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ANOTACE

Bakalafska prace se zabyva genetickou mutaci genu BRCA 1 a 2. V préci je zahrnuta obecna
charakteristika téchto gent, incidence a testovani BRCA genii s ndslednym zaméfenim na
genetické poradenstvi, rodinnou historii a anamnézu v souvislosti s rodokmeny a jejich
vyznamem Vv problematice genetické dédiCnosti a mutace. V zavéru se prace venuje
laboratornim metodam, které jsou uzivané pro stanoveni mutaci BRCA 1/2 genu, 1éc¢bé

a prevence BRCA nosicek.
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Determination of BRCA — family analysis

ANNOTATION

The bachelor’s thesis deals with the genetic mutation of the BRCA 1 and 2 genes. The thesis
includes general characteristics of these genes, incidence and testing of BRCA genes with
subsequent focus on genetic counseling, family history and anamnesis in connection with
pedigrees and their importance in genetic inheritance and mutation. Finally, the work deals
with laboratory methods that are used to determine mutations in the BRCA 1/2 gene,

treatment and prevention of BRCA carriers.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ATM - Ataxia-telangiectasia (A-T) je autozomalné recesivni onemocnéni zplsobené

mutacemi v genu ATM (A-T mutated)

BC — rakovina prsu

BARDI1 — BRCA1 pridruzend doména RING 1
BRCA — BReast CAncer

BRIP1 — protein kodujici BRCA 1 gen

CDHI1 - E-cadherin

CMOS — komplementarni polovodice oxida kovt
CNV — variabilni pocet kopii

cfDNA — volna cirkulujici DNA

CpG —¢ast DNA se dvéma bezprostfedné nasledujicimi bazemi, tedy 2 nukleosidy vazané

fostatem, zde cytosin(C)-fostat(p)-guanosin(G)

CRC — kolorektélni karcinom

dATP — deoxyadenosintrifosfat

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

dNTP — deoxyribonukleosid trifosfaty

ER — estrogenovy receptor

FFPE — vzorky tkani fixovanych formalinem a zalitych v parafinu
HBOC - hereditary breast and ovarian cancer

HER2 — humanni epidermalni receptor 2

HHC - rakovina jater

CHEK?2 — gen CHEK?2 kodujici CHK?2 proteinkindzu zpiisobuje sttedné zvysené riziko vzniku

karcinomu prsu



ISFET — iontov¢ citlivy tranzistor s efektem pole

LC — rakovina plic

LGR - velké genomické preskupeni

MOU — Masarykav onkologicky tstav

NBN — gen, ktery obsahuje instrukce pro vyrobu proteinu zvané¢ho nibrin
NGS - technologie nové generace

NLS — jaderny lokaliza¢ni signal

NSGC — Nérodni spolecnosti genetickych poradct

OC — rakovina vaje¢nik

PALB2 — koéduje DNA reparacni protein, ktery byl objeven jako soucast endogenniho
multiproteinového komplexu BRCA2

PCR — Polymerazova fetézova reakce

PR — progesteronovy receptor

PSTF — pracovni skupina pro standardizaci rodokmenti

PTEN — protein, ktery u lidi, je kddovan PTEN genu

PTT — Protein Truncation Test

RADS1 — eukaryoticky gen

RA —rodinn4 anamnéza

STK11 — gen, ktery obsahuje instrukce pro vyrobu enzymu serin ¢i threonin kindzy 11
TNBC —Triple negativni karcinom prsu

TP53 — (Tumor protein p53), tumor supresorovy gen



TERMINOLOGIE

Adukty: zprostiedkovavaji toxické ucinky fady karcinogenti a cytotoxickych latek; v ptipadé
DNA vedou jeji modifikace (tvorba aduktl, zlomG a ztrdta bazi) ke vzniku tzv.

premutagennich 1¢ézi vedoucich ke vzniku mutaci

Amplikon: casti DNA nebo RNA, ktera je zdrojem a / nebo produktem amplifika¢nich nebo

replikacnich udalosti

Bioinformatické: zabyvajici se shromazd’ovanim biologickych dat, zejména dat molekularné-
biologickych

Diferencialni diagnoza: diagnéza, ktera zahrnuje vice moznych onemocnéni s odpovidajicim
souborem piiznaki. K jejich rozliSeni se indikuji dalsi vySetfeni

Delecni analyza: tato metoda se zabyva deleci, coz je proces kdy béhem replikace DNA ztrati

¢ast chromozomu nebo sekvence DNA

Duplicitni analyza: tato metoda se zabyva duplicitou, coz je proces kdy se na projevu znaku
se podili dominantni alely genu a intenzita projevu znaku zéaleZi na vzajemnych vztazich

téchto genli

Vertikalni elektroforéza: separacni metoda izolujici molekuly o rozdilné hmotnosti, popf.
odlisném elektrickém naboji, vyuzivajici jejich odliSnou pohyblivost v elektrickém poli, kdy

vzorek se nanasi ve svislém sméru
Empirickd rakovina: zaloZzena na zkuSenosti, ovefitelnd experimentalné ¢i pozorovanim

Exom: Cast genomu tvofena exony neboli sekvencemi které vytvafeji mRNA po vystiiZzeni

intront
Familiarni: rodinnd anamnéza rakovina prsu

Fenoskopie: znak nalezeny v organismu, ktery se vyviji v disledku faktorii prostredi a ktery
se blizi identickym nebo podobnym znakiim v jiném organismu, ve kterém je tento znak

ptitomen v disledku genetickych faktorii

Fluorofor: molekula, kterd po osviceni svétlem urcité vinové délky absorbuje energii tohoto

zateni a prakticky okamzité ji ztrati emisi zareni o delSi vinové délce



Genomicka DNA: DNA tvoftici (jaderny) genom piislusného organismu

Homopolymerni sekvence: sekvence tvofend polymerem, jehoz makromolekula se sklada

se z jednoho druhu monomeru, tim se li$i od kopolymeru

Horizontalni elektroforéza: separacni metoda izolujici molekuly o rozdilné hmotnosti, popf.
odlisném elektrickém naboji, vyuzivajici jejich odlisnou pohyblivost v elektrickém poli, kdy

vzorek se nanasi vodorovné

Hot-spots: jedna se o ndhodny proces, ale zaroven bylo prokdzano, ze v n¢kterych oblastech

genomu k mutacim dochézi Castéji
Hysterektomie: odstranéni délohy

Chemoprevence: pouziti farmakologickych nebo ptirozenych latek k inhibici kancerogenniho

procesu

Incidence: pocet nové vzniklych ptipadi dané nemoci ve vybrané populaci za urcité Casové

obdobi

Inkorporace: v€lenéni

Ipsilateralni: stejnostranny

Kolorektum: tlusté stievo spolecné s kone¢nikem
Kumulativni: Ghrnny, rostouci

Ligace: spojovani dvou fragmentli DNA kovalentni vazbou
Melting: proces tani

Metachronni: Casové nasledny

Neoadjuvance: neboli neoadjuvantni se podava se pfed planovanou chirurgickou lé¢bou

(a n€kdy 1 pted radioterapii)
Neovaskularita: novotborba cév

nonsence mutace: jedna se o jednobodovou substitu¢ni mutaci, vznikd zde z jiného kodonu

kodon terminac¢ni



Onkomarkery: nadorové markery jsou skupina latek, které mohou byt produkovany
nadorovymi buitkami a které nejsou pfitomny (nebo jen v omezeném mnozstvi) v normalnich

bunkéach
Peritumordalni: v bezprostiedni blizkosti primarniho nadoru
Prediktivni: ptedvidajici na zaklad€ pozorovani

Preinvazivni: lokalizovand 1¢éze neoplastického charakteru, ktera vSak nemé znaky

infiltrativniho ristu a zlistdva ohrani¢ena bazalni membranou
Probandka: jedinec, ktery je ptedmétem zkoumani
Proliferativni: mnozici se

Polymerazova kolonie: malé kolonie DNA

Primer: tetézec nukleové kyseliny DNA, RNA nebo proteinu dlouhy né€kolik bazi, respektive

aminokyselin, ktery slouzi jako poc¢atecni misto replikace DNA ¢i RNA

Pseudogen: sekvence DNA, kterda je podobna genu, ale nedochédzi k jejimu piepisovani

v RNA (transkripci)

Pyrosekvenovani: metoda vyuzivajici syntézu komplementarniho vldkna pomoci DNA
polymerazy (za pouziti primertl) a zarovenn analyzu jeji aktivity pomoci dal§ich enzymi a

chemikalii
Salpingooforektomie: operatni vynéti vejcovodu a vajecniku

Sekvenovani: souhrnny termin pro biochemické metody, jimiz se zjist'uje poradi nukleovych

bazi (A, C, G, T) v sekvencich DNA
Sonda: ptistroj nebo zafizeni k prozkoumani nebo méteni néceho obtizné pristupného

Spikulace: neboli desmoplatické reakce, coz je typ proliferace vaziva indukovany invazivnim

rastem nadoru.

Synteticka letalita: typ genové interakce, pii niZ je mutace v jednom z interagujicich genli

slucitelnd s zivotaschopnosti bunky, ale vyfazeni obou gent z funkce vede k bunééné smrti



Taxan: cytostatika ptirodniho piivodu, extrahovand z riznych druhi tist (rod Taxus)

Templat: t¢z matrice je v molekularni biologii oznaceni pro jednofetézcovou DNA (nékdy
1 jednotetézcovou RNA), ktery je vyuzivan jako zdroj informaci pii tvorbé kopii téchto

nukleovych kyselin

Terciarni péce: zdravotni péce, poskytovand ve vysoce specializovanych zdravotnickych

zatizenich vysoce specializovanymi zdravotnickymi pracovniky
Terminator: konc¢i nebo dokoncuje urcité rozmezi

Tumorigeneze: vznik, vyvoj a rust nador



UVOD
Studium faktorti ovliviyjicich vznik rakoviny je velmi dualezité, protoze v€asné zachyceni

dokaze zachranovat nejen lidské zdravi, ale i Zivoty. V pfipadé rakoviny prsu je velka

pozornost kladena na geny BRCA, kter¢ jsou prokazané onkomarkery.

V této praci jsou piedstaveny vysledky reserSe stanovani BRCA genl ve vztahu k rodinné
anamnéze, kde BRCA (brest cancer) jsou geny zapojené do opravnych mechanismil

poskozené DNA, jejich mutace zvySuji riziko vzniku rakoviny prsu, piipadné vajecnikd.

Prace popisuje tuto problematiku pocinaje historickym uvodem, pies popis soucasné¢ho stavu

poznani, v¢etné detailngjsich popist jednotlivych diagnostickych metod, 1éCby a prevence.
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1 Historie

V roce 1994 a 1995 byly objeveny hlavni predispozicni geny BRCA 1 a BRCA 2. Gen
BRCA 1 je lokalizovan na chromozomu 17g21, mé 24 exont a gen BRCA 2 na chromozom
13q12-13, ma 27 exonti. Geny BRCA 1 a 2 nékolikandsobné zvySuji riziko onemocnéni
nadorem prsu ¢i vajeniku a to celozivotn€. [1.] Podstatnd uloha téchto gent spociva v

regulaci bunécéného cyklu, reparaci DNA a udrZzovani stability genomu. [2.]

1.1 GenBRCA1

Gen BRCA 1 (BReast CAncer) je tumor supresorovy gen, ktery je odpovédny za genovou
stabilitu. [1.] Za 45-50 % hereditarnich karcinomt prsit u mladych zen, je zodpovédny gen
BRCA 1. Tento gen je také zodpovédny za predispozici ke vzniku karcinomu ovaria, prostaty
a kolorekta. Produktem genu BRCA 1 je nukledrni fosfoprotein. Jeho vyznam je pro
bunécnou diferenciaci epitelu mlécné zlazy. [3.] Jedna se o gen kodujici protein o velikosti
1863 aminokyselin. S fadou proteinti, které¢ se ucastni reparace poskozené tkané vstupuje
do interakce. Nosicky mutace genu BRCA 1 maji vétSinou karcinomy prsu histopatologicky
nezralé tzv. high grade a vysoce proliferativni tzv. triple negativni. Radi se sem biomarkery
TNBC, ER, PR a HER2. V pfipad¢ pozitivit zen na mutaci BRCA 1 genu se v 10 % jedna

o medularni karcinom prsu. Tento medularni karcinom prsu ¢asto byva triple negativni. [4.]

1.2 Gen BRCA 2
Gen BRCA 2 mé podobnou funkci a kdéduje protein o velikosti 3418 aminokyselin. [2.]

Zvysené riziko vzniku karcinomu prsu u mladych Zen zplsobuji defekty BRCA 2. V posledni
dobé se wudava 1 zvySené riziko karcinomu pankreatu. [3.] Karcinomy prsu
u BRCA 2 pozitivnich Zen jsou sporadicky nezralé. Maji vétSinou exprese estrogenovych
a progesteronovych receptort. Tyto exprese jsou fenotypoveé podobné karcinomiim, které

nemaji prikaz mutace v genech BRCA 1 nebo BRCA 2. [4.]
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Obrazek 1 - Schématické zobrazeni segmentii geni BRCA 1 a BRCA 2 na molekule DNA
[13.]

1.3 Sekvencni varianty

Sekvencni varianty v BRCA 1 a BRCA 2 Ize rozdélit do tii Sirokych tiid. Prvni tfida obsahuje
jednonukleotidové zmény. Druha tfida zahrnuje malé inzerce nebo dele¢ni udalosti (indely).
Do tfeti posledni tiidy patii velké genomické preskupeni (LGR). Patogenni mutace jednoho
nukleotidu BRCA a malych indext se vyskytuji Siroce rozlozené v celé Ciselné sekvenci

a uchovavaji intronické sekvence obou geni. [8.]

1.4 Mutace

K nastartovani procesu nadorové transformace buiky je pravé klicovym mechanismem
defektni reparace. Pfenos zarode¢né mutace, kterd inaktivuje jednu z alel (kopii) odpovédného
geny je pri¢inou predispozice k malignimu nadorovému onemocnéni. Geneticka zména
(ztrata druhé intaktni alely) v cilové tkdni pak nasledné¢ vede k inaktivaci genu. Tato
inaktivace iniciuje tumorigenezi napf. genomova nestabilita spojend se vznikem jinych

mutaci. [2.]

1.5 Tumorigeneze a BRCA

Jelikoz BRCA1 a BRCA2 jsou tumorsupresorové geny, jsou funkéné recesivni, a proto musi

byt obé kopie alely v buiice mutovany, aby se rakovina prsu mohla vyvinout. BRCA 1

je pleiotropni protein odpovédi na poskozeni DNA, ktery pusobi jak pii aktivaci kontrolniho
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bodu, tak pii opravé DNA. BRCA 2 je mediatorem homologni rekombinace. Role BRCA 1
v tumorigenezi souvisi s nékolika bunéénymi procesy, konkrétné s transkripcni regulaci gent
spojenych s opravou DNA, tvorbou heterochromatinu na chromozomu X, opravou
dvouretézcovych zlomi a ubikvitinaci. BRCA1 se vaze na BRCA 2, TP53 a RADS1 (oprava
zlomeni dvou fetézci DNA), mezi jinymi proteiny asociovanymi s bunénymi cykly
a reakcemi na poSkozeni DNA. Buiky postradajici funkéni BRCA 1 protein nejsou schopny
podstoupit zastaveni ve fazi G2 bunécného cyklu po poskozeni DNA a jsou deficientni
v opravé spojené s transkripci. Absence U¢inného opravného mechanismu umoziuje
poskozeni DNA na mnoha mistech, v€etné genii pozadovanych pro expresi kontrolniho bodu

bunécéného cyklu.

Naptiklad genetické mutace v genu TP53, které by zabranily expresi p21, umoznuji BRCA-
deficientnim bunikdm uniknout apoptoze a pretrvavat. U pacientli s mutacemi BRCA 1 nebo
BRCA 2 se asto vyskytuji mutace TP53 a predpoklada se, Ze nékolik onkogenli podléha
mutacim v disledku nedostate¢nosti BRCA [13.]

WT WT

BRCA‘I Transcriptional regulation
Doube strand break repair
Chromatin remodeling
Ubiquitination
BRCAZ Doube strand break repair
WT M M
BRCA
Genomic Instability

germline loss of 2
1 mutation 2 BRCA allele

Obrazek 2 - A) popis funkci BRCA1 a BRCA 2, B) ztrata druhé alely BRCA u nosi¢e mutace

BRCA [13.]
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1.6 Patogenni mutace a populace

Typicky je v populacich pfitomno velmi Siroké rozsifeni patogennich mutaci. V nékterych
populacich jsou vSak zakladatelské patogenni mutace ptitomny s vysokou frekvenci.
Naptiklad v Ashkenazi zidovské populaci tii zakladatelské patogenni mutace odpovidaji
za drtivou vétSinu klinicky relevantnich patogennich mutaci a jsou pozorovany pii relativné
vysoké frekvenci. V polskych rodindch u rakoviny prsu a vajecnikl existuji tfi patogenni
mutace v BRCALI a bylo zjisténo, ze odpovidaji za vétSinu patogennich mutaci BRCA. Dalsi
tf1 patogenni zakladatelé BRCA 1 mutace byly pozorovany ve studii 1164 polskych zen
s rakovinou prsu. [8.] Pfestoze je zdédéno pouze 5 az 10 % ptipadl rakoviny prsu, soucasné
odhady naznacuji, ze u 55 az 65 % nosi¢li mutace BRCA 1 a pfiblizné 45 % nosicii mutace
BRCA 2 se rakovina prsu objevi ve véku 70 let. Dale bylo hlaseno 10leté riziko vzniku
rakoviny vajecnikll 12,7 % a 6,8 % u zen nesoucich mutace BRCA 1 a BRCA 2. Studie, které
se vénovala 21 401 rodin podezielych z Skodlivé mutace BRCA ukézala, ze 24 % rodin neslo

patogenni mutaci BRCA 1 nebo BRCA 2. [13.]
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2 Popis soucasného stavu

Po nemocech kardiovaskuldrniho druhu jsou nddorova onemocnéni nejcastéjsi pricinou umrti
v nas$i populaci. Kazdy tfeti jedinec jimi onemocni v pribéhu svého zivota. NejcastéjSim
zhoubnym nadorem u Zen je karcinom prsu. V CR je celozivotni riziko onemocnéni
karcinomem prsu u zen do 75 let vé€ku kolem 8 %. O sporadické karcinomy prsu jde v 70-75
% ptipadil. Pfi¢ina hereditarniho karcinomu v rdmci nékterého ze syndromut dédi¢né nddorové
predispozice je u 5-10 % Zen. Syndrom hereditarniho karcinomu prsu a ovaria je nejcastéjSim
syndromem hereditarni nadorové predispozice. Vznika v disledku mutace genti BRCA 1

nebo BRCA 2. [4.]

2.1 Incidence

Dvacet procent rakoviny prsu je familidrni. Ptiblizné 5 % az 10 % rakoviny prsu je dédi¢ny.
Jde o zdédénou genovou mutaci, kterd stavi pacienta na zvySené riziko rakoviny. Dvé tretiny
z téchto dédi¢nych rakovin se vyskytuje u jedincii s BRCA 1 nebo mutace BRCA 2, coz jsou
zarodecné mutace. Zbyvajicich 10 az 15 % je zpusobeno jinym faktorem, ktery se tyka

rodiny. Muze se jednat o faktor Zivotniho prosttedi, nebo neobjevenou genovou mutaci. [5.]

Pro nosi¢ky mutaci obou BRCA geni je celoZivotni riziko od 40 do 85 %. Karcinomem prsu
onemocni 19 % nosic¢ek mutace BRCA 1, které¢ se pohybuji do véku 40 let. Pro BRCA 2 jde
o 12 % nosicek. Nosicky, které maji mutaci genu BRCA 1 je zaroven riziko karcinomu ovaria
39-65 % a u nosi¢ek BRCA 2 11-37 %. Celozivotni riziko vzniku karcinomu prsu je 40-87 %
pro nosicky mutaci genu BRCA 1, pro nosicky mutaci BRCA 2 18-88 %. U ovaridlniho
karcinomu je celozivotni riziko pro nosicky mutaci BRCA 1 22-65 % a 10-35 % u nosicek
mutaci BRCA 2. U mlzu, jez jsou nosi¢i mutace genu BRCA 1 je celoZivotni riziko
karcinomu prsu cca 1,2 %. Muzi s mutaci genu BRCA 2 maji riziko cca 8 %. [4.] Celozivotni

rizika onemocnéni jsou uvadeéna pro nosicky rizné dle studii a populaci.

Ve studiich Velké Britanie se uvadi, ze celozivotni riziko naddord prsu u nosicek mutace genu
BRCA 1 je do 79,5 % do 80 let. U nosi¢ek mutace genu BRCA 2 je do 88 %. Co se tyce
rizika ovaridlniho karcinomu v tomto véku, je uvadéno pro BRCA 1 nosicky 65 % a pro
nosicky BRCA 2 37 %. Pro oba geny je obecné riziko onemocnén nadorem prsu do 75 let 85

%, riziko druhostranného karcinomu prsu pak 40-60 %. V ptipadé nadorG vajecnikl je
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kumulativni riziko pro nosi¢ky BRCA 1 mutace 39-65 % a pro nosicky BRCA 2 11-37 %.
[1.]

2.2 Testovani BRCA genii
Testovani na vadné geny BRCA 1 a BRCA 2 zahrnuje krevni test, ktery je obvykle

k dispozici na regionalnich genetickych centrech a nékterych centrech rakoviny. Na test se
vztahuje vétSina krajskych zdravotnich plant, pokud existuje podstatné riziko. Napiiklad
v Ontariu odrazeji kritéria zplsobilosti testovani 10 % nebo vyssi riziko mutace. Nejprve se
testuji postizeni jedinci v roding, u nichz je riziko nejvyssi. Genetické testovani se obecné
nenabizi nedotéenym jedinciim, pokud nebyla v rodin¢ identifikovana mutace. [5.] Pokud ma
pfibuzny nosice mutace genu BRCA krevni test, ktery je negativni pro zndmou familidrni
mutaci genu BRCA, mé se za to, Ze ma normalni (divoky typ) zarodecné geny BRCA 1
a BRCA 2 a je ¢asto oznacovan jako ,,nosi¢ bez BRCA*. Obecné se nedoporucuje podstoupit
profylaktickou operaci nebo zvySeny dohled nad rakovinou. U nékterych nosi¢ci BRCA
se vSak vyvine rakovina prsu nebo vajecniki. Tito jedinci jsou oznaCovani jako ,fenotypy
BRCA®, coZ znamena, Ze maji stejny fenotyp (postizeny rakovinou souvisejici s HBOC) jako
jejich pfibuzni, ale nemaji stejny genotyp (zndméa mutace genu BRCA, jak je ukdzano

krevnim testovanim). [30.]

2.3 Doporuceni k testovani BRCA genii

Doporuceni pro genetické poradenstvi a testovani, aby se zjistilo, zda m4 jedinec genovou
mutaci BRCA, ktera je predisponuje k rozvoji rakoviny prsu a vajecniki, se stale zvySuje. Ve
vhodné vybranych ptipadech je poradenstvi a testovani nyni povazovano za standard péce.
Zéasadni pro urCeni, komu by mélo byt toto testovani nabidnuto, je kvantifikace
pravdépodobnosti, ze jedinec ma detekovatelnou mutaci BRCA. [27.] Ke genetické
konzultaci s doporu¢enim na genetické vySetieni, kde mize 1ékai'sky genetik podle dat osobni
anamnézy a minimaln¢ tfigeneracniho rodokmenu indikovat kompletni testovani genlit BRCA
1 a BRCA 2 je tieba odeslat vSechny Zeny s rizikovou osobni nebo rodinnou anamnézou
s nadorem prsu nebo ovaria. Na genetickou konzultaci mize byt Zena odeslana do jakéhokoliv
centra lékatrské genetiky, jak statni, tak soukromé. Klinicko-geneticka zprava je Zen¢ piedana
s konzultaci jak pozitivnich, tak negativnich vysledkd a s nadvrhem dal$i preventivni péce.

Pojistovna hradi poradenstvi i kompletni testy indikované 1€karskym genetikem. Je mozné
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pozadovat zrychlené testovani v pifipadé, ze je testovani nutné z divodu lécby pacientky.
Jedna se prevazné¢ o podani urCité chemoterapie, nebo rozsahu chirurgické Iécby
po neoadjuvantni 1é¢be. Vysledky jsou pfi zrychleném testovani nejpozd€ji do 3 mésict.
Konzultace s 1ékafem probihd okamzité. Test, ktery si hradi pacienta sama tzv. BRCA screen,
kde se zachyti maximaln¢ 7 mutaci, neni rovnocenny jako kompletni test geni BRCA 1/2.
Jelikoz 60 % nosi¢ek mutaci v genech BRCA 1/2 timto testem neni zachyceno. Test zachyti
pfiblizné pouze 40 % nosi¢ek mutaci. Podle dat MOU z roku 2015 nebylo zachyceno timto

testem vice jak 5800 testovanych rizikovych Zen. [6.]

2.4 Indikace k testovani BRCA genti

Sporadické indikace zahrnuji epitelové karcinomy ovarii, vejcovodi a primarni peritonealni
karcinom bez ohledu na v&k diagnostikované¢ho. Samostatné dva primarni karcinomy prsu,
které jsou bilateralni nebo ipsilateralni, synchronni nebo metachronni a to do 50 let v ptipadé
prvniho karcinomu ¢i do 60 let v piipade obou. Dale je zde zahrnut karcinom prsu unilateralni
do 45 véku zivota a poptipadé do 50 veéku zivota, pokud neni znama rodinna anamnéza. Bez
ohledu na vek probandky, pokud mé karcinom prsu a pankreatu. Muzi s karcinomem prsu
v jakémkoliv véku. Indikace se tykd TNBC do 60 let. Konkrétné chybéni receptorit ER, PR
a HER2. Indikace u familiarni vyskytu v pfipadé RA s karcinomy ovarii, vejcovodi
¢i peritonea je vZdy indikace k testovani. Tyka se to situaci, kdy jsou alespon 3 piibuzni
s karcinomem prsu v jakémkoliv véku, 2 pfibuzni s karcinomem prsu, a to jeden pod 50 let
¢ioba do 60 let. Déale se jednd o probandku s karcinomem prsu do 50 let s pfimym
piibuznym, ktery je spojeny s HBOC. PiedevSim se vénuje pozornost organiim jako je
slinivka a prostata. Testovani je indikovano Iékarskym genetikem po genetickém poradenstvi
a podepsani informovaného souhlasu. Pfi zname rodinné mutace se prediktivni vySetieni

u piibuznych provede aZ po dosazeni plnoletosti potencionalniho vySetfovaného. [6.]

2.4.1 HBOC

HBOC se dédi v autozomalné dominantnim vzorci, coz znamend, ze postizeni jedinci jsou
heterozygotni pro mutaci genu BRCA. Pacientlim podezielym z nosi¢stvi mutace genu BRCA
na zaklad¢ osobni a rodinné historie se doporucuje podstoupit test zahrnujici izolaci DNA
z jejich bilych krvinek (nebo slin) a sekvenovani jejich genit BRCA 1 a BRCA 2 s analyzami
delece / duplikace. [30.]
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2.5 Genetické testy

Obecné plati, ze geneticky test identifikuje dédicné mutace specifickych geni, zatimco termin
genomova zkouska se obvykle vztahuje k analyze sekvence, exprese skupiny gend, velké
fragmenty genomu, nebo dokonce celého genomu. Znacny pocet genetickych testi bude
identifikovat vzacné varianty, kde klinicky vyznam nelze odvodit pouze ze sekvencnich
informaci. Podil variant s nejistym klinickym vyznamem (VUS) pravdépodobné poroste
s niz§imi prahy pro testovani a laboratorni poskytovatele s menSimi zkuSenostmi s BRCA.
VétSina VUS neni spojena s vysokym rizikem rakoviny. Nespravné interpretovany VUS ma

potencial vést ke Spatnému fizeni pacienta 1 jejich ptibuznych. [30.]

Rozdil mezi sekvenci zarode¢né linie a somatické mutace je, Ze zarodecnd mutace je pfitomna
od okamziku poceti, a proto se provadi ve vSech builkach téla a mize byt pfenesena na dalsi
generaci. Piikladem zarode¢né mutace je zdédéné mutace v genu BRCA 1 nebo BRCA 2.
Somatické mutace jsou ziskavany v priabéhu celého Zivota jedince prostiednictvim vystaveni
faktorim prostfedi a jsou obvykle pfitomny pouze v nadoru. Somatické testy rakoviny
obvykle vyZaduje analyzu nadorové tkané, zatimco zarode¢né genetické testy obvykle

analyzovat vzorek krve nebo bukalni stér.

Nékolik z téchto genetickych testl, které detekuji pfitomnost téchto mutaci rakovinou
predisponujici, jsou komeréné dostupné. Tento typ testu zahrnuje vzorek krve (nebo vzorek
tkané Cloveka, jako je naptiklad slin nebo bukalni stér) s analyzou DNA znamych mutaci.
Az do nedavné doby, jednotlivé geny byly testovany oddélené¢ a postupné tradi¢nimi
Sangerovymi sekven¢nimi metodami. Tyto metody jsou povaZovany za ,zlaty standard*
sekvenovani DNA. Jde o technologicky spolehlivy, Siroce dostupny a relativné jednoduchy
pracovni postup. Sangerovo sekvenovani nemtize detekovat LGR, které vyzaduji pro analyzu
alternativni techniky polymerdzové tfetézové reakce. [8.] Vzhledem snizujicim se ndkladim
a zlepSené ucinnosti ve vysoce vykonné technologii sekvenovani (sekvenovani piisti

generace) se celé genové sekvenovani a vicegenové panely staly ndkladové efektivné;si.

Od konce 90. let do roku 2013 bylo testovani BRCA nabizeno vyhradné spole¢nosti Myriad
Genetics, spolecnosti, kterd patentovala geny BRCA 1 a BRCA 2. V ¢ervnu 2013 Nejvyssi
soud USA zru$il Myriadovy patenty a kratce nato zacCalo testovani BRCA nabizet nekolik

akademickych a komer¢nich referen¢nich laboratofi. Mezi ptiklady akademickych laboratofi,
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které¢ nabizeji testovani BRCA, patii: Baylor College of Medicine, City of Hope, Emory
University, Washington University School of Medicine, Memorial Sloan Kettering
a University of Washington Medical Center. Pfiklady komercnich laboratofi, které nabizeji
testovani BRCA, jsou: Ambry Genetics, GeneDx, Invitae Corporation, Laboratory
Corporation of America, Myriad Genetics, Quest Diagnostics a Pathway Genomics. Tyto
laboratoie rozlisuji své sluzby spojovanim genovych testti predispozice k rakoving. Jsou také
nabizeny testy na mutace v jinych genech, o nichz je znamo, Ze jednotlivce predisponuji

k rakoving prsu.

Geny u rakoviny prsu, konkrétn€ poukazuji na klinicky vyznam TP53, PTEN, ATM a geny
PALB 2 kromé¢ BRCA 1 a BRCA 2. Testy detekuji znamé bodové mutace, malé delece
a velké chromozomalni ptestavby. Pro pacienty s identifikovanymi ¢leny rodiny nesoucimi

specifickou mutaci mohou byt nabidnuty ptizpiisobené analyzy detekujici stejnou mutaci.

Prvni spolecnosti, kterd poskytovatelim umoznila zakazkové analyzy specifickych geni, byla
spole¢nost Invitae Corporation (San Francisco, CA). Jak se laboratorni néklady snizuji
a technologie se rozSifuje na sekvenovani dal§i generace, zvySi se mnozstvi informaci
dostupnych z jediné zkuSebni objednavky. Multigenové panely mohou vyhodnotit pfitomnost
n¢kolika mutaci souvisejicich s rakovinou prsu najednou. Genetické testovani je vSak

nakladné. BRCA 1 a BRCA 2 jsou nejvice zavedené geny souvisejici s rakovinou prsu. [7.]

2.5.1 Geneticka informace

Genetické informace, poskytuji prostiedek k identifikaci lidi, ktefi maji zvySené riziko
rakoviny. Zdroje genetické informace zahrnuji biologické vzorky DNA, informace odvozené
z rodinné historie ¢lov€ka: choroby, nalezy z fyzikalnich vySetieni a lékaiské zaznamy.
Informace zalozené¢ na DNA mohou byt shromazd’ovany, uklddany a analyzovéany kdykoli

behem zivota jednotlivce, od jeho poceti az po smrt. [28.]

2.5.2 Penetrace

Podil jednotlivet nesoucich patogenni variantu, u kterych se projevi nemoc, se oznacuje
penetrace. Obecné maji bézné genetické varianty, které jsou spojeny s nachylnosti k rakoving,
niz§i prinik nez vzacné genetické varianty. To je zndzornéno na grafu 1. U nemoci,

které zacCinaji u dospélych jedincl je penetrace obvykle popsana vékem a pohlavim
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jednotlivého nosice. Naptiklad penetrace karcinomu prsu u Zenskych nosi¢ii patogennich

variant BRCA 1 /BRCA 2 je Casto uvadéna podle véku 50 let a podle veku 70 let.

Genetic Architecture of Cancer Risk
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Graf 1- Zavislost frekvence alel na relativnim riziku rakoviny [28.]

Graf, ktery je na obrdzku vySe znazornuje obecné zjisténi nizkého relativniho rizika spojeného
s béZnymi genetickymi variantami s nizkou penetraci, jako jsou polymorfismy s jednim
nukleotidem identifikované ve asociacnich studiich s genomem, a vyssiho relativniho rizika
spojen¢ho se vzacnymi genetickymi variantami s vysokou penetraci, jako jsou patogenni
varianty geni BRCA 1 / BRCA 2 asociovanych s dédi¢nym karcinomem prsu a vajecnik

a geny pro opravu chybnych part spojené s Lynchovym syndromem. [28.]

2.6  Genetické poradenstvi

Genetické poradenstvi je proces komunikace mezi odborniky v oblasti genetiky a pacienty
s cilem poskytnout jednotliveim a rodindm informace o relevantnich aspektech jejich
genetického zdravi, dostupnych moznostech testovani a fizeni a podporu pii prechodu
k porozuméni a zaclenéni téchto informaci do jejich kazdodenni Zivoty. Genetické

poradenstvi obecné zahrnuje nasledujicich Sest krokii:

1. Posouzeni rodinné a 1ékaiské anamnézy
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2. Analyza genetickych informaci
3. Komunikace genetickych informaci

4. Vzdélavani o dédicnosti, genetickém testovani, managementu, snizovani rizika,

zdrojich a moznostech vyzkumu

5. Podptirné poradenstvi pro usnadnéni informovanych rozhodnuti a ptizpisobeni

riziku nebo stavu
6. Sledovani [27.]

Pokyny pro genetické poradenstvi a testovani byly publikovany American College of Medical
Genetics a US Preventive Services Task Force. Provadéni komplexniho hodnoceni rodinné
historie a ziskani informovaného souhlasu se spravnym souborem genetickych testii vyzaduje
odborné znalosti a ¢as. Priibézna rodinnd anamnéza muze pomoci urcit, ktefi pacienti by méli
byt pred definitivnim genetickym testovanim podrobeni genetické konzultaci. Genetické
poradenstvi je zivotné dulezitou soucésti procesu genetického testovani z nékolika divodu:
ziskat komplexni rodinnou anamnézu, vybrat nejvhodnéjsi test, ziskat informovany souhlas,
vysvétlit vysledky pacientovi a rodiné a pomahat pacientovi vypofadat se s emocionalnimi

a lékarskymi diisledky uceni se jejich genetickym vysledkiim. [7.]

Genetické poradenstvi v oblasti rakoviny casto zahrnuje multidisciplinarni tym
zdravotnickych pracovnikli, mezi néZ miZe patfit geneticky poradce, genetickd sestra
pokrocilé praxe nebo lékaisky genetik; odbornik na duSevni zdravi; a rizné Iékatské
odborniky, jako je onkolog, chirurg nebo internista. Proces poradenstvi miize vyzadovat fadu
navstév za ucelem feSeni lékarskych, genetickych testli a psychosocidlnich problémd. I kdyz
je poradenstvi v oblasti rizika rakoviny iniciovano jednotlivcem, dédi¢né riziko rakoviny ma
disledky pro celou rodinu. Protoze genetické riziko ovliviiuje nezndmy pocet biologickych
ptibuznych, kontakt s t€émito piibuznymi je Casto nezbytny pro sbér pfesné rodinné a Iékaiské

historie. Genetické poradenstvi v oblasti rakoviny mize zahrnovat nékolik ¢lenii rodiny. [27.]

2.6.1 Vyznam genetické poradenstvi

Dopad hodnoceni rizik a predispozi¢niho genetického testovani je zlepSeni zdravotnich

vysledkl. Informace odvozené z posouzeni rizik a / nebo genetického testovani umoziuji

poskytovateli zdravotni péce prizptisobit individudlni pfistup k podpoie zdravi
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a optimalizovat dlouhodobé zdravotni vysledky prostfednictvim identifikace ohrozenych
jedinct pied vznikem rakoviny. Poskytovatel zdravotni péce tak mize zasahnout diive, aby
snizil riziko nebo diagnostikoval rakovinu v dfivéjsi fazi, kdy jsou Sance na ucinnou 1écbu
nejvetsi. Tyto informace mohou byt pouzity k uprave pfistupu fizeni k pocatecni rakoving,
k objasnéni rizik jinych rakovin nebo k predikci reakce stavajici rakoviny na specifické formy
1é¢by, coz mize zménit doporuceni 1é¢by a dlouhodobé sledovani. [27.] Jednotlivcei, ktefi jsou
nositeli mutaci BRCA 1 a 2 v rodiné po cilené analyze mutaci, mohou byt podrobeni

veékovému dohledu, aby se snizila morbidita, imrtnost a emo¢ni a finan¢ni zatéz. [26.]

2.7 Rodinna historie

Rodinna historie miize byt ziskdna prostfednictvim rozhovoru nebo pisemné zpravy.
Podrobnosti o rodinné zdravotni historii 1ze nejlépe shrnout do podoby rodokmenu. [24.] Sbér
osobni a rodinné historie zahrnuje oteviené a cilené otazky tykajici se osobniho zdravi
a kazdého clena rodiny s ohledem na postizené a neovlivnéné jedince otcovské a matefské
linie po tii generace. Informace by mély zahrnovat typ rakoviny, pfiblizny vék pii diagnoze,
aktualni vék osoby nebo v&k a rok smrti. Je uZite€né ziskat informace o typu 1écby, vSech
zarode¢nych genetickych testech a expozicich v Zivotnim prostfedi, které mohly rakovinu
zpisobit. Odborny klinicky tsudek je casto nezbytny pro posouzeni platnosti rodinné

anamnézy, kterou pacient sam nebo jiny ¢len rodiny sam ohlasil. [7.]

Rodinna historie, kterd byla hlaSena samostatné, mlze obsahovat chyby a ve vzacnych
ptipadech muze byt fiktivni. Nejspolehlivéjsi dokumentaci histologie rakoviny je zprava
o patologii. Ovéfeni rakoviny lze provést také prostfednictvim jinych lékatskych zaznami,
nadorovych registrli nebo tmrtnich listh. [24.] Zprava o patologii slouzZi také na potvrzeni
rodinné anamnézy ptred objednanim testl. Kromé shromaZzd’ovani komplexni rodinné historie
zahrnuje konzultace také posouzeni genetického rizika a stanoveni vhodnych genetickych
testll. Diskuse o informovaném souhlasu zahrnuji disledky pro rakovinu v jinych orgénech
a dopad na Cleny rozsifené rodiny bez ohledu na vysledek. Pokud tym priméarni péce neni
s touto mirou detaili spokojen nebo nemé zkuSenosti, umozni doporuceni genetického
poradenstvi komplexni péci o pacienta. [7.] Rodinn4 historie se vyviji, proto je dilezité

aktualizovat rodinné historie od obou rodi¢ii v prabéhu Casu. [24.]
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3  Laboratorni vySetieni

Pro vyzkum genomiky a nemoci bylo vyvinuto mnoho technologii pro detekci a kvantifikaci
sekvencénich variaci. Tyto technologie l1ze obecné rozdélit do tii pfistupt a jejich kombinaci:

polymerazova fetézova reakce (PCR), hybridizace a sekvenovani nové generace (NGS). [40.]

Tyto geny se vySetfuji screeningovym vySetienim, pifi nichz se pouziva vertikalni
1 horizontalni elektroforetickd metoda, kterd vychazi z PCR reakce. Pouziti metody se odviji
od velikosti exonl. Heteroduplexni analyzy se pouzivaji pro exony o velkosti 200-500 bp.
Exony, které maji vétsi pocet bp je pouzita metoda PTT. Piikladem téchto vétSich exonil
muze byt BRCA 1 exon 11 ¢i BRCA 2 exon. [8.] Kvantitativni PCR je Zivotaschopnou
technikou pro detekci LGR. Je to vSak ndro¢né na analyzu vSech BRCA 1 a BRCA 2 exond.
Misto toho je nejbéznéji pouzivanou metodou pro analyzu LGR multiplexni ligace zavisla

amplifikace sondy MLPA. [8.]

3.1 HA - Heteroduplexni analyza

Jednd se o metodu, kterd detekuje hybridni dvousroubovicovou molekulu DNA. Jde
o takovou molekulu DNA, jejiz fetézce maji pivod z riznych rodicovskych alel a vyznacuji
se neuplnou komplementaritou. Pro drobné delece a duplikace je citlivost této metody 100 %
a pro substituce Cini citlivost metody 70-80 %. Analyza je Casové narocna a je zde
pozadovana velka zkuSenost hodnoticiho pracovnika, jelikoZz se hodnoti vizudlné,

tzn. za pomoci zraku. [8.]

3.2 PPT - Protein Truncation Test

Pti této metod¢ se vyuziva transkripce a translace in vitro, mutace zde zplisobuje predcasné
zastaveni translace. Mizeme detekovat pouze delece, duplikace a nonsence mutace. Detekce
probiha na trovni proteind. Opét se jednd o Casové narocnou metodu a jsou zde i vysoké
naroky na zkuSenosti hodnoticiho pracovnika, protoze se hodnoti vizudlné stejné jako

v ptedchozi metodé. [8.]

3.3 HRM - High Resolution Melting
Jelikoz obé vySe uvedené metody jsou Casoveé naro¢né a maji omezenou senzitivitu byly
v roce 2007 nahrazeny vysokorozliSovaci analyzou kiivek tani (HRM) s vyuzitim pfistroje
LightScanner (Idaho Tech.). [8.]
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Jde o jednoduchou metodu, ktera je zalozena na PCR. V pfitomnosti nasycenych koncentraci
barviv vazajicich se na DNA specificka sekvence amplikonu urcuje chovani pfi taveni
se zvySujici se teplotou roztoku. Intenzita fluorescence klesd, jakmile se dvouvldknovd DNA
stane jednovlaknovou a barvivo se uvolni. Teplota taveniny (Tm), ve které je 50% DNA
ve dvouretézcovém stavu, lze aproximovat pomoci derivatu kiivky tani. Charakteristickou
kiivku tani lze pouzit k detekci zmén v sekvenci DNA v amplikonu bez potteby jakéhokoli

zpracovani po PCR. [42.]

Metoda, je rychla a vysoce citlivd. Zachycuje riizné mutace v kratkych fragmentech DNA
v heterozygotnim stavu. Vychazi z principu heteroduplexni analyzy. [8.] HRM je také
nedestruktivni metoda. Nasledna analyza vzorku jinymi technikami, jako je gelova
elektroforéza nebo sekvenovani DNA, muize byt tedy stale provedena po analyze HRM. Diky
témto funkcim je HRM idedlni pro pouziti v rutinnich diagnostickych nastavenich. Metodika
MS-HRM byla diky svym Cetnym vyhodam Siroce pouZzivana v diagnostickych laboratofich

pro screening mutaci spojenych s nemocemi. [42.]

3.3.1 Princip analyzy
Zékladem metody je PCR amplifikace DNA (moZnost provedeni 1 v rezimu real-time), na niz

navazuje samotnd HRM analyza, kterd zkouma tzv. teplotu tani dvouvlaknové DNA.

HRM analyza vychazi z vlastnosti fluorescen¢ni barvy (napt. SybrGreen), ktera se b&hem
PCR reakce zacClenuje do dvouietézcové DNA, kde vykazuje vyssi fluorescenci nez volna
barvicka. Nasleduje postupné zahiivani a b&hem kterého dochazi k denaturaci DNA
(rozvolnéni dvoufetézcové DNA na jednotlivé fetézce) a tim uvolnéni fluorescencni barvy,

tento jev se projevi poklesem fluorescence.

V analyzovaném fragmentu DNA vyrazné méni profil kiivky tani (meltingu) pfitomnost
heteroduplexu. Metoda poskytuje ve vétSin€ piipadu prfesné rozliSeni riznych variant
a mutaci, které se nachdzi v analyzovaném fragmentu. MlZe zachytit i homozygotni varianty
polymorfnich oblasti. Heterozygotni stav se zachyti v ptipadé¢ PCR fragmentu, které jsou
dlouhé v rozmezi cca 100-500 bp témér ze 100 %. Kiivku tdni mizeme prohlizet diky
analytickému programu a také mlZeme identifikovat rozdilné profily a nasledné je spravné

vyhodnotit. [8.]
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Pro spravnou interpretaci je samoziejmosti pouzitich vhodnych standardi. Jelikoz

se vyuzivaji pfedev§im komercn¢ dostupné testy, neni toto problém.

3.4 Primé sekvenovani

Ptimé sekvenovani slouzi pro stanoveni sekvence analyzovaného fragmentu. Stanoveni
sekvence se rozumi potadi jednotlivych bazi. Slouzi k uréeni pozice a typu mutaci u dané¢ho
genetického onemocnéni. Sekvenovany jsou vSechny fragmenty, které maji aberantni
mobilitu a jsou zachycené¢ metodami HA, PTT a HRM. K sekvenovani slouzil od roku 2000
automaticky gelovy sekvenator ALF express II. Jelikoz metoda byla ¢asové velmi narocna,
v jednou cyklu bylo analyzovéano pouze 10 vzorktit DNA a také ptiprava vzorkl byla narocna
byl nahrazen od roku 2007 automatickym sekvenatorem Genetic Analyser 3130, ktery

pouziva soustavu Ctyt kapilar. [8.]

3.4.1 Sekvenator Genetic Analyser

Za 24 hodin je mozno analyzovat az 96 vzorkl, ztoho vyplyva Ze sekvenovani je méné
pracné. Jde o zaclenovani fluorescen¢ni znacky pomoci znacenych terminatori do PCR
produktd. Fluorescence je detekovadna analyzatorem ze 4 raznych fluorescencnich barev. Tyto

barvy se pouzivaji k ur€eni bazi A, C, GaT. [8.]

3.5 MLPA metoda — Multiplex Ligarion-dependent Probe Amplification

MLPA analyza je metoda zaloZend na PCR pro analyzu relativniho poctu kopii riznych
cilovych sekvenci DNA. [35.] Tato metoda byla zavedena pro zvySeni senzitivity a spektra
detekovanych mutaci, kterda maji velka intragenova pieskupeni. Provadi se od roku 2005. [8.]
Jedna se o techniku, ve které¢ se dvojice oligonukleotidovych sond je schopna navzijem
ligovat, vazat se na sousedni polohy v genomické oblasti zajmu a amplifikovat, ale pouze

tehdy, pokud ob¢ sondy jsou vazany a ligovany semikvantitativnim zptsobem. [8.]

Test je rychly, jednoduchy a nadkladové efektivni, vhodny pro klinické aplikace k rozliSeni
mezi BRCAI-podobnych a BRCAI-nepodobnych TNBC. Omezenim tohoto testu mize byt
pozadavek vysoké kvality DNA a vysokého obsahu nddoru. Po validaci testu zaloZeného
na MLPA bude nyni mozné provést prospektivni studie, které jsou vysoce opravnéné
k vyhodnoceni testu v SirSim prostfedi pro predvidani 1écebného piinosu platinovych 1€kt

nebo inhibitortt PARP.[35.]
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3.5.1 Princip MLPA metody
Princip spociva v hybridizaci specialné navrzenych sond, které jsou specifické pro jednotlivé
exony daného genu s genomovou DNA, jejich ligaci a naslednou multiplex PCR reakeci.

Firma M.R.C. Holland poskytuje komeréné dostupnych kit pro analyzu. [8.]

3.6 PCR

Polymerazova fetézova reakce je zptisob, kterym je molekula templatové DNA amplifikovéna
pomoci syntetickych primerdt DNA, DNA polymerazy a ANTP. Smés se cykluje mezi alespon
2 teplotami: vysoka teplota pro denaturaci dvouvldknové DNA na jednovlaknové molekuly
(napt. 95 °C) a nizka teplota pro primer k hybridizaci s templatem a pro polymerazu
k prodlouzeni primeru (napt. 60 °C). Kazdy teplotni cyklus v zdsad¢ zdvojnasobuje mnozstvi
cilové sekvence, takze 1 n¢kolik kopii cilové molekuly DNA muze byt rychle amplifikovano
na nano-moléarni koncentrace, které mohou byt nasledné detekovany fluorescenci nebo jinymi

prostiedky. PCR je v soucasné dob¢ nejrozsitenejsi metodou pro detekci sekvenci DNA.

Ve srovnani s metodou hybridizace a NGS jsou hlavni pfednosti PCR ptesna kvantifikace,
vysoka molekuldrni senzitivita a snadné pouziti. Kvantitativni PCR se naptiklad pouziva jako
zlaty standard pro kvantifikaci DNA a RNA, kterd je obecné povaZovana za piesnéjsi
nez mikro¢ipy nebo NGS. Hlavni slabinou PCR je jeji neschopnost provadét vysoce
multiplexované testy, kvili tvorb&é dimerti primert, které vedou k faleSn€ pozitivnim nebo

fale$n€ negativnim. [40.]

3.6.1 Multiplexni PCR

Je nejCastéji pouzivdno v rutinnim molekularnim testovani, které je pfevazné zameéteno
na identifikaci znamych mutaci hot spotdi v onkogenech. [39.] Rozsah variant
s multiplexovanim je simultdnni analyza variant vice cilovych sekvenci. V multiplexované
PCR existuji tfi hlavni potize: vyCerpani dNTPs amplikony s nejvys$i koncentraci,

ortogonalni odecet riznych amplikont a tvorba dimerti primert béhem amplifikace. [40.]

Studie, kterd se zabyva zachycovanim pomoci NGS oproti multiplexni PCR dokazuje,
ze upraveny cileny obohacovaci protokol zaloZeny na zachyceni je lepsi nez bézné aplikované
multiplexni protokoly zalozené na PCR pro spolehlivou detekci variant BRCA1/2, vcetné

detekce CNV, s vyuzitim vzorkt nadoru FFPE. [39.]
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Pti multiplexnim zesilovani PCR n¢kolika cili mize pfitomnost jednoho cile s vysokou

koncentraci u¢inn¢ potlacit zesilovani jinych cila. [40.]

3.6.2 Specialni PCR — Multiplex Bisulfite PCR-LDR-qPCR test

Test je urCen pro markery CpG specifické pro rakovinu prsu identifikované pomoci
integrovanych analyz vetejn¢ dostupnych metyla¢nich datovych soubort pro cely genom pro
31 typh primarnich nadort (véetné BRCA), jakoz i odpovidajici normalni tkan¢ a periferni

krev.

Studie, ktery se zabyva timto novym testem zahrnuje kroky, které vedou ke zlepSeni krevnich
testi pro vcCasnou detekci pro detekci BrCa, vcetné bioinformatické identifikace
a charakterizace biomarkerii a zlepSeni biochemie testu. Pochopitelné byly testy testovany
pouze na simulovanych vzorcich c¢fDNA. V budoucich studiich vSak vyhodnotime
neinvazivni diagnostickou schopnost BrCa naseho multiplexniho testu PCR-LDR-qPCR
pomoci analyzy cfDNA odvozenych od pacienta. [41.]

3.7 Obohacovaci metody
Cilené obohacovani usnadituje aplikaci sekvenovani nové generace do klinického prostiedi
tim, Ze zaméfuje sekvenéni Usili na podmnoZinu dileZitych genli nebo exomovych oblasti,

snizuje naklady a zjednoduSuje naslednou analyzu. [38.]

Metody obohaceni jsou nejcastéji zalozené na PCR nebo hybridiza¢nich ptistupech. PCR je
dobfe zavedend technika ptedbéZného sekvenovani obohaceni, zejména pro pouziti

se Sangerovym sekvenovanim. [9.]

Multiplexni PCR, hybridiza¢ni zachycovaci a selektivni cirkulacni sondy jsou Gi¢inné metody
obohacovani cilt pro klinické sekvenovani pfisti generace. Obohacovani cile pomoci PCR je
rychlejsi a vyZaduje mensi mnoZstvi vstupni DNA neZ metody zachycovani hybridizace. [38.]
V ptipadé NGS byly pfii testovani BRCA uspésné pouzity laboratorné vyvinuté metody PCR
s dlouhym dosahem. Nevyhodou vSak je nutnost ptipravy velkého poctu ampliont oddélené
aby doslo k vyuziti vysoké propustnosti NGS. Nasledn€¢ je nutno spojit a sekvenovat
dohromady tyto ampliony. To vedlo k vyvoji komeré¢né dostupnych multiplexnich PCR
souprav, které obohacuji specificky gen nebo panel genii v malém poctu PCR amplifikaci.

Napftiklad test CE-IVD BRCA MASTR (Multiplicom, Niel, Belgie) zesiluje kddujici oblasti
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BRCA 1 a BRCA 2 v 93 amplikonech v péti multiplexnich reakcich PCR. Dalsi sady RUO
pro BRCA 1 a BRCA 2 jsou naptiklad Ion Ampliseq Community Panel (Thermo Fisher)
a GeneRead DNASeq Gene Panel (Qiagen, Hilden, Némecko). [8.] Mezi hlavni piekazky
cileného obohacovani patiti opakujici se prvky v DNA, vysoky obsah GC nebo AT
a pseudogeny. [38.]

3.7.1 MIP — molekularni inverze sondy

Metody obohaceni zalozené na molekularni inverzni sondé mohou poskytovat veétsi
specificitu nez standardni piistupy zalozené na PCR. MIP se sklddd z univerzalni
mezernikové oblasti lemované sekvencemi specifickymi pro kazdou stranu cilové oblasti.
Jakmile MIP nasedne na cil, mezera mezi sekvencemi je vyplnéna DNA polymerazou
a ligazou. Genomickd DNA je $tépena a cilovda DNA je PCR-amplifikovana a sekvenovana.
Piestoze je PCR jako metoda obohaceni NGS vysoce citlivd, specifickd a reprodukovatelna, je
neuéinnd pro NGS vétsich genomickych cili, kde by mély byt zvazeny jiné pristupy

k obohaceni cile. [8.]

3.8 Hybridizace

Hybridizace je proces, kterym se syntetickd sonda DNA nebo primer vaze
(pomoci Watson Crickova parovani bazi) na biologickou DNA cilovou sekvenci. Hybridizace
tvofi zéklad vSech modernich analytickych a diagnostickych technik DNA, ale v
nepfitomnosti amplifikace DNA nebo amplifikace signdlu neposkytuje hybridizace

dostate¢nou molekularni citlivost pro praktické pouziti.

Hybridizace se obvykle pouziva ve spojeni s PCR nebo s fluorescen¢ni mikroskopii. Nedavny
pokrok v senzorovych technologiich miize umoznit, aby hybridizace v nepiitomnosti

enzymatické amplifikace DNA byla Zivotaschopnou alternativou k PCR a NGS.

Jeji hlavni silnou strankou je jeji jednoduchost, multiplexovani a spolehlivost. Protoze
hybridizace je biofyzikalni jev, probihd na mnoha pufrovacich podminkéch, na rozdil od testi
na bazi enzymi s zkymi pfijatelnymi pufrovymi kompozicemi. Hlavni slabinou hybridizace
je, ze nezajistuje sekvencni zesileni a musi byt sparovana bud’ s technologii zesileni signalu,

nebo s vysoce citlivym odecitacim piistrojem. [40.]
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3.8.1 Hybridiza¢ni obohacovaci metody

Tyto metody pracuji na principu selekce pomoci sond komplementarnich k DNA
v genomické oblasti, kterd je zkoumana. Zachytavani v poli pouziva mikroCipy s vysokou
hustotou obsahujici komplementarni sondy, zatimco =zachyceni v roztoku pouziva
komplementarni sondy, které se pak ¢isti pomoci znacenych kulicek. Vyhodou zachyceni
v roztoku je, ze je vysoce Skéalovatelny a nevyzaduje dalsi vybaveni spojené se zpracovanim
mikroCipti. [9.] Pouzitim mikrocCipii se vyuzije prostorové uspotradani k vyfeSeni problému

s multiplexnim odectem. [40.]

K dispozici jsou hybridiza¢ni soupravy, které cili konkrétné na BRCA 1 a BRCA 2. Do téchto
metod patii RUO HaloPlex a SureSelect (Agilent, Santa Clara, CA, USA), coZ jsou soupravy
zachytné v roztoku. Dale jsou k dispozici hybridiza¢ni soupravy, které zahrnuji BRCA 1
a BRCA 2 jako soucast vétsiho panelu genii spojenych s rakovinou, jako je RUO TruSight
Cancer Sequencing Panel (Illumina), ktery cili na 94 genti, nebo NimbleGen Comprehensive

Cancer Design (Roche NimbleGen, Madison, WI, USA), ktery cili na 578 gent.

Hybridiza¢ni metody, zejména metody zachycovani na poli, mohou vyzadovat dals$i naklady,

Cas a v pripad¢ rozsadhlého panelu gend nahodné nalezy k celkovému procesu NGS. [8.]
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Obrézek 3 - Hybridiza¢ni metoda [9.]

3.9 Sekvenovani nové generace

Jedna se o skupinu pfistupli pro masivné multiplexovanou sekvencni analyzu DNA a RNA.
Na rozdil od tradi¢niho Sangerova sekvenovani, které vyzaduje jako vstup homogenni templat
DNA, umoziuje NGS analyzu heterogennich vzorkli a soucasné poskytuje sekvenéni
informace pro vice nez 10 milionii nahodné vybranych molekul nukleové kyseliny ve vzorku.
Vzhledem k velkému poctu ¢teni je NGS jedinecné vhodny pro analyzu a diagnostiku

nukleovych kyselin vyZadujicich multiplexovanou analyzu mnoha gent a jejich variant. [40.]

ZvySend poptavka po testovani BRCA vyviji tlak na diagnostické laboratofe, aby zvysila
jejich schopnost screeningu mutace a zvladat problémy spojené s klasifikaci variant BRCA
sekvenci pro klinicky vyznam, napfiklad interpretaci patogennich mutaci nebo variant
nezndmého vyznamu, pifesné stanoveni velkych genomickych preskupeni a detekce

somatickych mutaci v DNA extrahované s formalinem fixovanych vzorki parafinu. Mnoho
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diagnostickych laboratoii zavadi technologii nové generace (NGS) pro zvySeni jejich

screeningové kapacity a zkraceni doby zpracovani a jednotkovych nakladu.

Screening zarode¢nych variant BRCA 1 a BRCA 2 pomoci sekvenovani Sanger DNA
nebo NGS je v klinické praxi dobfe zaveden a pouziva se primarné pro stanoveni dédi¢né¢ho
rizika rakoviny prsu a vaje¢niki. [36.] Pfechod na NGS vsak piinasi komplikace vyplyvajici
z vybéru slozek BRCA testovani pracovniho postupu, jako je platforma NGS, metoda

obohacovéni a proces analyzy bioinformatiky.

Pro diagnostické laboratofe je nezbytnd efektivni a nakladové efektivni strategie detekce
presnych mutaci a standardizovany systematicky pfistup k hlaseni vysledkt testi BRCA.
Znacény rozdil mezi metodou sekvenovani Sanger a NGS je, ze DNA nemusi byt dostatecné
se rozliSuji pro aplikace s vysokou propustnosti nez testy NGS. [36.] Déle testovani BRCA
s technologii NGS nabizi oproti Sangerové sekvenaci mnoho vyhod, véetné moznosti detekce
LGR v jediném pracovnim postupu, i kdyz detekce LGS a NGS nebyla v diagnostickém
nastaveni plné zavedena. V klinickém prostiedi se NGS obvykle pouZiva pro sekvenovani
specifickych genil, jako jsou BRCA 1 a BRCA 2, nebo panelti genii. [8.] Hlavni pokrok této
metody je schopnost produkovat v nékterych ptipadech vice nez miliardu kratkych ¢teni zatim

o je pristroj v provozu, coz je ¢ini uziteCnymi pro mnoho biologickych aplikaci. [37.]

3.9.1 Vyhody NGS

NGS jsou dostatecné citlivé k detekci mutaci na nizké Urovni, multiplexovany pro sniZeni
potiebného mnozstvi DNA. [36.] Mezi klicové vyhody také patii technologii vysoka
propustnost, automatizované analyzy s niz8imi ndklady a paralelni pribéh s jinymi

genetickymi testy. [8.]

3.9.2 Nevyhody NGS
Mezi zna¢né nevyhody se tadi vyS$$i naklady na spusténi, komplexni pracovni postup, je
potieba také ukladani a analyza vyhrazenych dat, dochazi ke snizené citlivosti pro velké

inzerce Ci delece. Jedna se konkrétné o vétsi nez 20 parti bazi. [8.]
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3.9.3 Platformy NGS

Diky rozmanitosti funkci NGS je pravdépodobné, Ze na trhu bude soucasné vice platforem,
pfiCemz nékteré z nich maji jasné vyhody pro konkrétni aplikace oproti jinym. Piedni
platformy NGS pouzivaji klonaln¢ amplifikované templaty, které nejsou ovlivnény
libovolnymi ztratami genomickych sekvenci, které jsou spjaty s metodami bakterialniho

klonovani.

Dilezitou vyhodou jedno-molekulovych Sablonovych platforem je, ze PCR neni vyzadovéana.
PCR muZe vytvafet mutace, které se maskuji jako sekvencni varianty a amplifikacni
zkresleni, které v cilovych sekvencich nedostatecné reprezentuje oblasti bohaté na AT a GC.
Existuji Ctyii primdrni metody chemie NGS: cyklické reverzibilni zakonceni, sekvenovani

ligaci, pyrosekvenovani a sekvenovani v redlném case. [37.]

Volba platformy NGS je vsak pouze jednim z faktori, které je tfeba zvazit v celém pracovnim
postupu NGS, ktery je rovnéz zéavisly na dalSich slozkach, véetné¢ metod obohacovani,
sekvencnich chemii a analytickych postupid. MiSeq (Illumina) a Ion Torrent PGM (Life
Technologies) jsou piiklady ploSinovych NGS platforem. Oba funguji na principu sekvencni
syntézy, pfi kterém se méfi pridani nukleotid trifosfatd k pfipravenym klonovym DNA
templatim. V piipadé¢ MiSeq jsou to fluorescencné znacené reverzibilni deoxyribonukleosid
trifosfaty (ANTP) a sekvence jsou opticky Eteny fluorescen¢nim zobrazenim. 42 Ion Torrent
naopak ¢te sekvence opticky pomoci technologie polovodi¢ového sekvenovani (Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA), kde se zmény pH v disledku ptfidani dNTP do rodiciho

se fetézce zaznamendvaji jako zmény napéti. [9.]

Z4dna chemie neni dokonala a viechny platformy NGS trpi kone¢nou vnitini chybovosti
kvuli nejednoznacnosti signalu, nepfesnosti enzymu, nedokonalé deprotekci atd. Sekvencni
chyby komplikuji volani variant, zejména téch s nizkou frekvenci. Neddvné inovace
v molekuldrnim ¢arovém kodovani vyznamné snizily chybovost NGS za cenu zvySeni

hloubky sekvenovéani. [40.]

Diky rychlému tempu vyvoje platformy NGS jsou veskeré podrobné revize zastaralé v dobé
zvefejnéni. Vzhledem k tomu jsou aktudlni on-line recenze, jako je NGS Field Guide

od The Molecular Ecologist, dilezitymi referencemi pti vyberu platformy NGS. [9.]
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3.9.4 Illumina

Systém Illumina NGS je zalozen na myslence sekvencniho ptidani nukleotidové baze znacené
fluoroforem v kombinaci s fluorescencnim zobrazenim (obrazek 4a). Tato platforma se
spoléhd na ,,pfemosténi PCR* na povrchu pomoci vazanych primert k vytvofeni lokalnich
polymerazovych kolonii amplikon. VSechny amplikony v kazdé polymerdzové kolonii
by mély mit stejnou sekvenci a generovat stejnou barevnou fluorescenci béhem kazdého
cyklu zac¢lenéni nukleotidl (obrazku 4a). Barva fluorescence odpovidé identité¢ zabudovaného
nukleotidu. Platforma Illumina také nejpomalejSi ze zkoumanych platforem NGS, pficemz

kazdy cyklus (zaclenéni nukleotidl a zobrazovani) trva zhruba 5 minut [40.]

3.9.5 Ion Torrent

Jedné se o platformu, kterd pouziva pro ¢teni nukleotidové identity spiSe hodnotu pH nez
fluorescenci. Béhem extenze primeru se pro kazdou udalost zaclenéni nukleotidi uvolni
protonovy ion (obrazek 4b). Uvolnéné protony zpusobuji lokalizovanou a ptfechodnou zménu
pH, ktera je detekovana miniaturnim senzorem pH (ISFET) na matici prvki CMOS.
V kazdém kroku sekvenovani je do reakéni reakéni buiiky zaveden pouze jeden typ
nukleotidii (napt. dATP). Signdl DNA pak budou vykazovat pouze fragmenty DNA

s odpovidajicim nukleotidem jako dalsi bazi.

Vsechny ctyfi nukleotidy se cykluji timto zplisobem, aby se provedlo sekvenovani. Senzory
pH navic reaguji témét okamzité. V disledku toho je Ion Torrent sekvenovani vyrazné
rychlej$i nez Illumina sekvenovani. DalS§i vyhodou platforem Ion Torrent NGS je to,
Ze samotné nastroje jsou vyrazn€ levnéj$i nez odpovidajici pfistroje Illumina, vzhledem
k relativné niz§im ndkladim na senzory pH ve srovnani s optickymi odecitacimi systémy.
Hlavni nevyhody jsou jeho relativné vySs$i vnitini chybovost a vys§i ndklady na cteni

ve srovnani s [lluminou. [40.]
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a Reversible Chain Terminator-based Sequencing (lllumina)

nanopatterned flow cell (not in scale)

b Semiconductor Sequencing (lon Torrent)

consegutive introduction
of natural dNTPs

A i (o] G
compromised detection of long homopaolymer stretches

-ir' :‘ii:-.-'idual ISFET pH sensor

Obrézek 4 - a) Illumina sekvencovéani pomoci mustkové PCR a opakovaného fluorescenéniho
zobrazovani polymerazovych kolonii, b) Ion Torrent sekvenovani pomoci pH pro detekci

zaClenéni nukleotidu [40.]

Na obrazku 4a vyse je graficky znazornéno, Ze cilovd DNA je pfipojena s adaptéry na obou
koncich 5 'a 3' a tyto adaptéry umozinuji, aby byl cil zachycen a amplifikovan na povrchu
vzorované bunky, ktera je unasena kolonou. Béhem skute¢ného sekvenovani se v kazdém
cyklu ptidavaji soucasné vSechny dNTP, kazdy s odlisSnou znackou fluoroforu, a kazda
polymerazovéa kolonie obsahuje jeden nukleotid, aby se vytvofil jasny fluorescencéni bod
detekovany zobrazovanim. Chemické osetieni Stépi fluoroforovou a blokatorovou skupinu,

coz umoznuje zahajeni nového cyklu inkorporace nukleotidt.

Obrazek 4b je zobrazena metoda Ion Torrent, kde mizeme vidét, Ze béhem prodluzovani
polymerazy a inkorporace nukleotidii se uvolfiuje proton, ktery prechodné¢ meéni pH
mikrojamky. Tokem v jednom typu nemodifikovaného dNTP (napt. dATP) soucasné

miniaturizované senzory pH ISFET hlasi, Ze mikrojamky vclenily zavedeny nukleotid.
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Homopolymerni sekvence (napi. AAAAA) vedou k uvolnéni vétsiho poctu protont, které

muze byt obtizné presn¢ kvantifikovat. [40.]

3.9.6 Cilené sekvenovani genomu

Obrovské paralelni sekvencni schopnosti technologii sekvenovani pfisti generace z nich
ucinily nastroje volby pro charakterizaci genomickych aberaci pro vyzkumné a diagnostické
ucely. Pro klinické aplikace je screening celého genomu nebo exomu naro¢ny kvili velké
genomické oblasti, kterou je tieba sekvenovat, souvisejicim ndakladim, slozitosti dat

a nedostatku zndmého klinického vyznamu vsech gend.

Rutinni screening proto zahrnuje omezené¢ markery s prokazanym klinickym vyznamem.
Tento proces, oznacovany jako cilené sekvenovani genomu, vyzaduje selektivni obohaceni
genomickych oblasti sestavajicich z téchto markerii prostfednictvim jedné z nékolika strategii
obohacovani na bdzi primert nebo sond, nasledované sekvenovanim obohacenych

genomickych oblasti. [38.]
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4  Lécba

Zeny, které zdédily mutace v genech BRCA 1 nebo BRCA 2, maji vyrazné zvysené riziko
rakoviny prsu a vajenikti. Nosi¢e mutaci maji rizné moznosti, vcetné¢ rozséhlého
a pravidelného dohledu, chemoprevenci a chirurgie snizujici riziko. Zejména se uplatiiuje
profylaktickd chirurgie, ta miZze zahrnovat bilaterdlni mastektomii, bilateralni
salpingooforektomii nebo kombinaci obou postupt. Profylakticka chirurgie se ukazala jako
nejucinngjsi strategie snizovani rizik. [14.] V retrospektivnich i prospektivnich observacnich
studiich snizuje bilaterdlni profylaktickd mastektomie incidence rakoviny prsu o 90 %
nebo vice u pacienti s mutaci BRCA. [14.] Profylaktickd mastektomie jako vykon patfi

do tzv. riziko redukujicich operacich. [16.]

4.1 Inhibitory PARP

Poly (ADP-rib6éza) polymerdzy (PARP) jsou rodina piibuznych enzymi, které sdileji
schopnost katalyzovat ptenos ADP-rib6zy na cilové proteiny. Role PARP proteini pti oprave
DNA je zvlasté zajimava, s ohledem na zjisténi, ze urc¢ité nadory defektni v homolognich
rekombinacnich mechanismech, mohou spoléhat na pieZiti zprosttedkované PARP opravou
DNA a jsou citlivé na jeji inhibici. Inhibitory PARP mohou také zvysit senzitivitu nadoru
k ¢inidlim poskozujicim DNA. Klinické studie inhibitort PARP zkoumaji uzitecnost téchto

ptistupt u rakoviny.[17.]

PARP hraje zasadni roli pfi opravé jednovldknovych zloml DNA skrz zékladni cestu
pro vyfiznuti excize. Inhibitory PARP zptsobuji zvySeni DNA jednovldknovych zlomu
(SSB), které¢ jsou pfeménény b&hem replikace na nenapravitelné¢ toxické dvojvlaknoveé
zlomky DNA (DSB) v BRCA 1/2 defektnich bunikach. [19.] Rozdé€leni dvou fetézci DNA
by normalné bylo opraveno procesem opravy homologni rekombinace (HRR), coz je slozity
proces zahrnujici mnoho proteinti, zejména BRCA 1 a BRCA 2. Nadory s nedostatkem HRR,
jako jsou ty, které se vyskytuji u rakovin mutovanych BRCA, nemohou ptesné opravit
poskozeni DNA, pokud je také narusena funkce PARP proteinu a jak zékladni excize,
tak opravné cesty pro HRR DNA jsou nefunk¢ni.[18.] Diky své uloze v opravé DNA vede
inhibice PARP ke genomické nestabilit¢ a hromadéni poskozenych bunck pii zastaveni

bunééného cyklu. [17.]
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4.1.1 Léc¢ba pomoci inhibitora PARP

Klinické studie ukazaly, ze inhibitory PARP jsou prospésné pii 1€cbé pacientl, ktefi jsou
nositeli zarode¢nych mutaci BRCA. Kromé toho jsou inhibitory PARP pravdépodobné také
uzitetné pro nosice mutaci jinych nez BRCA. Jedna ze studii ukazala, Zze Iniparib a jeho
metabolity neinhibuji PARP v intaktnich buiikach, coz naznacuje, ze by se v klinickych
studiich mély inhibitory PARP zvazit. Soucasné klinické studie testuji potencial sedmndcti
novych inhibitori PARP u c¢asného a pokrocilého karcinomu prsu, jako je Olaparib,
Veliparib, Talazoparib nebo Rucaparib aj. Olaparib ziskal schvaleni FDA v roce
2014 a Rucaparib byl schvélen v prosinci 2016. [19.]

Dalsi klinické udaje navic naznacCuji, ze inhibitory PARP mohou byt pfinosem
také pro pacienty, jejichz nadory jsou citlivé na chemoterapii na bazi platiny a kteti maji

nedostatek HRR zplisobeny jinymi mutacemi, nez jsou mutace v genech BRCA 1/2. [18.]

4.1.2 Dualni terapeuticky potencial pro inhibici PARP v onkologii

Inhibice PARP ma potencidl pro pouziti v 1écbé rakoviny prostfednictvim alespont dvou
mechanismd, tj. zvySenim citlivosti nadoru na chemoterapeuticka ¢inidla, ktera poskozuji
DNA, a také indukci ,,syntetickeé letality* v bunikach, které jsou vysoce zéavislé na PARP,
kvtli nedostatku v HR, jako jsou proteiny BRCA 1. [17.]

4.2  Chirurgicka operace

Zeny, které nesou mutace BRCA maji vétsi vyvoj sekundarni rakoviny, a to bud’ na stejném
prsu (ipsilateralni) nebo na opacném prsu (kontralateralni). U téchto Zen se doporucuje
bilaterdlni mastektomie, protoze studie naznacuji, Zze Zeny, které jsou nositeli mutaci
BRCA1/2 a dostavaji bilateralni mastektomii, maji mensi pravdépodobnost imrti na rakovinu

prsu nez zeny, které byly 1éCeny unilateralni mastektomii. [19.]

4.3 Chemoterapie

Rakoviny prsu spojené s mutaci BRCA jsou charakterizovany deficientni homologni
rekombinaci DNA a 80 % karcinomil prsu spojenych s BRCA 1 vykazuje bazalni molekularni
podtyp. Nosi¢e BRCA tradicné dostavaji konvencni systémovou chemoterapii na zakladé
svych vychozich charakteristik nddoru a obecné se uznava, Ze po vhodné 1écbe je progndza

mutacniho nosice rovnocennd prognoze u pacienta se sporadickym karcinomem prsu. Avsak
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s rostoucim pochopenim funkei proteint BRCA 1/2 pii homologni opravé DNA se uznava,
ze nadory rakoviny prsu spojené s BRCA mohou mit odlisSné biochemické vlastnosti, a proto
vyzaduji 1écebné strategie ptizpiisobené na miru. Ukdzalo se, ze naddory vznikajici u pacientd
s mutacemi BRCA jsou zvlasté citlivé na slouceniny platiny nebo inhibitory PARP. Navic
se zda, ze nosici mutace BRCA 1 vyuzivaji rezimi obsahujicich antracyklin-taxan, stejné

jako u sporadickych trojnasobné¢ negativnich karcinomii prsu. [20.]

4.3.1 Taxany

Taxany jsou chemoterapeutickd Cinidla stabilizujici mikrotubuly, kterd blokuji proliferaci
bun¢k, coz vede k apoptdze. NejbéznéjsSimi taxany pouzivanymi k 1€cbé rakoviny prsu jsou
docetaxel a paclitaxel. Nosi¢i mutace BRCA 1 v podskupiné¢ hormondlné negativnich
karcinomll vykazovaly mensi citlivost na chemoterapii taxanem nez pacienti bez hormonalné
negativnich nosi¢l mutaci BRCA 1. Naopak v podskupiné hormonalné pozitivnich nadort

vykazuji dédi¢né 1 sporadicke pfipady podobné citlivosti jako terapie taxanem. [19.
ykazuji dédicné i sporadické ptipady podobné citlivosti jako terapi [19.]

4.3.2 Platinova Cinidla

Platinova ¢inidla se vazou pfimo na DNA, ¢imz vytvareji adukty DNA / platina, coZz vede
k mezidruhovym kiizovym vazbam DNA a naslednym ptreruSenim dvou fetézci. Studie
ukdzala, Ze neoadjuvantni chemoterapie podporuje zvySenou odpovéd’ na platinové latky
a snizenou odpovéd na taxany u dédi€né rakoviny prsu asociované s BRCA 1. Prace
zameétujici se na neoadjuvantni terapii cisplatinou ukazala, ze snizena exprese BRCA 1 muze
pomoci identifikovat podmnoZiny trojnasobné negativnich rakovin, které jsou citlivé
na cisplatinu. Dal$i dikaz byl poskytnut v nasledné klinické studii s pouZitim cisplatiny, ktera
ukdzala, Ze nosice mutace BRCA 1 jsou na tuto chemoterapeutickou latku vysoce citlivi.
Jedna studie v8ak zaznamenala reverzni mutaci BRCA 1 u trojndsobné negativniho pacienta
s rakovinou prsu, ktery se vyvinul v pribéhu 18 tydne neoadjuvantni 1€€by na bazi platiny. To

vedlo ke Spatné reakci a casnému relapsu a smrti. [19.]
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5  Prevence BRCA-pozitivnich nosi¢ek

Genetické testovani Ize provadét také u zdravych jedinci, nejen u téch, ktefi jiz rakovinu
vyvinuli. [22.] Program pro BRCA pozitivni Zeny, které jsou zdravymi nosic¢kami se zamétuje
zejména na brzkou detekci karcinomu prsu. Tato detekce je zahéjena piiblizné ve 25 letech.
Spadda sem ultrazvukové vySetfeni kazdého pil roku a zaroven i vysetfeni pomoci
zobrazovacich metod jako je napi. magneticka rezonance, ultrazvuk ¢i mamografie. Pokud ma
zena prokazanou nékterou mutaci geni BRCA musime brat v uvahu i1 riziko nddoru

vajecnikil, vejcovodu a pobfisnice.

U BRCA-—pozitivnich pacientek se soustavna gynekologickd péce zamcétfuje zejména na
gynekologickd ultrazvuk a vysetieni biomarkeru CA 125 kazdych 4-6 mésicti. Sledovani
tohoto typu se zahajuje jiz kolem 20 let pacientky. AvsSak aby se snizilo umrti BRCA-
pozitivnich Zen na nador vaje¢nikli nestaci pouze tento screeningovy program. Jako efektivni
feSeni je profylakticka operace. Tato operace se provadi optimalné€ ve vékovém rozmezi 35-40
let po ukonceni reprodukce. Procedura se obvykle provadi pomoci mastektomie na ochranu
ktze a souCasnou rekonstrukci. Pokud jiz byla manifestace nadoru potvrzena jako invazivni
nebo preinvazivni karcinom, zvoli se postupny piistup se zachovanim kaze subkutanni
mastektomii a soucasnou rekonstrukci implantdtu. Cilem je individualni sniZeni

pravdépodobnosti onemocnéni z 55-80 % na 1-2 %. [21.]

Bilateralni profylaktickd mastektomie je béZzné uzivana pro BRCA-pozitivni nosic¢ky. Zatimco
kontralateralni profylaktickd mastektomie se provadi u nositeli BRCA, u kterych se jiz
rakovina prsu vyvinula jako prostfedek ke snizeni rizika kontralaterdlniho karcinomu

prsu.[22.]

BéZn¢ se také zahrnuje provedeni hysterektomie s bilateralni salpingooforektomii. Operace
snizuje riziko nadoru d€loznich adnex a pobfisnice, ale také nador prsu ptiblizn€ o polovinu.
V rdmci preventivniho sledovani prsou zen je doporuceno sledovat i jiné solidni nadory

k ¢asné detekci, a to u obou pohlavi. [16.]
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Tabulka 1-Ptehled zakladni prevence zdravych nosi¢ek mutace genit BRCA 1 a BRCA 2,

1 pacientek s jednostrannym karcinomem prsu po 1écbé od 18 let [16.]

* Samovysetfeni prsou od 18 let

= Klinické vysetfeni 1x za pdl roku od 25 let véku nebo 0 10 let dfive, nez byl vék nejmladsi ptibuzné
s Caprsu

= Ve 25 a 30 letech jedna mamografie (MG) k vylouéeni mikrokalcifikaci (jedna sikma projekce na
kazdy prs)

Zdravé nosiéky mutace gent = 25-29 let: MRI a UZ stfidavé po 6 mésicich, v pfipadé velmi ¢asného vyskytu Ca prsu v rodiné je

BRCAI, BRCA2 sledovani zahajeno o 10 let dfive, nez byl vék nejmladsi pfibuzné v rodiné lécené s Ca prsu

= 30-65 let: MRI a MG stfidavé po 6 mésicich, UZ se vyuziva jako dopliujici metoda po predchozi
MRI ¢i MG

* MR prsou se provadi mezi 7. a 17. dnem menstruaéniho cyklu, nelze pouzit v dobé laktace, neméla
by byt pouzivana v |. trimestru gravidity

* 65 let a starsi: MG a UZ stfidavé po 6 mésicich (individualné podle zdravotniho stavu pacientky)

Pacientky s jednostrannym « Sledovani stejné jako u zdravych nosiéek (viz vvse)

karcinomem prsu po |écbé

s mutaci genti BRCAI, BRCA2

Tabulka 2- Ptehled pro sledovani ostatnich karcinomt v souvislosti s mutaci genu BRCA 1 a

BRCA 2 jako je karcinom pankreatu od 50 let ¢i o 10 let dfive, maligni melanom ¢i CRC od

U nosi¢l mutace genu BRCAZ s pozitivni RA Ca pankreatu zvaZeni screeningu pomoci

M CELT T LE LT EL LRI endosonografie pankreatu (EUS) 1x roéné od 50 let véku nebo o 10 let dfive, nez onemocnél
nejmladsi ¢len rodiny karcinomem pankreatu

Kozni a o¢ni vySetieni 1x ro¢né, screening individualné podle vyskytu maligniho melanomu
v rodiné

Screening maligniho melanomu

Screening CRC Od 45 let test na okultni krvaceni 1x ro¢né, kolonoskopie 1% za 3-5 let

45 let [16.]

Tabulka 3- Prehled zakladni prevence u muzl s mutaci genu BRCA 1 a BRCA 2, zahrnuje
vySetfeni prsou od 35 let a prostaty od 40 let [16.]

Screening karcinomu prsu Samovysetfeni prsou 1x mési¢né od 35 let
Screening karcinomu prostaty Urologické vysetreni véetné PSA 1x ro¢né od 40 let

5.1 Rodinna anamnéza

» Pfedchazi genetické vySetieni

48



* Doporuceni se odviji na zakladé SLG
* Proc se maji testovat i muzi:

o Muzi nesouci mutace v BRCA 1 a/ nebo BRCA 2 mohou vyvinout melanomy
nebo rakoviny prsu, slinivky bfiSni nebo prostaty. V Evropském onkologickém
ustavu jsme testovali mutace v téchto genech mnohem méné muzl nez zen
(357 oproti 4 728 od roku 2001). Sedmdesat tfi z téchto muza byli probandy,
prvni ve své roding€, ktery pozitivné testoval takové mutace; dalSich 284 bylo
zapojeno do kaskddového screeningu, coz je testovani krevnich ptibuznych lidi
se specifickymi genetickymi mutacemi. Ve srovnani se zenami je celkovy
testovaci pomér 1 ze 13 nebo 1 ze 53 pouze pro probandy. VétSina muzskych
probandt (63 ze 73) méla rakovinu prsu; 8 mélo pouze nadory bez prsu

(11 %). Zejména 40 % pacientd s rakovinou prostaty mélo mutaci BRCA. [45.]

5.1.1 Vyznam rodinné anamnézy

Rodinné anamnézy rozliSovaly relativné malo, pokud se probandce rozvinula rakovinu prsu,
kdezto mimo jiné rodinné¢ anamnézy nejlépe rozliSovaly nosi¢e od zdravych jedinci. Vék
probandky je jasn€ silnym prediktorem pravdépodobnosti nosice, ale naSe zkuSenost je
takovd, Ze rodinnd anamnéza je dileZitym urcujicim faktorem pravdépodobnosti mutace
u nedotéenych i1 postizenych Zen. [11.] Podle autozomalné¢ dominantniho vzorce dédi¢nosti
jsou predavany dal§im generacim s pravdépodobnosti 50 % a nésledné vedou k familiarni

agregaci nemoci. [12.]

Rodinnd anamnéza miZe identifikovat lidi s mirnym azZ stfedné zvySenym rizikem rakoviny
nebo muiZe slouzit jako prvni krok k identifikaci dédi€né predispozice k rakoviné, kterd
pfedstavuje velmi vysoké celozivotni riziko. [27.] Také je nezbytnym nastrojem pro
hodnoceni rizika rakoviny. [24.] Rozsah tohoto rizika se vSak bude lisit v z&vislosti na povaze
rodinné historie, konkrétné na tom, ktery piibuzny byl ovlivnén, na jejich v€ku pfi
diagnostice, poctu postizenych piibuznych a véku dotéené zeny. [29.] U rostouciho poctu
nemoci lze testovani na bazi DNA pouZit k identifikaci konkrétni patogenni varianty jako
pfi¢iny dédicného rizika a urceni, zda Clenové rodiny zdédili variantu souvisejici s touto

chorobou. [27.]
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Ptesnost rodinné anamnézy ma piimy dopad na stanoveni diferencidlnich diagndz, vybér
vhodného testovani, interpretaci vysledkii genetickych testli, zpfesnéni jednotlivych odhada
rizika rakoviny a nastinéni screeningu a doporuceni ke snizeni rizika. [24.] Pfi porovnavani
samostatné hlaSenych informaci s nezavisle ovéfenymi piipady je citlivost anamnézy
karcinomu prsu relativné vysoka, 83 % az 97 %, ale niZ8i u rakoviny vajecnikl, 60 %. [24.]
Protoze rodinna anamnéza rakoviny je jednim z dualezitych prediktorti rizika rakoviny,

ptfedstavuje analyza rodokmenu dtilezity aspekt hodnoceni rizika. [24.]

5.1.2 Nepresnosti rodinné anamnézy

Presnost a uplnost rodinné historie se musi brat v uvahu, pokud se pouzivaji k posouzeni
rizika. HlaSena rodinna anamnéza mtze byt chybna nebo osoba nemusi védét o pribuznych,
ktefi maji rakovinu. Kromé toho mohou malé rodiny a pfedcasné¢ umrti omezit informace
ziskané z rodinné historie. Rakovina prsu nebo ovarii na otcovské strané rodiny obvykle
zahrnuje vice vzdalenych ptibuznych nez rakovina prsu nebo ovarii na matefské strané, takze
informace muze byt obtiznéjsi ziskat. Dalsi omezeni spoléhdni se na rodinné historie zahrnuji
adopci, rodiny s malym poctem Zen, omezeny pfistup k informacim o rodinné historii

a ndhodné odstranéni délohy, vaje¢niki a / nebo vejcovodi pro indikace rakoviny. [24.]

5.1.3 Benefity anamnézy

Ukézalo se, Ze vzdélavani pacientll zlepSuje uplnost sbéru rodinné anamnézy a mulzZe vést
k presnéjsi stratifikaci rizika, doporuceni pro genetické poradenstvi a ke zménam
v doporucenich managementu. Potvrzeni prvotniho mista rakoviny v roding, které ovlivni
vypocet dédiénych pravdépodobnosti predispozice a / nebo odhad rizik empirické rakoviny,
muze byt dulezité, zejména pokud rozhodnuti o 1é€bé&, jako je chirurgie snizujici riziko, budou
vychézet z této rodinné historie. Pesnost se li§i podle mista rakoviny a stupné piibuznosti.
Hl4aSeni o historii rakoviny muze byt nejpfesnéjSi u rakoviny prsu a méné piesna

u gynekologickych malignit a rakoviny tlustého stteva. [24.]

5.2 Rodokmen

Rodokmen je charakterizovan jako standardizované grafické znazornéni rodinnych vztaht.
Primarné usnadnuje identifikaci modelll pfenosu nemoci, rozpoznavani klinickych
charakteristik spojenych se specifickymi dédicnymi syndromy rakoviny a stanoveni

nejlepSich strategii a ndstroji pro hodnoceni rizik. Pokud existuji dikazy o zd&déné
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nachylnosti k rakovin¢, ale genetické testovani nebylo provedeno, lze k odhadu rizika
rakoviny pouzit analyzu rodokmenu. Tento typ vypoctu pouziva pravdépodobnost, ze jedinec

obsahuje genetickou variantu a udaje o specifické penetraci pro vypocet rizika rakoviny. [24.]

Identifikace jedinct rodokmenem a analyzou mutaci BRCA 1/2 nam umozni nabidnout cilené
testovani mutaci a vhodné poradenstvi. Konkrétni studie, kterou se zabyva nemocnice
s terciarni péci ukdzala, Ze ze 127 pacientl s rakovinou prsu lécenych v letech 2014-2015,
24 z nich splnilo kritéria dédicného syndromu rakoviny prsu a vajeéniki po podrobné
verbalni pitevni a rodokmenové analyze. Byly odhaleny mutace ve 13 ptipadech (54 %), mezi
néz patfilo 9 mutaci BRCA 1 (69 %) a 4 mutace BRCA 2 (31 %) pomoci BRCA 1 a 2 dalsi
generace sekvenovani provedené po porad¢é pied testem. Naslednym poradenstvim, které bylo
provedeno po testovani byla doporucena cilend mutacni analyza pro 64 vysoce rizikovych
¢lent v téchto 13 rodinach s patogennimi mutacemi. [26.] U pfipadii rakoviny prsu muzi je
riziko dédicnosti pro autozomalné dominantni genetické podminky je 50 % pro Zeny je toho
riziko stejné. Rozdilna je zde penetrace gend, ktera muze vést k tomu, ze néktefi jedinci
v rodiné¢ nebudou ovlivnéni. [25.] Tento postup pomiize pii dohledu nad v¢asnou detekei,
vhodnou lé¢bou a prevenci nemoci sniZzenim zatéZe pro rodinu i narod. Vysledky této
pfedbézné studie zdiraziiuji vyznam genetického poradenstvi, analyzy rodokment

a genetického testovani. [26.]

5.2.1 Trigenera¢ni rodokmen

Idedlni a standartni rodinnd historie je komplexni tfigeneracni rodokmen pouzivany
v I1€karské genetice, genetickém poradenstvi a vyzkumu. Rodinnd historie pro tfigeneracni
rodokmen je definovana na piibuzné prvniho a druhého stupné. Piibuzni prvniho stupné jsou
rodice, déti a plni sourozenci. Piibuzni druhého stupné jsou prarodice, tety / strycové,

netefi / synovci, vnoucata a nevlastni sourozenci. [33.]

5.2.2 Standarty nomenklatury

Vroce 1995 navrhla pracovni skupina pro standardizaci rodokment (PSTF) Nérodni
spolecnosti  genetickych poradci (NSGC) systétm nomenklatury rodokmenti. [33.]
Nomenklatura byla vybrana na zdklad€ aktudlniho pouziti, konzistence mezi symboly,
kompatibility s pocitacem, a piizplisobivost symboli odraZejici rychly technicky pokrok

v lidské genetice. Pouziti standardizované nomenklatury rodokmenti sniZi Sance
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na nespravnou interpretaci Iékaiskych a genetickych informaci o pacientovi a roding. [32.]

Obecné symboly rodokmenu jsou uvedeny na obrazku 5.

OO

/D/O
Yal%)
HO

Standard Pedigree Nomenclature

1—Relationship line

Sibling line 3} [*——Line of descent

Male, female,
sex unspecified

Proband (consultand)

Deceased

Affected with trait

Carrier (autosomal or X-linked

Reproduction

Pregnancy

@

1O
10,

recessive inheritance)

AN Miscarriage

Asymptomatic/presymptomatic
carrier (autosomal dominant

inheritance) :

Termination of

pregnancy
|:|j| |Q| Adopted
Stillbirth
D:O Consanguinity o £
Infertility

Ijb Dizygotic twins
No offspring
'/_\ by choice

Monozygotic twins

Obrazek 5 - Standardni nomenklatura rodokmenu. Spole¢né symboly se pouzivaji
k nakresleni rodokmenu. Rodokmen ukazuje vztahy mezi ¢leny rodiny a vzorce dédi¢nosti

pro ur€ité rysy a nemoci. [25.]
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5.2.3 Dédi¢né znaky patogennich variant BRCA 1 a BRCA 2

Classic BRCA1 Pedigree

Ky %) P ]

Qvarian, dx 49

OO @ [HO @O

Breast, dx 42 Qvarian, dx 53

/‘ Breast, dx 38

Obrézek 6 - Rodokmen BRCA 1 mutace [25.]

Rodokmen znazornény na obrazku 6 ukazuje né&které z klasickych rysii rodiny s patogenni
variantou BRCA 1 ve tfech generacich, vcetné postizenych ¢lent rodiny s rakovinou prsu
nebo rakovinou vajec¢niki a mladym vékem na zacatku. Skupiny BRCA 1 mohou vykazovat
nékteré nebo vSechny tyto vlastnosti. Jako autozomalné¢ dominantni syndrom mize byt
patogenni varianta BRCA 1 pifendSena matefskymi nebo otcovskymi liniemi, jak je

znazornéno na obrazku. [24.]
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Classic BRCA2 Pedigree

JO ST e

Breast, dx 45 Ovarian, dx 58
Pancreatic, dx 55

of

/ Breast, dx 52

Obrazek 7 - Rodokmen BRCA 2 mutace [25.]

Rodokmen na obrazku vyse ukazuje nékteré z klasickych ryst rodiny s patogenni variantou
BRCA 2 napfi¢ tfemi generacemi, vcetné¢ postizenych ¢leni rodiny s rakovinou prsu
(v€etné rakoviny prsu u muzil), rakoviny vajecniki, slinivky bfi$ni nebo prostaty a relativné
mladym vékem na zacatku. Skupiny BRCA 2 mohou vykazovat nékteré nebo vSechny tyto
vlastnosti. Jako autozomalné dominantni syndrom miZze byt patogenni varianta BRCA 2
prenaSena matefskymi nebo otcovskymi liniemi, jak je zndzornéno na obrazku. [24.]
Pacientka ve studii podstoupila genetické poradenstvi po sestie, u které¢ bylo zjisténo, Zze ma
Skodlivou mutaci BRCA 1 a bylo zjiSténo, Ze neni nosi¢em. Pfes tato zjiSténi podstoupila
profylaktickou bilaterdlni salpingooforektomii s hysterektomii a patologie byla negativni na
okultni malignitu. 12 mésicl po profylaktické operaci ji byla diagnostikovdna primarni

peritoneélni karcinom.

Na obrazku 7 je rodokmen tohoto pacienta. Rodiny pacienti 1 a 5 nesly mutaci BRCA 1
187delAG. Hodnoceni nadorové tkan€ od dvou pacientli s fenoskopii pomoci PCR / kapilarni

elektroforézy neodhalilo Zadny dikaz o mutaci. [30.]
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Maternal Ancestry: German
Paternal Ancestry: Irish
No Ashkenazi Jewish ancestry or

consanguinity

Cardiac Breast dx. 70's Accident Metastatic skin cancer
“d. 92 'd?D'd?Os'd?D’ ‘ d.50 d.87
Breast dx. 42
|m|tec| contact |
D C
No mfn

Breast dx. 39 Peritoneal BRCAI- Leukemia BRCA1-Breast dx. 3

Owarian dx.  dx. 57 dx. 48 Ovarian dx. 4

58-59, no GT BRCA1/2- & BRCA1+
ﬁé) K

Breast dx. E. 20's
BRCAI+ 2841G>T

Obrazek 8 - Rodokmen pacientky studie se znamou familiarni mutaci BRCA 1 [31.]

Tento rodokmen, ktery je na obrazku 8 ptredstavuje rodinnou anamnézu rakoviny u pacientky.
Proband nebo plivodni pacient je oznacen Sipkou. Typ rakoviny, ktery ma kazdy ptibuzny v
anamnéze, se oznacuje pod symbolem rodokmenu. Pokud mél ptibuzny genetické testovani a
bylo zjisténo, Ze nese znamou familiarni mutaci BRCA 1, je to také oznaceno pod jejich
rodokmenem. Pokud je relativni testovana negativni na zndmou familiarni mutaci BRCA 1, je
to také oznaceno pod jejich rodokmenovym symbolem. Proband mél uplné genové
sekvenovani a dele¢ni / duplicitni analyzu gentt BRCA 1/2. Z toho diivodu je ,,BRCA 1/2¢
uvedena pod symbolem rodokmenu. Bylo také zjisténo, Zze proband mad v MSH2 variantu

nejistého vyznamu. [30.]
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‘RE AE 5
g6 O ou

e AZEEge

unilateral o ' bilateral @ .
avarian cancer astric cancer counsellee
breast cancer breast cancer 9 ¥ ol

* Mutation carrier
(-} Mutation excluded
Obrazek 9 - Rodokmen dvou rodin spliujicich kritéria pro dédi¢nou rakovinu prsu

a vajecniki [39.]

Rodokmen na obrazku 9 popisuje dvé rodiny, kde byla prokazana rakovina prsu a vajecnik.
Rodokmen A znazoriiuje rodinu, ve které zemieli vSichni pacienti, u kterych se vyvinula
rakovina. Zjistili jsme, Ze se jedna o patogenni mutaci genu BRCA 2. Probandka nezdédila

mutaci, a proto ji bylo mozné zbavit obav, Ze zdédila genetickou predispozici od své matky.

Rodokmen B zndzorfiuje rodinu, ve které pacient 2 trpici rakovinou prsu odmitl genetické
testovani. Patogenni mutace genu BRCA 2 identifikovana v nadorové tkani dostupné od
jednotlivee 1. Cilena analyza odhalila, ze dcera (3) také nesla mutaci, coz potvrdilo, ze
varianta identifikovana v nddorové tkani od matky byla skute¢né zarodecnou variantou. Dcera
byla proto zatfazena do vysoce rizikového programu screeningu rakoviny prsu a vajecniki.

[39.]
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Died of HHC
ILa ILb ILe ILd ILe
< ? Il
0C 47 55 BC 52, OC 62 60 LC 55
BRCAI ¢.190T>C BRCAI ¢.190T>C BRCAI ¢.190T>C | BRCA2 ¢.9090dup
11La o

BC 35
BRCAI ¢.190T>Cd& BRCA2 ¢.9090dup

B La Lb
O——,El/ I

BC 59 Died of old age
ILa ILb ILc I.d ILe
BC 49 BC 54 66
Died of OC
liLa 1Lb llLe
36 42

Obrézek 10 — Rodinny rodokmen BRCA 1 a BRCA 2 mutace [46.]

V rodokmenu jsou pacienti s rakovinou s mutacemi oznaceni pevnymi symboly, zatimco
zdravi nositelé jsou oznaceni polovi¢nimi pevnymi symboly. Pozdni jednotlivci jsou oznaceni
symboly zktiZzen¢ho zkresleni. Probandy jsou oznaceny Sipkami. Neznamy stav BRCA je
oznacen otaznikem. VEk pod symboly oznacuje vek diagnostikovany rakovinou pro pacienty

a aktudlni vek pro zdravé nosice.

Rodokmen A znazorfuje rodinu s mutaci genu BRCA 1 a BRCA 2. Pacient Il.e ma rakovinu

plic a odmitl podstoupit testovani BRCA.

Rodokmen B znazoriiuje rodinu s mutaci genu BRCA 1. Pacientka I.a mé rakovinou prsu bez

mutace genu BRCA 1. [46.]
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5.2.4 Rodokmen s negativni mutaci BRCA

FOOO T OMO O
0O 00DOIL

Breast 50 Breast 50 Breast 46 Thyroid 39
Thyroid 50

‘) Breast cancer
O Other cancer

M Exome sequecing

Obrézek 11 — rodokmen rodiny s anamnézou rakoviny prsu [43.]

Rodokmen znazorfuje tfi sestry, které mély v anamnéze rakovinu prsu, zatimco druhd sestra
méla souCasné rakovinu §titné zlazy. Tato sestra byla geneticky testovana na mutace BRCA
a BRAF, ale negativni na mutaci BRCA. V pifedchozi generaci nebyli Za4dni ¢lenové rodiny

s rakovinou prsu nebo §titné Zlazy.

Pro analyzu byla vybrana korejska rodina, ve které tfi sestry maji v anamnéze rakovinu prsu.
Druha sestra méla soucasné rakovinu prsu a §titné Z1azy a dalsi sestra bez rakoviny prsu méla
anamnézu rakoviny Stitné Zlazy. V predchozi generaci nebyli zadni ¢lenové s rakovinou prsu
nebo §titné zlazy. Druha sestra podstoupila genetické testovani mutaci BRCA a BRAF a byla
detekovana mutace BRAF, somatickd mutace. V genech BRCA 1 a BRCA 2 vSak nebyla
detekovédna Zddna mutace, a to ani metodou amplifikace sondy zavislou na multiplexni ligaci.

[43.]

5.3 Bilateralni profylakticka mastektomie

Bilateralni profylaktickd mastektomie zahrnuje odstranéni obou zdravych prsou,
aby se v prvni fad€ zabranilo rozvoji rakoviny prsu jako forma primarni prevence. [22.]
S bilateralni profylaktickou mastektomii souvisi par malych problémt. Jednim z problémi je
optimalni nacasovani bilateralni profylaktick¢é mastektomie. Pro bilateralni profylaktickou
mastektomii neni stanovena pevna lhita; mize byt provedeno, jakmile je genetické testovani

dokonceno nebo muze byt odloZeno na neurcito. Je vSak tieba vzit v uvahu, Ze rakovina prsu
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u nosict mutaci BRCA 1 se vyviji ve vyrazné mladsim véku, asi o 10 let diive nez sporadicka
rakovina prsu. Proto je rozumné diskutovat o moznosti profylaktické operace v okamziku
zjisténi stavu mutace BRCA. Dal$im problémem je vliv bilateralni profylaktické mastektomie
na kvalitu zivota. Cilem je odstranit dostate¢né mnozstvi prsni tkané pro optimalni snizeni

rizika a poskytnout esteticky pfijatelny vysledek pomoci rekonstrukéni chirurgie.

Mastektomie Setfici kizi a bradavky jsou také povazovany za bezpetné. Riziko malignity
po zachovani dvorce je 3,5-5,5 % za 5-7 let. Je pravdépodobné, ze rtizné typy mastektomie
mohou mit rizné G¢inky na spokojenost pacienta. K rozeznéani tohoto problému je zapotiebi

dalsich studii. [22.]

5.4 Mamografie

V poslednich 50 letech je mamografie zlatym standardem pro screening rakoviny prsu u zen
v bézné populaci a je jedinou zobrazovaci modalitou prsu, u niz bylo prokézano, ze snizuje
umrtnost na karcinom prsu v randomizovanych kontrolovanych studiich. V souladu
s tim se v poloviné 90. let identifikovaly zeny, které nesly mutace BRCA 1 a BRCA 2,
kazdorocni mamografie se pro tyto zeny stal doporuCenym screeningovym rezimem.
Perspektivni studie vSak ukazaly, Ze s timto pfistupem byla detekovana velka ¢ast rakovin

v suboptimalnim stadiu. Mira intervalu rakoviny se pohybovala od 35 % do 50 %.

Existuje pravdépodobné nékolik faktorti zpusobujicich nizkou citlivost mamografie. Mladé
zeny maji obecné vétsi radiologickou hustotu prsu nez starSi Zeny, coZz zakryva detekci
malignity. AvSak 1 u Zen dané v€kové skupiny se ukdzalo, Ze zejména rakoviny souvisejici
s BRCA 1 jsou mamograficky méné detekovatelné. Histologicky s rakovinou souvisejicimi
s BRCA 1 jsou obvykle buné¢né a masité s kulatymi tla¢icimi okraji, coZ ma za nasledek
benign€j$i mamograficky vzhled, spiSe nez cirkulacni s nepravidelnymi infiltracnimi okraji,
jako je mnoho sporadickych rakovin. NiZ§i citlivost mamografie na BRCA 2 souvisejici
sporadickym rakovindm. Rozumnym vysvétlenim je, ze v priméru nadory souvisejici
s BRCA 2 maji rychlej§i zdvojnasobeni doby nez sporadické nadory, coz zvySuje
pravdépodobnost, Ze se projevi jako hmatatelné intervalové nadory, misto aby byly zjiStény

v dal$im kole screeningu. [23.]
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5.5 MRI=Magneticka rezonance

Na zdkladé¢ znamé incidence rakoviny souvisejici s v€kem u nosici mutaci BRCA
se doporucuje, aby screening MRI zacal ve véku 25 nebo 30.[23.] Na rozdil od mamografie,
ktera se spoléha na anatomickou hustotu, zkresleni a kalcifikaci, aby se zjistila malignita,
poskytuje kontrastni magnetickd rezonance funkcéni hodnoceni tkané prsu. Jeho schopnost
detekovat neovaskularitu nadoru a peritumoralni zanét zpisobuje, ze jeho citlivost je relativné
nezéavisla na hustoté prsu a vyssi nez u jakékoli jiné formy zobrazovani prsu. Pfiblizn¢ 50 %
invazivnich rakovin vykazuje klasicky MRI vzorec ¢asného zesileni kontrastu a pfed¢asného
vymyti, protoZe kontrastni ldtka se hromadi rychleji a vymyvé se rychleji z cévniho nadoru
nez z normalnich nebo benignich tkani. Nékteré morfologické znaky jsou také typické pro
malignitu, véetné spikulace nebo nepravidelného okraje 1éze a zvySeného zlepSeni periferie
1éze. Absence zesileni dobte koreluje s nepfitomnosti invazivniho karcinomu prsu s negativni

prediktivni hodnotou vyssi nez 95 %. [23.]
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6 Zavér

Mutace v genech BRCA 1 a 2 jsou prokazanym rizikovym faktorem celé fady onkologickych
zvratll. NejCastéji je s témito geny spojovana rakovina prsu, ale i rakovina vajecniku, ktera je
mirné upozadéna. Tato onemocnéni se samoziejmé tykaji zen, ale i u muzii mohou mutace

v BRCA zptsobovat onkologické zvraty (nejéastéji spojené s rakovinou prostaty).

Prvnim preventivnim opatienim zafazujicim ¢lovéka do rizikové skupiny by méla byt rodinna
anamnéza mutace BRCA. Pokud existuje geneticky profil Zenskych i muzskych predkd,
dokaze tato rodinna retro-analyza ukézat, zdali Clov€k bude patfit do rizikové skupiny

a ptipadné ho vc€as odeslat na genetické vySetieni.

Samotné vysetfeni je sice dnes jiz dostupné, ale stile se nejedna o jednoduchou analyzu,
jelikoz mutaci v BRCA genech je jiz nyni popsdno nckolik set a stale se objevuji dalsi.
Samoziejmé ne vSechny mutace musi vést k onkogennim zvratim. Na zaklad€ studii bylo
vybrano nékolik dalSich markert, které jsou doporuovany k analyze spolu s BRCA geny
(napt. CHEK2, TP53, PTEN, CDH1, PALB2, BRIP1, ATM, RAD51C, RAD51D, STKI11,
BARDI1, NBN). [44.]

Jelikoz se tedy jednd o komplexni genetické vySetieni, kde nestac¢i pouha analyza nékolika
jednobodovych mutaci, ale je nutnd analyza velkych oblasti DNA metodou, ktera si ziskdva
pfevahu je vysokokapacitni sekvenovani nové generace, méné¢ uz vysokokapacitni
hybridiza¢ni techniky nebo techniky amplifikacni, které lze ale pouZit pro hruby screening,

diky rychlosti a cené.

Dle provedené reSerSe jsou jiz velmi propracovany nejen analytické metody a lécebné
postupy, ale pfedevSim preventivni programy, které umoziuji v€asné zachyceni rizikovych

skupin (rodin) a jedinct.
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