif 1 k ac i a fixaci na solidni povr gh. Pot
pomoci PCR reakce (tento krok u nékterych t
sekvenoD&Ai frEgmentdm jsou kompl ement &rné p
|l eotidy, hiazvyamt adocsignadlu, ktery zachyti
signalyotsé bioinformaticky analyzujire- VySet
ferencni sekvenci, pokud se vefetBuofei mege
me m. Poté se hledajsiekpehpadnémzméeony ku DNA

kare.cz.; www.labguide.cz).
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PRAKTICKC L CST

9 CéL A PKOLY PRCCE

9.1 HI avn?z c¢2|
Ziskat znal osti 0 met odach s dikgnestce ka@in i DNA

nomu prsu a ovarii.

92 D212 cz21| e
1. NAvrh primerld prokepeoaedepni ®ECRi mahi zace.

2. VySetifeni vzorku DNA naianfyfitomnost patoge
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IOVAhZKUMNE PROBLE£MY/ OTCZKY

Vrdmci teéto prace jsme se nejprve zameéer.
a optimalizaci PCR reakce a poté |jsme u VYy
sekvenace oveéfovali pfipadnou patogenni var
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11CHARAKTERI STI KA SLEDOVANE£HO SOLU

Bylaanal yzovana anonymi zovana DNA tfi paci
pro optimali zaci PCR reakce a naslednou sel
pimé sekvenace zjisStoval:. pfitomnost patoger

VSichni pacienti, j ej praki £ ke z &ralksyt i b ylayk a |
prace, podepsali iahonymmamyvgobdaht amm svoji
vVyuky.
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12METODI KA PRCCE

12.11zolace DNA

DNA bylaizolovanpl zé kr ve. Pro izol aci byl p C
Puregene blood kit (QIAGEN).

Do pfedem popsané zkumavky |jsme napipeto

pfidal. 900 i RBC Iyzacniho roztoku. Lyza
a zplUsjpbé¢hjhemolyzu (rozpad ¢ervenych Kkrvir
a nechali inkubovat pfibliz-B858ChH. mNaultegrieé Ip
patrné, Ze dosSlo k |Ilyze Ccervenych krvinek,
vl o Dicdntrifugga centri fugoval. 2 minuty na plny
petovani supernatantu j sme a&&ludniamklur kkwatjcsem
dali 300 pl Cell Lysis Solution, nasledoval
vortexoval akr ok ud gjil sgrddmi pfL 00 pl protein pr e

Pfed prfridanim protein precipitacniho pufr.L
a ochladit naC.méhe mpieizd&®Ri protein precipi

mavku opét 2 minuty yckeonnt,r ibééohgeonv tcl g aca p& myg

zkumavky o objemu 1,5 ml napi petovali 300
j sme odpipetoval. 300 pl supernatantu, Kt e
Po promichani byl o ve zkumayv ovaa centifugaceé v I ak
a odebr ani supernatantu. Dale jsme ke zbyl

70 % ethanolu a 1 minutu centrifugovali. Po centrifugaci jsme odebrali supernatant

a zkumavku dal:i vysuSit d o°C, dakudmebpld zcdtau vy hf
sucha. IEtjheanionhi bitorem PCR a je proto nutr
z izolované DNA. K vysuSené DNA jsme nakon
Solution, kréadtce vortexoval fC & irmmkphudw &Inii \

Vy sl edk ezno | boyvl aanpgaciebtéN A

Cel kem byla izolovana anonymi zovana DNA
ZCU_2019 1, ZCU_2019 2,ZCU_2019 3).
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122N8vr h primerT a optimalizace PCR r ¢

122IN8vr h primerT
Primery jsou kratké oligonukl2e»% id&zi kt e

Jsouk ompl emerstekivreinck na koncich amplifikovan
byt navrzeny spravné pro kazZzdou reakci, j €
je zasadni pro spravny vysledek analyzy (ww

Primery byl y navwyrSZeetnigoxvoanpy lsghdgti zovany
Sigma-Aldrich.

Jako prvni byl navr zen pATM RroPCRireakai pr o e

se navrhuje forward (pfedni) primer a rever

https://www.Irg-sequence.org/ | s me vyhl edal i referMdAMCEni S
(LRG_135t1). Byl vybran usAkTMpref edaemd&nipr s enl
ktery obsahuje exon 37. Cilova obl ast, kKt el
zelenou barvou, zahrnujeexon 37 a pfil ehl é& intronové obl ¢

obl ast byl a vlioZzenBLADT, naktteroyj ej erdmerupny
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi. Vy sl edkem byl y n
pri mery, které |jsoakkempil emeght amé@lhokiuseku
plifikovanou obl ast, k tA€M. a Sovbést d heu jneo def xeo nj s3o0°
cené navrzeneé primery.
ATGGCCTAGACTGGAAATAAACAGTTACAGTGTCACTAACATATATATTTGATATT
GATATACTAGCCTAGTGTGGTTTTTTAAACACCACCTAATACATGTTTTTTGTTTG
TTTTTTTAGCAGTATGTTGAGTTTATGGCAGATTAATCTATCATCTTTTAGAAATTT

AATATGTCAACGGGGCATGAAAATTTTAAGTAAAATGTATTAATTTTACTCATTTT
TACTCAAACTATTGGGTG

CATTAATACTGTAAACTCAGTTCTAGAGAAAGATGGATTTA
AGATGGAATCCCACTAAAAGCACTTTACAGGATTAAATCTATAACCTCTAAATTT
GTTTCTTCATCTATGGAATGGAGATAAAAGTTGCCAACAGTTGCAACAAGTTTTC
AATGAAATAATGTGTGTAAAGTGCCTAGGATAGTACTTGATGTATAGTATTCCC
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Dale byl navrZzen ptagenuATM. meProls tpurpo beyxormst e
u pfredchoziho navrhu primertd. Byl ATMyptr an s
navrh primerd, ktery obsahuje exon 40. Cilo

zelenou barvou, primer y j sou oznac¢ené modf¥ e.

TTTTGCATATAGGCTTCCCATATGTAGATTATTCTTAAAATATAATTTTCATTCAC
AAATTCCTTTTCCATCCTAGGTATAAATGGTATTATGTTTTAAAGTATAAGTGATT

TATTCTGTTTTGTTTGCCACCTTCATTAGTTTTTTTCTGTCAAAGTCTATAGTATAT
GTATTCAGGAGCTTCCAAATAGTATGTTCTCATTAAAAGAGGTGTTCTTGTGACA

TCTATTATTTATGACAGTATTTATCTCATACTTTGGGTTATTTTGTTATAGACACT

GTACAGATGCCATGTGATTTTTAAACTGAATTTACTTACTGGACTAAGCATCATA
TATATAAAATTATGGTCTGAAGCTTAAGCCTTAGAGTAGACAGACTTGAGTTCTA
ATACTGACTCTGCCACTTCT

Posl edmdavrbydn par pr i meBARDIELRG 2%td)oPo- 3 gen
stup se opakoval jako u pfredchozich navrh.
genuBARD1pr o navrh primerd, ktery obsahuje exc
vr zempri mery a zelenéb|asbtzmnabenajctioeraon :
nove oblasti dlouhé 20 bp.
CTTAGATTTGATGTATGTATTTTACTCTTTAAAACAGTATTCAACAAGGATATTAC

AATTGACCATTGTATGTTAGAATAACCTCTGCTCCATTTATTTCTGTTCAAACTGT
TTAGTTTTTGGAATTAAATTCTGCTGAATGGGTTGCTTTTTTTTTIITTITTTAATTA

CTATCCCTATCTCTCTTAGTTAAATTCATCAGTTAAAAACTGATGAATTCATATTC
ATAAAGTATATAAAACATCTATCTGGAGTTCTGGAATACGTATTTCAGATTTTAAA

ATCTGTAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAATAGCCATTGAGTCTCTCTATGTTGTCC
AAGCCGGACTTGAACTCCTGCACTCAAGGGATTCCCCCCACCTCAGCCTCCCT

K sekvenci kazdého primeru byly pfidéany
Uniseq tags US1 (gtagcgcgacggccagt) a US2 (cagggcgcagcgatgac) (Mattocks C.,
Ward D., 2007, Journal of Medical Genetics) . K forward primerdm by
nac¢ni primer US1, k reverse primerln-sekver

nych primerd viz tabulka 1.
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Tabulkal-Sekvence navrgenlch primerT

Nazev pl|Sekvence primer

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

Zdroj: vlastni

Synteti zov ahylg firnpou SigneetAYy dr i ch dodany v |y
formé. Nejprve byly dle navodu vyrobce naft e
ze zasobnich primerld poté byly dle tabul ky
traci 10 uM.

Tabulka2-Ff edNDn2 primerT pr oATRIGRARDEakci genu

Forward primer Reverse primer H20
Exon (pl) (pl) (pl)|Cel kovy o}
ATM 37 10 10 80 100
ATM 40 10 10 80 100
BARD1 3 10 10 80 100
Zdroj: viastni

12.2.2P S2 p r aptimaliaace PCR reakce
Pro optimalizacitPCR reakce byly vybr aAWaexony 37

3 genu BARD1, byl a pouzita DNA ze vzorku ¢C. ZCU

Proces pfipravy PCRamiema&cei mr lodoxhioa | dle- t
vodu, aby se analgrtovrminro waloy kgi mie kDNA, kte
hodnotit vysl edek. Laminarni box je | aborat
pfredfiltry a filtry a poskytuje nam tak pr
dvacet jedna zkumaveky vjesmse orjandkél.i [Zik udma vikr
zkumav k 4 ¢ h, jedna fada zkuwmpbe&nypgh aexdmel .j e\
zkumavce byla NTC kontrola (no template control-k ont r ol a bez templ at

kterda slouzi pro kontrolu kontaminace reakc
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VSechny zkmenawm&jydijisve popsal iacdgr ovzpazkdé

Dal e jsme pftipravildi mas20erda mirx memilcldaei maAa

Tabulka3-Sl ogen?2 master mixu ATMaBRROR reakci ge

Objem (punl) .
Reagencie rek Objem (pul) Rezerva
ATGold 5 35 36,7
H20 1 7 7,35
Primery
FiR 2 14 14,7
8 56 58,75

Zdroj: vliastni

Do Sesti zZkawmleév dgkadzy j sme pfidali 2 pl te
zkumavky, tedy do NTC | snm® nMzsotrok yD NoAo tpéf i bdyall
vené pr&aamppombci PCR reakce.

U kazdé zkumavky probihala PCR reakce s
merd (viz tabulka 4).

Tabulka4-Tepl oty nased8n2 primerT

Teplota nase

Zkumayvka 56 °C
Zkumavka 58 °C
Zkumavka € . 60 °C
Zkumavka 62 °C
Zkumavka 64 °C
Zkumavka 66 °C

NTC 60 °C
Zdr oj : viastni
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Vzorky jsme nasledné umistild:] do t her m
dle tabulky 5.

Tabulka5-Tepl ot n2z pr océi | PCR reak
Cyklus Teplota Cas |Opako
Pocatecni 95 °| 10min
Denaturace 95 ° 30s 30x
Hybridizace 56-66° 0 30s 30x
Elongace 72 ° 45s 30x
Konec¢na el 72 °| 5min
Chl azen| 15 ° 00

Zdroj: vliastni

Po skonceni PCR reakcekpsmeobouramphi fik

moci gelové elektroforézy.

1223Gel ovg8 el ektrofor ®za
Gelovéad elektroforéza je metoda, pfFi kter

vel ektrickém polbidésmdaé¢ m Ured ODfdwaj endsnepar ovat
menty nukl downydh kyysejich rogéeliudunéRoydhl ondt
| ost mol ekul DNA je nepfimo Umérna jejich
kyselin se pohybuji pomal eji negekbihatadgaro-
zovy a polyakryvamymdoggl e®rjeé eagar dzovy, p I
mensSi riziko pro zdravi pracovnika. Pokud |j
se gel polyakryl ami dovy. Dal Sim faktorem j ¢
vel i kost pord ovl i vnueniteriacp o hgyed umozlveokl uilme Kdoa
jaké fragmenty mol ekul DNA chceme separovat
probiha oddéleni mol ekul DNA pomaleji. VyS§Ss
paraci kragkgohid. Gelem o nira§ii kkdmoawerét fa aic
nukl eovych kyselin. Dals§im faktorem je pros
spiralizovand DAl seppmbiybpuje awale molekul a
zovana se naophkepohylpujoe ozec proclkaer | épe
ovlivnujicim elektroforézu je vootdodécinmselae
trickym napétim se rychlost pohybu mol ekul

soké napét i, destrikdigeludnapptakkptf.i vel mi ni zkém
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molekuy DNA uni kat do okol i, coz mGzie vézt ke
komponentem jsou elektroforetické pufry. Pu
hem soli. Obsah soli musi byt pRitMmaerF emy.du\X)
tepla a deformaci gelu (www.labguide.cz).

Na pfedem pfipraveny 3 % agar o6zovy gel ]
ni ho markeru GeneRuler 100 bp DNA Ladder (T
vzor ku vznikl ého smicharfiirk olvamlé hpoll wozdonr ikhuo aa néy
barvicky. U vzor kuATMdo $| exlbhédme@d@7P@QR Nueakce
pravdépodobné vlIiivem Spatné zavieného viCKke:a
tento vzorekl|l zadakenposbgdni byl aolnaa piNdée-t o

sledné byla spusSténa elektroforéza.

Obr 82e%i zuali zace produktT PCR na agar:-zov®

Zdroj: vlastni
Horni Ffada zI| eva:ATUexo3g, NDNA | adder ,
f

Dol ni a AITd exon 48,\NAC, 100bp DNA ladder, BARD1 exon 3, NTC

Analyzou gelu po ukonc¢eni elektroforézy
vS§ech vzorkG, kromé vzATMKUNTC KBoexoaluy 40ylg
tomnosti amplifikaéniho produktu, nedosSl o t
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Pro dal Ssmanaldy kgaezrdue hvoy br al i vzorky ¢. 3

nasedaly primery pfi teploteé 60 °C.

1224Pur i fi kace pr odATMEaenlPBEARDIg e nu
Dal §im krokem bylo pfrec¢isténi produktO |

Pure XP. Tento syst émnagogi@Agengoer hanaakgkéeadé f a
bazi paramagnetickych <¢éastic pro nrakseoce 0C
PCR. Met odaselyaktiivian ikmu n a v @akde PCR oavetifos$tii k o n G
100 bp a vétsSich na paramagneDi &két éomsit ocer
cesu se oCisti produkty PCR o0od nadbytecnyct
Vysl edkem je pfecistény produkt, ktery neni
court AMPure XP, protokol 000387v001, str.1).

Vybrané vzor ky | sanek vpeuradkncik orveB ly | ppazit
Agencourt AMPure XP pro for méat 9 6obsphemme k . Pr
reagencie Agencourt AMPure XP musela |jemnéeé

netické Ccastice promichaly a r es8usplenAlpesra-l

coutAMPur e XP. Pfidan&d reagencie se promichal
seproduktzPCR reakce navazal na magnetické Céast
tova inkubace pfi pokojové teploté. Po inku

namagneti c k ou de satbiyCldepaoa&ir dAtsakwc. zPo nékol i
tach jsme pipet ou koadzsdél iz ksuunpaevrknyat aSpti €zk a p i

pfilozila na dno zkumavky a opatrné se o0ds
naruseni a odagmietpl@syemcaE@sazenych na st én:
Dal e jsme provedli dveé promyti 70 % ethanol
do vSech zkumavek a nechal.i krdtce inkubov

Byl o vel mi didlezité, aaby , s gerinbibitorénePCR ees ker y
akce. Po promyti se vzorky nechaly 5 minut
Poté jsme mimo magnetickou desti cku ke kaz
pufru (100:1 TE pufr), obsah azrkuboraikiy | s me
nuty pfi pokoj onkéactjespmeotvez.orkoy opét umistili
sti¢ku a C¢iry supernatant |jsme pfifenesl.i do

produkty PCR reakce byly pfipraveny pro sek
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1225PS2 praval ek vemdhATdMaBhRDL
Pro sekvenacni reakci j sme pouzil. uni v

usSz2. Podle tabulky 6 jsme pfipravili sekven

Tabulka6-PS2 prava master mixu pro sekvenaln?2 r

Objem pro 3 vzorky
Reagencie Objem ( p (pl)
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: viliastni

Pro kazdy PCR produkt probéhla sekvenacr
verse (US2) sméru. MPNauijieias? eplamicxuj amsd pl

ného PCR produktu. Takto pfipravené vzorKky

tili sekvenacni program dle tabul ky 7.
Tabulka7-Tepl otn2 profil sekvenaln2 reakce gen
Cyklus | Teplota Cas |Opako

1 96 °| 1min

2 96 °| 10s 25x

3 60 ° 4min 25x

4 10 ° 00
Zdroj: vliastni

1226Puri fi kace sekvenaln2ch produkt T

Po sekvenac¢ni reakci byla na fade purifi
uzit systém Agencourt CvéansSEQefhpootsokdlé m(
na bazi magnetickych castic.

Lahvi ékemagencii Agencourt CleanSEQ | sme |
zcelar esuspendoval y. Do kazdé zkumavky |jsme p
promichalii, aby dosl| o kmahvoknyo.gemotzéacj sméd s ak
umi stil i na magnetickou desti cku, aby dosl
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Po5mi nutionvkeu bacii ¢ksomue pSippety opatrné se odsa

j sme provedli dveé promyti 85 % etha@olpgm. D
85 % ethanolu. Po usazeni Ccastic se pipetou
mozno bez poruSeni prstenfe magmgticlkechlvzoO:
10 minut sus$Sit na vzduchu pfi |l aboratorni t

O, M EDTA pufru do v8ech vzorkd a poté 5mint

|l oté. Pufr se pouZziva k elutciénsekvenacnich
VI astni sekvenace vzorkO probéhla v gel
umi sténém v | aboratofi ULG FN Pl zen.

123Anal TaZtaopenn?2 wanuBROALY v

Vdal Si ®MNAIl yseme vysSetfovali prfritomnost p
79genuBRCAL.Pr o anayypaudbiyty vzorky ZCU_ 2019 2

123.1PS2prava PCR reakce
Postup pro pfipravu PXR.Re ®@Baoppmaiwaca kapi t

PCR reakce. Celkem jsme pfipravili tifi zkur
NTC kontrol a). Dl eavialbiul mgst8Berj smiex pg mipec h an
mnozstvi reagenci i, rozpipetovald po 8 pl é
mi st o DNA napipetovali 2 ul H20. Sekvence &
9.

Tabulka 8 - Master mix pro PCR reakci genu BRCAL1

Objem (| Objem (pupl) p
ATGold 5 15
H20 1 3
Primery 1+1 2
24
Zdroj: vliastni
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Tabulka9-Pr i mery pro sekvenaln?2 reakci genu BR
Nadzev pr i me|Sekvence primeru
BC1 07 fwd US1 01 |gtagcgcgacggccagtGGGTTTCTCTTGGTTTCTTTGATT
BC1 07 rvs US2 02 |cagggcgcagcgatgacAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAAACAAATGG
Zdroj: vlast n i
Vzorky jsme umistili do thermocykleru a
Tabulkal1l0-Tepl ot n2 profil PCR reakce genu BRCA1
Cyklus Teplota Cas |Opako
Pocatecni 95 °| 10min
Denaturace 95 ° 5s 40x
Hybridizace 61 ° 30s 40x
Elongace 72 °| 1min 40x
Konec¢nda el 72 °| 5min
Chlazen| 15 -~ 00
Zdr o] viastni
1232Separace vzorkT na gelov® el ektrofor ®ze
Po PCR reakci jsme provedl: kontrolu amp
viz kapitola12.2.3Ge |l ova el ektroforeéza. Kontrolou pro
tili, Z2e doSlo k namnozZeni obou vySetfovany
produkt, nedosSlo tedy ke kontaminaci reakce

50



Ob r 8 Ze\zualizace produktT] PCR reakce exonu 7 genu BF

Zdroj: viastni
Zleva: 100bp DNA ladder, ZCU_2019 2, ZCU_2019 3, NTC

1233Puri fi kace PCR produktT a sekvenal n2z rea
Nasl edovala purifikace PCR produktO a pf¥

viz kapitoly 12.2.4 Purifikace produk t 0 P CRS5®F Lprava sekvenacni

genu.

Pro kazdy PCR produkt probéhla sekvenacrt
verse (US2) Smeér u. Podle tabul ky 11 | sme
na jednu reakcivm ps$meapbetithtnxéuh oa PBCRuL I p rpofdeucki

Tabulkall-Master mix pro sekvenaln? reakci genu
Reagencie Objem|Objem pro 2
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 : vl astni
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Takto pfipravené vzorky jsme umistili do

program dle nasledujici tabul ky.
Tabulkal2-Tepl ot n2 profil sekvenaln?2 reakce gen
Cyklus |Teplota [Ca s Opakoy

1196 ° ({30s

2|196C° |30s 25x

3|50 ° (di5s 25x

4160 ° (2min 25x

5/10 ° (oo
Zdroj: viliastni

Po skonceni sekvenac¢ni reakce Kagtostae vzor
12. 2.6 Purifikace sekvenaénich produktd). Se
|l yzatoru A8t éB4®Ov ulmabor at of i ULG FN Pl zen.
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13ANALhZA A | NTERPRETACE VhSLEDKS

Vr dmci praktickeée cast. bakal afrskeé prace
p r i maeaptimalizaci PCR reakce pro exony 37 a 40 genu ATM a exonu 3 genu
BARDla j ejich nasl edalodii meknekwacjisme/ avéfoval

togenni variantBRCAL exonu 7 genu

Analyza PCR produktl na agaro6zovém gelu

t émér pfri vS§ech pouzitych teplotachh Z@dnaln
vybr any priocdhuzk tdyochudznel o k nasedani pri merd
Vysl edky sekvenace |jsme analyzoval. vV p
kromé dal Sich funkci, umoZnuje porovnavat s
rozdilylivvyehdnodekvencich.

U vySe¢liovanonuATBlEegentde vysledkyrezcel a
ferencni sekvenci. Sekvenacni reakce posky"

rech (forward i reverse). Vybrany Usek sekve

Obr § BeBloEditivi sl edky sekvenace exonu 37

v~

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

ATM:E x3 'l:F
ATM ex37_R

Zdroj: viliastni
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Dal e jsme analyzdWwhlvi oemkonpéd0pgedBuse vys
vence vzorku shodovala s referencni sekven
dl ouhy 128 bp. Na pozici 90 u reverse prim
jednal o se o patogenni wvariantu ¢i pol ymor f

Obr § ZieBioEditivi sl edky sekvenace exonu 40

ATM ex40 F
ATM ex40 R

Zdroj: vlastni

Ve vySetfovanémARDIsaus3rgkauencéni sekven
pouze sekvence Vv reverse sméru. Ve forward
odrefer enc¢ni sekvence a vysledek tak nebyl h c

pravdépodobnomdrinihoaotwlpaadty polyT v intronu p
pri navrhu primerd nebylo mozZné vyhnout. P
bl é my, miGzZze docmazetai &zerhiybhazi do wvznika
a to vede k nepifesnym vysl e dkvénoe vievdisee n ov 4 n

sméru s referencdni sekvenci neprokédzalo pf¥

polymorfismu.

Obr § SelioEditivi sl edky sekvenace exonu 3 gen

‘v ww e vy

sesalaans
BARD1 ex3 ref TTTTTTTAAT
BARD1 ex3 F .o . W
BABDL X3 B v umronnmmrssvssrssennnnnmissemesssmesssns snmes samesssssisssinsnssnsssnsstsnssssrsrsnessionssssnnnnsmn

PF i analyze exonu 7 a pfil BRCAyjsmesei nt r on

zaméftil. na hledani patogeenildvpomaaityseaekwae
nich metod. Vysl edky | s mRoEdt m&eqgpamewa.l. i vV p
SeqScape v2.1 e program, ve kterém je mo
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porovnavat vysSetfované a referencni sekven
f o r métroferetegikamu.

Ve vy tfovaném vzorku ZCUta@éeOnP yamear

Se
Jednal o se o bodovou zaménu guaninu za ader
O zménu c.441+1G>A v heterozygotnim stavu.

razek 6.

Ob rzé&k 6 -SeqScapev2.1l-vi sl edky se@rkueZGld 2049 2
[ZCU_2019

Iknown Variants { {

BRCAT_CDS_1_2 HBE(IBYIBR

Sunmary RTAAAACCATTTGTTTTCTT
Variants = ] =000 || s & s s s 5 s 2 s s 3 s s = s « = @«
Index I8 11

[Reference grcaaaaccatttgttttctt
Feference-Aad

1B F {IBRCA1 ex11

w Specimenl 2
A FTALAACCATTTCTTTTCTT

ZCU_2019_2_ A0l

e ( r
NLH I hj'u'u r'}'\

Ve

Zdroj: vilastni

Tento vysledeprobogtamatBngEdi v, kde jsou

reverse SsSmeéru) VvV pozriecvie rlséeul ,j szobuy |sé&ykzvneénnayC nvi
Obr § ZeBioEditivi sl edek sekvenace vzorku ZCU_20:

ZCU_2019 2
ZCU_ 2019 2

ZCU_2019 2
ZCU_2019_2
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Ve vySetfovaném vzorku ZCU_2019 3 se zad

vil a. Aprbgrzamw Bi oEdit odhalila pouze ©pou

konci reverese sekvence. Vysledky analyzy

Vv

Obr § BeBloEditivi sl edek sekvenace vzorku ZCU_201

e e e e e [
BRCAl1 ex7 ref TTTTCCCTTGTATTTTACAGATGCAAACAGCTATAATTTTGCAAAAAAGGAARATAACTCTCCTGAACATCTAAAAGATGAAGTTTCTATCATCCARAAGT

ZCU_2019 3
ZCU_2019 3

BRCAl1 ex7_ref ATGGGCTACAGAAACCGTGCCAAAAGACTTCTACAGAGTGAACCCGARRATCCTTCCTTGGTAAAACCATTTGTTTTCTT
ZCU 2019 3

ZCU_2019_3

Zdroj: vlastni

Obr § ®eJeqScapev2.l-vi sl edky sekvenace v

TALABACCATTTGTTTTCTT

[ZCU_2019

Known Variants
BRCAT1_CDS_1_2EpEIBEIBE
Al Variants

IBFEBRCAT_ex11

SUMmMAry
Variants = | 0 bk bk s« s s s s s s s s s w s
Index I 11 -

[Reference gcaaaaccatttgttttctt
Reference-ad

¥ Specimenl O A
FTAAAACCATTTCOTTTTCTT

-2019_3_ ' ‘r ||'\ ('\ |" ||~ . : |
'y /\l U‘J \U M ‘j

U_
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14 DISKUZE

Sekvenovani novédngemdr almdb ésestwal o vel mi
dou, ktera je vyuzivana |jak pfi di agnosti ce
bi ologickém vyzkumu. Je to hlavné diky tom

osekvenovat cenMavploirdykhyangese® Sangerovou met
a méeéné nakladna. Tato technolagpbeasersntialdaa
tice, pfedevsSim diky tomu, Ze dokadze o0sekyv
venci soucaesmeé sa knvle n o veantt 0i nvaij ceed npoauc. i HIl avn
vobl asti diagnostiky naddorového onemocnéni
razneé prfmoslpeéklua a4k ni charakterizaci nador d a
samotny VyVvVo)]j nadovrél .g eSneekrvaecneo vrdbnan tnaoé @ ddpa
sud neznamych a nezjisSténych patogennich v
n

S
vych dédic¢nych onemocn
n

éeni . Diky této met od:¢
genni variantu se jedna a jakyitypirkdddroame
mohouiwacCiomatfifeni, ktera pomohou zabranit pr
voj a nesporné vyhody sekvenovani noveé gene
met oda sekvenovani, v diagnostice hereditéar

pat ogenni ch vamryicahn tmedtea deaknoiv aNGS .

Vr amci bakal afské préace jsme se zameéefil |
a jejich vyznam pfi diagnostice hereditarni
l i zaci PCR a nasl ednou sekvegerauATM gesom®& Vv Vybr ¢
genu BARD1.Navr Zené primery poskytovaly amplifi
testovanych teplotéach, s vyjATvhkoktwez @hlou b§ |

teplota nasedani primeru 66 °C. Tatsed-tepl ot
nuti pri merkiveknccii laovtévosrebu produkt u. Jednir
PCR reakce je tedy spravné nastaveni tepl ot

byly pro dalsi analyzu pouzity produkty, u

V pifripddeyajdpaskytovaly vhodngnalrpydwkt
sekvemaddiukty v obou smérech (forward i re

tedy vhodné pro rutinni pouziti.
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UgenuBARDl1se vyslednéda sekvence ve forward

feren¢ni sekWPemwmbi ém nast al uz pfFfi tvorbeé prin
konkrétné v oblasti intronu tésné pied exo
To znamenéa, Z2e se v této oblasti wvyskytuji

se | ednaklpolyT.oTaglpsod ymer aza ma s takovym miste

po polymeri zaci vybraného Useku DNA nasl ed
a noveé vznikajici vlIiakno se z templ datu wuvo
vzni kajiciho vl daknat aokp émml vedtZzrea entau a ceemp | parti, k
poji na spravneé misto na templ atu, ale nékd
nebo vzad. To v naS8em piipadé zplUsobilo, Ze
merni obl ast.i polyT neshodav avlzagisk |nruekfd eeroet ni ¢d

a vysledna sekvence nebyl pfppadanakpynu o

BARDljetedyvhasSem pfipadé pro analyzu nrwesegitel n

SmMeér u. PFi navrhu primerld je tedy wm@&dné,
sekvencedovol i, se homopolymernim oblastem vyh

AcCkoliv technologie pokroc¢ila vpfed a d
sekvenovani, tak pofad existuji wurc¢itéa ome

se 100 % jistotou. jM sdnaeSdnoip od aojbadk yenxii shtyu jde
mezit chybnému ¢teni v homopolymernim UGsek
neni schopné tomu na 100 % zabranit. Ve sr
val ckvtéer & uproa ogtihnahjlrym ps ohomopol ymernimi UGse
razili na |Iimity této technologie a je dule

N¢

adné opatfieni, které by tomu zabranil o, a’

jde vpfed, nenietseéywtewisoawderké, v budoucnu o«

Dal §im Okolem bylo prokazat patogenni va
Pfedmétem zkouBREALI ¥Wglvgenku ZCU_ 2019 3 se
anta neprokazal a. Ve vzorku ZCUnROY@ar2aseey

Jednal o se o sestfihovou patogenni variant
varianty je c.441+1G>A,vdat ab azi ClinVar je uvedena po
rs397509172. Jedna se 0o bodovou za&d&ménu, cozZ
v jednom nukleotidu. Sestfi hové patogenni wvarianty zp
MR N A a mi z e tak nadaudhadet stk uktury vzni l
Tato variamtaubbylsd ij ipdDpw ana. Ustav | ékaf skeé
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zabyval studi ienlliic®awggnedn BRCAL a0BRCA2, kt er é | so

podstatou dédi ¢nych nadadorovych onemocnéni p
byvali i variantou c¢c.441+1G>A, kterou Kkl asi
Jedna se o variantu, kter&daéhe kadponwniétho i az;i

tomnost midzZe vézt ke vzni ku onkologického
mnoho variant, které |Jsou iBREALtaiBRGAR tak any p

1

ada z téchto genetickych zmén | e sot alye kIl a

N

namu. P at iangye genech BRE@A1aBRCA2j sou zodpoveédné za

cdst hereditarnich syndromld prsu a vajecénik
variant v rodiné, je daulezité, aby rodina |
ost atéiecnhl, t aké pV¥y eotmnmersd rkankrétni vari an
Casti je i genetické poradenstvi, jak pfed
vysledkd a seznameni s dopady testovani. D c

mych a publikkmaovacych kiah,k vaylceh zgdkeenese musi |
[ rizika v rodinné anamnéze. Me z i pri marni
fadi i preventivni chirurgické zakroky, Kkt e
Jedna se 0 mastekbaomadnaxpkopbryoi aZketnoug §eemt ent
vel mi slozity, ke kazdeému jedinci se tedy

ohl edni t vSechna rizi ka.

N
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ZCVnR

V bakal afFské praci jsme se zaméfili na v
feni th&mrmreidih naddgre&npksau dDeéedacnad predi spoz
prsu je podstatou5-1 0 % nador u BROAsaBRCA2e vy f adi mezi vy
rizikove geny a jej%chi sitoctiwel Be maei uahi 8b
U onemocnéni vdj &¢nbhi TgOvanmo P smkoienovani
novgeenerace je v dnedS8ni dobé hlavni metoda,
hereditarnich naddorovych syndroml. Tato tec¢
novat velké mnozstvi gen0 miajgdneui ak & yit wfo
opacientovi.d_Labpoosatioce kyuzivaji takzvane

~

obsahovat az nékoli k desit edkaniyim sanmeneokc ngéemid

| pfes rozvoj met od sekvenovani navé gen
pfimého sekWteomdvw@nivyvipnuta F. Sanger em. Vy
s NGS metodami, kdy je touto metodou oOVEéfre
varianty detekované metodou NGS. I kdyz se
tak Vv di agnosht izareg ng enrr eatj igoksoti cddngeroposeak\weno-

vani .

V ramci bakal afrské prace jsme si vybrald.
osekv enovat za pomoci sekvenancénich metod. P c
chazi néjaka geltadmetordaa dmmghaodhal i. V pfipa

dédi ¢nych predispozic karcinomd prsu a vaj
UmozZznuje nam diagnosti kovat patogenni vari a
zodpovédné a diky tomu,ezdd wradsdojuacbnedden
a mohou se doporuc¢it jista opatieni. Rada z

tuji 1 zmény, jejichz vyznam doposud nebyl
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Na zakladé Vasi z2adosti Vam jménem Utvaruumd@rhagtikyne
souhlass e sbézgpma@ovanim anonyw gloedky clhhalWantatzor ni ch me
nyclstavu | ®kaSsk® genetTeknyt o BsLoG)h IFaNs Plez evRr davan, pft¥
nych podmibmekslwsti s vypracovamizvkayiughakhbsekvled p
metod pSi vygenSem2ndeoe@Tiprsu a vajeln2kTh.

Podminky, za kterych Vam bude umoZnéna realizace Va:
. Vedouci zdravotni | aborantka ULG souhlasi s Vasi
. Osobné povedete svoje Setfeni.

. Vase Setfeni nenarusSi ohodopmabovizafjé Steénsmysleu g

FN Plaeehrany daa dadcriZzavw&ni Hygieni.Vhdbogptdan2F
bude provedeno za dodrgen2 vgech ohledgm salplatt i vn?2 ch

nost z8kona | . o3z2adFr20bta8thh,aslpwzdmi nkadch jejich
vpl atném znéni

i Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientf, kte
praci, musi byt anonymizovany.

i Sbér informaci HobdégiVapFloladEtsaohval ené poddbor né |
pfimym vemglrr&hvméného zdravotnickéhbgpratom8gkzavé
odbornl praadbwomakovn2ch metod§ch BPLG FN Pl zeR.

Po zpracovani Vami zji8ténych Udajni gokkymnnetee ¢2dmoa\

cel ku FRaAPErgnVasSeho Setfeni, pokud o né projevi op

budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vy
pofadanych FN Pl zenf.

Totopovoleni nezakl ada povinnost zsdamivosmolckyrcdac vy atc,0vmo kK

| upr &d&enis narusSovala plnéni pracovnich povinnosti zal
obrovol néa.

Pl zen na VasSem Setfeni je d

Pfeji Vam hodné UGspéchO pfi studiu.

Mgr. Bc. SvDtluge Chabrovs
manager ka pr2o avzvdluk8v S\NEL ZP
z8stupkynhD n8mhRDstkynhD pro og. p®I|i

btvar n8mRstkynhD pro og. p®i FN Pl zeR
tel.. 377 103 204, 377 402 207

e-mail: chabrovas@fnplzen.cz
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