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ANOTACE
Bakalarska prace se zabyva spojitosti rakoviny prsu s BRCA geny, miRNA a metylaci DNA.

V prvni Casti se prace vénuje obecné rakoviné prsu. Dale BRCA gendm, které pii tomto
onemocnéni hraji velkou roli a epigenetickymi markery, mezi které patii miRNA, metylace
DNA a metylace histond. V druhé casti se prace vénuje pravé spojitosti rakoviny prsu
s BRCA geny, miRNA a metylaci DNA.
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TITLE
Relationship between breast cancer and BRCA genes, miRNA and DNA methylation

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with relationship between breast cancer and BRCA genes, miRNA
and DNA methylation. The first part describes breast cancer, BRCA genes which play a large
role in this disease ans epigenetic markers that include miRNA, DNA methylation and histone
methylation. In the second part the bachelor thesis deals with relationship between breast
cancer and BRCA genes, miRNA and DNA methylation.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
5mC — 5-methylcytosine

Acetyl-CoA — acetylkoenzym A

ADP — adenosindifosfat

BP — pocet bazi v genomu

BRCA — BReast CAncer

CA — karcinom antigen

cDNA — komplementarni DNA

CE — kapilarni elektroforéza

CEA — karcino-embryonalni antigen

CpG — cytosin-guanin marker

DNA — deoxyribonukleova kyselina

HA — heteroduplexni analyza

HER-2 — humanni epidermalni receptor 2
HRM — High Resolution Melting, vysokorozlisovaci analyza kiivek tani
INCRNA — dlouhé nekddujici RNA

MBD — Methyl-CpG-vazebna doména
mMiRNA — microRNA

MLPA — Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, multiplexni amplifikace zavisla
na ligaci prob

MRNA — messengerova RNA

MSRE — Restrik¢ni enzymy citlivé na methylaci

NGS — sekvenovani nové generace

PARP — poly (ADP-riboza) polymeraza

PCR — polymerazova fetézova reakce

piRNA — PIWI RNA

PTT — Protein Truncation Test, proteinovy zkraceny test
gPCR — kvantitativni polymerazova fetézova reakce
RNA — ribonukleova kyselina

siRNA — small-interfering RNA

SNP — jednonukleotidové polymorfismy



TERMINOLOGIE

Aberantni: odchylny

Adjuvantni lécba: zajistovaci 1écba provadéna po zakladni 1é¢ebné metodée

Alela: konkrétni forma genu

Amplifikace: postup, pii kterém vznika mnozstvi kopii genetického materialu (DNA, RNA)
Amplikon: ¢ast DNA nebo RNA, ktera je zdrojem/produktem amplifikace nebo replikace
Angiogeneze: proces tvorby krevnich kapilar

Apoptoza: programovana bunécna smrt k eliminaci nepotiebnych nebo poskozenych bunek
Areola: pigmentovany dvorec kolem prsni bradavky

Biopsie: odbér vzorku tkané z Zivého organismu k morfologickému vySetteni

Cytostatika: 1éky uzivané k 1é¢bé zhoubnych nadori

Delece: druh chromozomové mutace, pti niz chybi ¢ast chromozomu vcetné ptislusnych gent
na ni uloZzenych

Denaturace: zmeéna prostorového uspotfaddani molekuly, pii niz dochazi ke ztraté jeho
biologickych funkci

Disociace: oddéleni se

DNA polymeraza: enzym, ktery katalyzuje polymeraci DNA

Duplikace: zdvojeni genu

Dysregulace: porusena funkce regulace

Enzym: organicka molekula urychlujici reakce v organismech

Epigenetika: cesta prenosu dédi¢né informace

Exon: usek genu, ktery koduje urcitou ¢ast funkéni RNA

Exprese genu: vyjadieni informace obsazené v genu

Fenotyp: soubor vsech pozorovatelnych vlastnosti a znaki Zivého organismu

Fluorescence: jedna se 0 sekundarni zafeni, které je charakterizovano vyzafenim energie ve
velmi kratké dobé

Gen: zakladni molekula dédi¢nosti

Genotypovani: stanoveni genotypu jedince

Homeostdza: udrzovani stalosti vnitiniho prostfedi organismu
Integrita: neporusenost

Interkalace: vmezefeni urcité latky mezi obé vlakna DNA



Karcinom: zhoubny nador vznikajici z epitelu

Komplementarita: schopnost se doplnit (specifické parovani bazi)

Kvadrantektomie: chirurgické odstranéni ¢tvrtiny prsu

Lumpektomie: chirurgické odstranéni nadorového loziska s dodate¢nym lemem zdravé tkané
Mastektomie: chirurgické odstranéni celého prsu

Melting: proces tani

Metastaza: druhotné nadorové lozisko, kdy se nadorové bunky oddélily od mateiského
loziska

Mutace: zména v molekule DNA
Neoadjuvantni lécha: 1éEba provadéna pied planovanym zakladnim 1é¢ebnym zakrokem
Noduly: uzliky

Nonsense mutace: jednobodova substitu¢ni mutace, kdy vznika zjiného kodonu kodon
terminacni

Nukleovd bdze: zakladni soucast nukleovych kyselin
Oligonukleotid: dva a vice nukleotidl spojenych specifickou chemickou vazbou
Paliativni lécha: 1é¢ba, jejimz cilem je komplexné zlepsit kvalitu Zivota nemocného

Primer: fetézec nukleové kyseliny dlouhy né€kolik aminokyselin, ktery slouzi jako pocate¢ni
misto replikace DNA ¢i RNA

Proliferace: chorobny rust tkan¢, bujeni

Protoonkogen: geny, které jsou odpovédné za proliferaci bunék

Recidiva: opétovné znamky onemocnéni, ktera jiz nebyla po 1€¢bé prokazatelna
Sekvenovani: ur¢eni sekvence nukleotidi dané molekuly DNA

Subfebrilie: zvysena télesna teplota na 37 az 38 °C

Terminator: ¢ast sekvence nukleové Kyseliny, ktera béhem transkripce oznacuje konec genu
Transkripce: ptepis genetické informace z DNA do molekuly RNA

Translace: pteklad nukleotidové sekvence mMRNA do sekvence aminokyselin proteinu

Tumorigeneze: vznik nadoru



UVvVOD

Rakovina prsu patii mezi nejéastéji diagnostikovana onkologicka onemocnéni u Zen
v Ceské republice, ve vyjimeénych piipadech i u muzi. Vétsina karcinomi je odhalena
az v pokrocilém stadiu, kdy se zhorSuje prubeh 1é¢by a Gi¢innost vyléceni Se snizuje.

Toto onemocnéni je podminéno piedevsim genetickymi faktory jako jsou piimé
sekven¢ni zmény (mutace), ale i zmény epigenetické (metylace DNA) a v neposledni fadé¢ se
do tohoto procesu zatazuje i mMiIRNA, ktera méni miru exprese gend.

V této praci bych rada poukazala na spojitost mezi rakovinou prsu, BRCA geny

a ovlivnénim jejich exprese.
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1 Rakovina prsu

Karcinom prsu je celosvétoveé nejcastéjSim zhoubnym nadorovym onemocnénim

Cvwr

Vv

s dlouhou historii, ktera saha do pocatku lidskych dg&jin (Vorlicek, 2012).

7y w

1.1 Anatomie prsu a mlécéné zlazy

Vlastni prs (mamma) je tvofen koznim krytem, tukovym vazivem a mlécnou zlazou.
Na vrcholu prsu je silngji pigmentovany dvorec (areola mammae), uprostied kterého se klene
prsni bradavka (papilla mammae). U bradavky je pfitomna hladka svalovina, diky které se
muze napiimit. Prs je ke ktzi fixovan vazivovymi pruhy, které se nachazi v celé tloustce
prsu. Ke svalim je pfichycen pevnou povazkou (Nanka, 2015; Merkunova, 2008; Horak,
2000).

Prs dospélé Zeny se rozklada od 2. po 6. zebro. Velikost je individualni a béhem Zivota
se méni, zavisi na Stavu organismu Zeny, rase, vyzivé apod. Zlaza je tuboalveolarniho typu
a sklada se z 15-20 lalokd, ze kterych vychazi mlécné vyvody tzv. mlékovody.

Znalost lymfatické drenaze prsu je klinicky velmi dulezita praveé kvili karcinomu prsu.
Mizni systém zacina jako pleten v oblasti dvorce a lymfa odtéka do axilarnich uzlin (Narka,
2015).

hrudni ko$

tukova tkan - )
podprsni ryha

Obrazek 1 — Prufez zenského prsu
(ptfevzato z: https://lanotte.cz/blog/anatomie-nader-a-podprsenkova-biomechanika)
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1.2 Epidemiologie
Karcinom prsu je nejéetngj$im zhoubnym nadorem Zen. Cetnost vyskytu se ve svéte
zvysuje 0 1-2 % roéné. Ceska republika v porovnani s ostatnimi zemémi svéta zaujima
34. misto a vV porovnani S evropskymi zemémi 22. misto. V letech 2012-2016 byl prumérny
ro¢ni narust nové diagnostikovanych karcinoma prsu 7150, coz piedstavuje 133,5 karcinomu
na 100 tisic Zen. Cetnost karcinomii prsu stoupa po 35. roku véku a nejvétsi nardist nové
diagnostikovanych karcinomi je ve véku od 20 do 49 let. VV Ceské republice v letech 2012—

2016 ro¢n¢ zemielo pramérné 1649 zen (Abrahamova, 2019).

C58 - ZH prsu, Zeny -4 Incidence
Wivoj v Case - Mortalita

ASRECWY

0 M
1 Zdroj dat: OZIS CR

SEESSEELEFIELE LI

Analyzovana data: Niinc)=206930, M{mor)=75844

=]

R Y Y )

P svod .cz

T
A
&

Obrazek 2 — Vyvoj ¢etnosti incidence nadort prsu a mortality na rakovinu prsu v populaci ¢eskych zen
(pfevzato z: https://svod.cz/analyse.php?modul=incmor#)

1.3 Etiologie a rizikové faktory

1.3.1 Pri¢ina vzniku karcinomu prsu

U rakoviny prsu nebyla doposud objasnéna pii¢ina vzniku. I pfes intenzivni vyzkum
nejsme stale schopni fici, které Zeny budou zhoubnym nadorem prsu ohroZeny a u kterych Zen
je obava zbyte¢na. Navzdory provedené epidemiologické studie jsou odhady rizika vzniku
karcinomu prsu pouze pravdépodobnosti. Nejvyznamnéjsi cestou k pochopeni pticiny tohoto

onemocnéni je studium rizikovych faktori a pochopeni skute¢né ulohy jednotlivych
rizikovych faktor (Abrahamova, 2003).

1.3.2 Rizikové faktory a vyznam jejich sledovani

Jako rizikové faktory pro vznik rakoviny prsu rozumime udaje ze zivota zeny, které
zvysuji nebo snizuji pravdépodobnost rozvoje onemocnéni. Prostiednictvim vhodné prevence

a uspésné 1écby mulze byt dosazeno snizenim poctu zen, které onemocni karcinomem prsu.
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Studium rizikovych faktort umoznuje zformulovat obecné zasady prevence a dale nam
vymezit skupiny zen, které maji zvysené riziko na vznik, a tim padem se snizuje imrtnost

na rakovinu prsu (Abrahamova, 2019).

1.3.3 Faktory Zivotniho stylu

Alkohol je trvale spojen s rizikem vzniku karcinomu prsu. Mechanismus ucinku
alkoholu je dan prostfednictvim ovlivnéni hladiny estrogenti, naruS$enim integrity buné¢nych
membran a inhibici repara¢nich zmén v DNA (Protheroe, 1999; Liu, 2015; Abrahamova,
2019).

Stravovaci navyky. Mnozstvi a slozeni pfijimané potravy uzce Souvisi S rizikem
vzniku karcinomu prsu. Mezi potraviny, které potencialné¢ zvysuji tvorbu karcinomu patii

¢ervené maso, zpracované maso a mléko (Kazemi, 2021).

MnozZstvi télesného tuku, jeho rozlozeni v organismu a vék v dobé nadvahy ovliviuji

metabolismus estrogenti. Tim se zvysuje riziko vzniku karcinomu prsu (Engin, 2017).

Fyzicka aktivita predstavuje vztah ke snizenému riziku vzniku karcinomu prsu.
Zvysena fyzickd namaha inhibuje produkci steroidnich hormond ve vaje¢nicich a snizuje

hladinu krevniho inzulinu (Ueji, 1998; Friedenreich, 2010).

1.3.4 Faktory osobni anamnézy
Vék je hlavni rizikovy faktor vzniku karcinomu prsu. Riziko vzniku karcinomu

s veékem nardsta nejvice od 50 let véku (Gail, 1989).

Rasa patti také mezi rizikové faktory vzniku karcinomu prsu. Riziko vyvoje
onemocnéni Se U jednotlivych etnickych skupin lisi. U bélosské populace je prokazané riziko

vys$si nez u populace Cernosské a Asiatek (Abrahamova, 2003).

1.3.5 Hormonailni a gynekologické faktory
Prvni menstruace (menarché), ktera nastane ve diivéjSim véku, patii k opakované

potvrzovanym vyznamnym rizikovym faktoram vzniku karcinomu prsu (Khalis, 2018).

Menopauza a jeji vyssi vék zvysuje riziko vyvoje onemocnéni. Menopauza ovliviiuje
délku expozice organismu estrogend, proto se povazuje za rizikovy faktor vzniku karcinomu
prsu. Uréeni véku menopauzy je vyznamné prO spoluptsobeni s jinymi faktory, jako je
obezita ¢i hormonalni terapie (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer,
2012).
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VéEKk pii prvnim porodu vyrazné zvySuje riziko karcinomu prsu u bezdétnych zen
a zen s prvnim porodem po 35. roce véku. Klicovym mediatorem zvySeného rizika metastaz

je poporodni involuce prsu (Borges, 2020).

Pocet porodu je nezavisly na v€ku zeny pii prvnim porodu. U Zeny s vyS$im poctem
déti lze pozorovat snizeni rizika vzniku karcinomu prsu, a to v disledku kratsiho zivotniho

obdobi pod vlivem estrogent (Abrahamova, 2019).

Hormonalni 1é¢ba piimo ovliviiuje metabolismus steroidnich hormonti v organismu.
Obecné je mozné Fict, Ze u zen uzivajici hormonalni piipravky existuje zvysené riziko vzniku
karcinomu prsu. Dilezity je vsak vék pii jejich uzivani a délka obdobi uZivani. Rada studii
prokazala zvysené riziko u Zen, které pouzivaly hormonalni antikoncepci, a to do 10 let

od ukonceni uzivani antikoncepce (Gompel, 2019).

1.3.6 Genetické faktory

Pomérn¢ Casto se u Zen s karcinomem prsu prokazuje vyskyt zhoubnych nadort
v roding. Tento vyskyt by mél byt divodem genetického vySetieni a pouze u ¢asti rodin se
podaii prokazat dédi¢nou dispozici. Pii negativnim vysledku neztraceji informace
o familiarnim vyskytu na dualezitosti. Tyto nador jsou divodem k zahajeni prevence
v mlad$im véku. Pokud neni mutace prokazana u znamého genu, mize jit 0 mutaci

neznamych gent.

Riziko vzniku karcinomu prsu se zvétSuje u zen, U Kterych pokrevni piibuzni
onemocnéli touto nemoci. Pokud se vyskytne karcinom prsu u matky, sestry nebo dcery, je

riziko skoro dvojnasobné nez u ostatni populace (Abrahamova, 2019).

1.4 Prevence

1.4.1 Samovysetfovani

SamovySetfovani patii mezi nejjednodussi metody vEasného zachytu rakoviny prsu.
Toto vySetieni si zena provadi sama kazdy mésic. Nejlep$im obdobim pro samovysetfovani je
druhy nebo tfeti den po skonceni menstruace, protoze prsy jsou bez jakéhokoli napéti.
Spoustu Zen toto vySetieni neumi a spravné ho provadi pouze hrstka, 1ze vSak fici, ze Zeny,

které samovysetfovani umi, ptichazeji k 1ékati s mensimi nadory (Abrahamova, 2019).

1.4.2 Screening

Mamografie je nejefektivnéjsi metodou véasného zachytu nadoru prsu. Jde o zakladni

diagnostickou a screeningovou metodu vysetieni prsu, kdy ktomuto vysetfeni slouzi
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mamograf, ktery pracuje na principu rentgenového zobrazeni. Pfi této metod¢ je mozné
zachytit rakovinu prsu dfiv, nez je bulka nahmatatelna, tim se zlep$i podminky pro 1é¢bu
a vyléceni je pravdépodobnéjsi.

Po provedenych studiich se ukazuje, Ze absolutni efekt screeningu je mensi nez se
¢ekalo. Screening vede k tomu, ze u nékterych zen bude diagnostikovana rakovina, i kdyz by

jejich nador nevedl k nemoci nebo smrti. Tyto Zzeny poté podstupuji 1é¢bu zbyte¢né a mohlo

by dojit k psychickym potizim (azkosti a nejistota) (Getzsche, 2013).

Obrazek 3 — Mamografické snimky zdravého prsu a prsu se zhoubnym nadorem
(pfevzato z: https://lwww.vitalia.cz/galerie/mamma-centrum-zeleny-pruh/)

1.5 Klinické projevy

Symptomy karcinomu prsu mizeme rozdé€lit na celkové a lokalni. Celkové priznaky
byvaji nespecifické a mizeme sem zatadit subfebrilii, inavu, bolest patefe. Nejcastéji se
vyskytujicim projevem karcinomu prsu je nebolestné zdufeni nebo rezistence
s nepravidelnymi okraji kdekoliv v prsu. Dale se miiZze jednat o zmény na bradavkach, jako
jsou jejich deformity nebo vtazeni, krvaceni nebo sekrece z mlékovodu. Také se muze
vyskytnout zména barvy kiaze jako zarudnuti, vtahovani kuze vzhledem pfipominajici
pomeranc¢ovou kuru, dilkovaténi a otok. Na nadorové onemocnéni také upozorni rezistence

v axile nebo v nadklicku (Chovanec, 2008).

Mezi priznaky pokrocilé choroby patii zjisténi metastdz do jinych organovych
systému, napt. do kosti, jater a mozku. K tomuto metastazovani dochazi ve 20-40 %, protoze

se Vjizvach po operaci vyskytuji satelitni podkozni noduly, které se oznacuji jako
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metastatické lentikuly. Ptiznaky vzdalené metastaze jsou bolest urcité oblasti, dusnost a kasel

a neurologické ptiznaky, napt. zavraté a bolesti hlavy (Soumarova, 2019).

1.6 Diagnostika
Zakladem pro diagnézu karcinomu prsu je podrobna rodinnd i osobni anamnéza.
Nejjednodussi metodou zachytu karcinomu je samovySetieni prsu, které si Zena provadi sama.
Mezi nejefektivnéjsi metody vcasné detekce patfi mamografie, kdy lze detekovat

mikrokalcifikace, které mohou byt prvnim pfiznakem této nemoci (Chovanec, 2008).

Kompletni krevni obraz dokaze informovat 1ékafe o odchylkach, které mohou ovlivnit
[éCebny postup. Pii biochemickém vysSetfeni séra lze posoudit ¢innost ledvin a jater. Tato
stanoveni mohou byt doplnéna stanovenim nadorovych markerit CEA (karcinomembryonalni
antigen) a CA 15-3 , které ale nemohou jednozna¢né potvrdit ani vyloucit pFitomnost
nadorovych bunék (Abrahamova, 2019).

Zékladni metodou pro zobrazeni prsu u mladych zen je ultrasonografie neboli
ultrazvukové vySetieni. Toto vySetieni nepfinas§i nezadouci U¢inky, a proto muze byt
vyuzivano opakované a bez omezeni. VySetfeni prsu se provadi v celém rozsahu prsu
a lymfatickych uzlin. Hlavni pozornost se vsak upina na nalezené lozisko. VétSinou se jedna
onalez cysty, které maji typicky vzhled a nejsou indikaci k vyraznéjsimu sledovani.
Pfi rastové aktivit¢ loziska je vzdy davod k bioptickému vySetfeni. Maligni nadory
pfi sonografii maji typicky vzhled nepravidelného, nehomogenniho loziska s neostrym

ohrani¢enim a dorsalnim stinovanim (Steyerova, 2019).

Prs lze vySetfit i za pomoci magnetické rezonance pro odhaleni multifokalniho
postizeni. Pomoci pocitatové tomografie, 1ze hodnotit vztah nadoru k okoli. Také lze pouzit
pozitronova emisni tomografie, kdy muzeme odliSit nenadorovy puvod rezistence

od nadorového (Prausova, 2010).

1.6.1 Histopatologické vySetieni

Pokud 1ékaf za¢ne mit podezieni na zhoubny nador, musi se provést histologické
vysetfeni podezielé tkan€. Toto vySetfeni se provadi pomoci biopsie, coz je napichnuti loziska
jehlou. Pokud se jedna o cystu, je potieba vySetiit obsah cysty. Ziskany tkanovy material
vySetiuje po zpracovani patolog pod mikroskopem, kdy se uréi typ nadoru (Abrahamova,
2019).
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1.7 Lécba

Terapie karcinomu prsu je individualni s ohledem na pacientku jeji onemocnéni.
Nejcastéji se kombinuji lokoregionalni metody (chirurgie a radioterapie) a systémové metody
(chemoterapie, hormonalni terapie, biologicka 1é¢ba). Nepostradatelnou soucasti 1écby je
podplrna terapie, ktera ovliviluje symptomy a nalezy zplisobené onemocnénim. Stanoveni
postupu terapie probiha pomoci multidisciplinarniho tymu, ktery se intenzivné zabyva
problematikou karcinomu prsu. Pii posuzovani terapie zohledniujeme dva zakladni aspekty,
které formuluji a modifikuji navrh terapie. Prvnim aspektem je pacientka, jeji vék, celkovy
stav, vyskyt jiného onemocnéni, piedchozi a soucasna terapie. Druhym aspektem je nador,
jeho rozsah, histopatologicky nalez a zné&j vyplyvajici prognostické a prediktivni faktory

(Soumarova, 2019).

1.7.1 Chirurgicka lécba
Pii chirurgické 1é¢b¢ je cilem operace odstranit nador a minimalizovat riziko navratu

rakoviny. Operace v axile dokaze uréit stadium onemocnéni a prognézu (Cmejlova, 2020).

V soucasné dob¢ se provadi modifikovana radikalni mastektomie dle Pateyho. U této
metody se odstrani a histopatologicky vySetii aspon 10 uzlin. V poslednich letech se zavedla
zachovna, prs Setfici operace. Mezi tuto metodu patii kvadrantektomie, u které se odstrani
ptislusny kvadrant s nddorem. Dale pak lumpektomie, u které se odstrani nddor s minimalné
jednocentimetrovym okrajem zdravé tkané. Pro indikaci tohoto vykonu je nutna spolecna

konzultace mezi chirurgem a onkologem (Prausova, 2010).

1.7.2 Radioterapie

Radioterapie vyuziva vysokoenergetické zafeni, jehoz zdrojem jsou izotopové
ozafovace nebo linearni urychlovace. Radioterapie lze rozdélit na zevni a intersticialni.
U intersticialni radioterapie jsou zafi¢e implantovany po ur¢itou dobu piimo do nadoru.
Tato metoda se provadi pooperacné pii konzervativnich chirurgickych vykonech, kdy se
ozatuje zbytek prsni zlazy nebo jizva po odnéti prsu. Cilem radioterapie je sniZeni rizika
vzniku lokoregionalnich recidiv, podilet Se na zmenseni nadoru nebo tlumit obtize, které se

vyskytuji z divodu pfitomnosti metastaz (Chovanec, 2008).

1.7.3 Chemoterapie
Chemoterapie je systémova lécba cytostatiky, které zasahuji do mnozeni nadorovych
bunék a tim je ni¢i. Cytostatika se pienasi krvi a pusobi v celém organismu. Nejcastéji se

podavaji ve formé& injekci nebo infuzi do zily. Tato metoda zasahuje vSechny buriky téla a tim
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padem se objevuje spoustu nezadoucich uc¢inkii. Mezi nejcastéji se vyskytujici nezadouci
ucinky chemoterapie patii: pocit nevolnosti az zvraceni, nechutenstvi, ztrata vlast, vynechani
az uplné vynechavani menstruace, defekty na sliznici ustni dutiny, slabost a pokles bilych
krvinek (Petrakova, 2006).

Existuji tii zékladni indika¢ni skupiny chemoterapie v systémové 1é¢bé karcinomu
prsu: adjuvantni, neoadjuvantni a paliativni. Adjuvantni chemoterapic se aplikuje
po chirurgickém odstranéni nadoru. Cilem této metody je likvidovat zbytkovou populaci
nadorovych bunék — mikrometastazy, prodlouzeni beznadorového intervalu a celkové doby
preziti. Adjuvantni chemoterapie by méla byt zahajena do tii tydnt od chirurgického vykonu.
Neoadjuvantni chemoterapie je podani cytostatik pied chirurgickym vykonem. Tato metoda je
indikovana pro zeny s pokrocilym, ale technicky operabilnim primarnim nadorem, nebo u Zzen
s velkym primarnim nadorem omezené operability. Cilem této 1é¢by je zmenseni primarniho
nadoru, a tim zlepSeni operability. Paliativni chemoterapie se pouziva u ctvrtého stadia
karcinomu prsu. Cilem je pouze ustup projevi nemoci, usnadnéni a prodlouzeni zivota

s chorobou (Chovanec, 2008).

1.7.4 Hormonalni terapie

Hormonalni 1é¢ba spolu s chemoterapii patfi mezi systémovou lécbu. Zakladem
pro efektivni 1é¢bu je pfitomnost hormonalnich estrogenovych a progesteronovych receptori
na povrchu nadorovych bunék. Uginkem estrogent pies komplexy téchto receptort dochazi
k transformaci a proliferaci nadorovych bunék. Hormonalni 1é¢ba se indikuje Vv adjuvantni
1éébé, v 1écbé pokrocilého nebo metastazujiciho onemocnéni. Zakladnim 1ékem je
antiestrogen tamoxifen. Tento 1€k pisobi kompetitivnim mechanismem na receptorech bunék.
Pokud tamoxifen selze nebo se projevi intolerance, prechazi se na 1écbu inhibitory aromataz.
Z dalsich hormonalnich preparatt se pouziva Cisty antiestrogen fulvestrant s vyssi

protinadorovou ué¢innosti a s minimem nezadoucich vedlejsich u¢inkt (Soumarova, 2019).

1.7.5 Biologicka 1é¢ba

Biologicka 1é¢ba znamend podéani latek, které ovliviiuji fetézce d&ji receptort
potiebnych pro ptezivani, mnoZzeni a rast bunék. Biologické 1éky se vyskytuji ve dvou
hlavnich formach. Prvni forma je zaméfena na protilatky proti receptorim na povrchu bunék
a druhd forma se zabyva malymi molekulami, které jsou zaméfené proti nitrobunéénym

komponentim fetézce nezbytnych déjovych drah. Protilatky se podavaji nitrozilné a malé
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molekuly se podavaji ve formé tablet. V soucasnosti Se pouzivaji 1éky s Gcinnou latkou

trastuzumab, bevacizumab a lapatinib.

Trastuzumab je protilatkou proti receptoru HER-2, ktera po navazani na receptor

blokuje veskeré déje zprostredkované HER-2 receptorem a vysledkem je smrt bunky.

Transtuzumab se vyuziva pouze pfi zvyseném obsahu HER-2 na bunkach.

ol

Obrazek 4 — Znazornéni vazby trastuzumabu na HER-2 receptor
(ptfevzato z: http://www.remedia.cz/Clanky/Lekove-profily/Trastuzumab/6-1-Q1.magarticle.aspx)

Bevacizumab je protilatka proti cévnimu ristovému faktoru. Tato latka zabranuje
novotvorbé cév vyzivujici nador, a tim se nador usmrti. U¢inkuje v kombinaci s cytostatiky

a u pokroc¢ilého karcinomu.

Lapatinib se vaze na nitrobunétné ¢asti receptoru HER-2 a dalSich receptord. Tento

1€k zphsobi zastaveni ristu nadoru a jeho naslednou smrt (Abrahamova, 2019).
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2 BRCA geny
V roce 1994 a 1995 byly objeveny tumor supresorové geny BRCA 1 a BRCA 2.

Mutace v genech BRCA (BReast CAncer) mnohondsobn¢ zvySuji celoZivotni rizika
onemocnéni Karcinomem prsu a vajeénikt. Zarode¢né mutace téchto gent jsou zodpovédné

za 20 % vSech familiarnich forem nadort prsu (Foretova, 2016).

BRCA geny patfi mezi tumor supresorové geny, které pomoci homologni
rekombinace zaji$t'uji opravu dvojitych zlomi DNA. EXistuji dva druhy téchto gent, a to
BRCA 1 a BRCA 2. Produkty BRCA genu jsou jaderné proteiny, které se maximalné vylucuji
v G2 a S fazi. Proteiny BRCA gent se zapojuji do fady pochodd pii udrzovani genomové
integrity, regulace transkripce, regulaci bunééného cyklu a vyznamné interaguji s proteinem
p53 (Zimovjanova, 2013).

21 BRCA1

Gen BRCA 1 je tumor supresorovy gen, ktery spoluzodpovida za udrzovani genomové
stability. Ugastni se regulace transkripce, a mize se ptimo podilet na fizeni bundéného cyklu
a proliferace. Mutace tohoto genu zaujimaji téméf polovinu vSech mutaci zachycenych
v BRCA genech (Zikan, 2005).

Tento gen je lokalizovan na chromozomu 17921, ma 24 exonu a koduje protein 0 1863
aminokyselinach. Pritomnost genu BRCA 1 zodpovida za predispozici ke vzniku karcinomu
prsu, karcinomu vajeénikti, kolorektalniho karcinomu a karcinomu prostaty (Abrahamova,
2003).

Mutace v tomto genu jsou povazovany za ptfi¢inu az 30 % dédi¢nych forem nadoru
prsu. Nejéastéjsimi mutacemi jsou 185delAG a 5382insC, které se vyskytuji Castéji v populaci
Askenazi (Passarge, 2019).

2.2 BRCA?2
Gen BRCA 2 ma podobnou funkci jako BRCA 1. Nachazi se na chromozomu 13g12-

13, ma 27 exonu a koduje protein 0 3418 aminokyselinach. Pii pfitomnosti tohoto genu je

* w_ 71,0

Podil genu BRCA 2 na dédi¢nych piipadech nadoru prsu je 32 % (Abrahamova, 2003).

BRCA 2 pozitivni karcinomy prsu jsou ojedinéle nezralé¢, s expresi
estrogenovych a progesteronovych receptorti. Tyto exprese se fenotypové podobaji

karcinomtim bez prukazu mutace v genech BRCA 1 nebo BRCA 2 (Puchmajerova, 2018).
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Chromosome 17 Chromosome 13

Obriazek 5 — Lokalizace BRCA genti na chromozomech
(ptevzato z: https://atlasbiomed.com/blog/brca-gene-mutations/)

2.3 Mutace

Jako Klicovym mechanismem k zahajeni procesu nadorové transformace bunky se
povazuje defektni reparace DNA. Pri¢inou predispozice ke zhoubnému nadorovému
onemocnéni je prenos zarodetné mutace BRCA genu inaktivujici jednu z alel odpovédného
genu. V cilové tkani vede nasledna geneticka zména (ztrata druhé alely) k inaktivaci genu,
ktera spousti tumorigenezi. U nosi¢ek mutace je riziko onemocnéni karcinomem prsu az
85 %. Nekteré mutace se v urcitych populacich vyskytuji opakované a tvoti velkou ¢ast vSech
mutaci v genu BRCA 1 nebo BRCA 2. Piikladem miiZe byt populace Askenazyu, U kterych je
vice nez jedno procento Zen nosi¢kami popula¢né specifickych mutaci v genu BRCA 1
nebo BRCA 2. Pro Ceskou republiku jsou populaéné specifické t¥i mutace genu BRCA 1,

které zaujimaji témét polovinu vSech mutaci zachycenych v BRCA genech (Zikan, 2005).

2.4 Incidence
Mutace v genech BRCA 1 a BRCA 2 se nejcastéji spojuji s dédi¢nymi karcinomy prsu

a vajecniki. Celozivotni riziko rakoviny prsu u nositelek mutace je 45-80 % (Paul, 2014).

Pfiblizn¢ 5-10 % rakoviny prsu se vyskytuje z divodu zdédéné genové mutace, ktera
pacientce zvysuje riziko vzniku karcinomu prsu. Dv¢ tietiny téchto dédi¢nych rakovin se
vyskytuje, kvili mutaci BRCA 1 nebo BRCA 2. Zbyvajici tietina je zptsobena rizikovymi
faktory pro vznik rakoviny prsu (Carrol, 2008).

2.5 Testovani BRCA

Doporuceni ke genetickému testovani nebo poradenstvi by mélo byt doporuceno

pacientim, u kterych se v rodiné vyskytuje vice pfipadti rakoviny prsu nebo vajeénikd,
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rodinny pfislusnik s rakovinou prsu pied dosazenim 35 let, rodinny pfislusnik s rakovinou
prsu a vajecnikd, rodinny ptislusnik s primarni rakovinou v obou prsech nebo ¢len rodiny
s identifikovanou mutaci BRCA 1 nebo BRCA 2. Testovani mutaci geni BRCA 1/2 zahrnuje
krevni test z pIné krve, ktery je dostupny v regionalnich genetickych centrech nebo nékterych
onkologickych centrech. Pfi pozitivnim vysledku lze odhalit ohrozené rodinné ptislusniky
a Ize doporucit klinicky zakrok napt. mastektomie snizujici riziko rakoviny prsu, ktery mutize
zlepsit vysledky pacienta. Negativni vysledek testu poskytuje ujisténi 0 nevyskytujici se
mutaci pro jednotlivce a jejich déti. Testovani se nenabizi, pokud nebyla v rodiné

identifikovana mutace (Carrol, 2008).

2.6 Laboratorni vySetieni
Ke screeningovému vysSetfeni BRCA gen se vyuziva vertikdlni i horizontalni
elektroforetické metody, které vychazeji z PCR reakce. Vybér metody se odviji dle velikosti
exoni. Pro exony o velikosti 200-500 bp se pouziva metoda heteroduplexni analyza

a pro exony s vétsim poc¢tem bp metoda PTT (Pavla, 2011).

Pii heteroduplexni analyze se detekuje hybridni dvousroubovicova molekula DNA.
Retézce této molekuly pochazi zriznych rodidovskych alel a vyznaduji se netplnou
komplementaritou. Tato metoda je Casové naro¢na a hodnoti se vizualné, tudiz je potieba

velka zkusenost hodnoticiho pracovnika (Pavld, 2011).

Wild-type Mutantni

amplifikovana
DNA i
- 3
denaturace a
pomala renaturace
v
heteroduplex — o
homoduplex —_—
v
[ Wt Hel Hem
il =T———]—]
separace =
gelovou | = —_ HID
elektroforézou D —
' e e | H A
=

Obrazek 6 — Obecné schéma heteroduplexni analyzy
(ptevzato z: https://www.wikiskripta.eu/w/Heteroduplexov%C3%A1_anal%C3%BDza)

Metoda PTT (Protein Truncation Test) je zalozena na transkripci a translaci in vitro,

kdy mutace zpusobuje piedCasné zastaveni translace. Detekuji se pouze proteiny, proto lze
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detekovat pouze delece, duplikace a nonsense mutace. Metoda je naro¢na na cas
I na zkusenosti hodnoticiho pracovnika, protoze se také hodnoti vizualné. Metoda
heteroduplexni analyzy a metoda PTT se kvili své limitované senzitivité a ¢asové naro¢nosti

nahradily v roce 2007 metodou HRM — High Resolutin Melting (Pavla, 2011).

2.6.1 PCR — Polymerazova Retézova Reakce

PCR je zakladem moderniho molekularniho klonovani. Pomoci PCR lze rychle
a selektivné amplifikovat definovanou cilovou sekvenci, ktera se vyskytuje v DNA. Reakce je
jednoducha, levna (pii zakladnim provedeni), dostupna. Pfi této reakci se pozaduje znalost
nukleotidovych sekvenci. PouZziva se pii sekvenovani DNA, pii detekci mutaci, klonovani

CDNA a genomové DNA.

PCR reakce vyuziva teplotniho cyklovani k amplifikaci templatové DNA, kdy
v kazdém kroku dochazi ke zdvojnasobeni pocate¢niho mnozstvi DNA. V PCR reakci se

klasicky stfidaji — denaturace, nasedani a extenze.

Denaturace templatové DNA se provadi za vysoké teploty (obvykle >90 °C)
a z dvouvlaknové DNA se stavaji jednovlaknové molekuly. Dalsi ¢asti je nasedani dvou
syntetickych  oligonukleotidovych primerd na denaturovanou templatovou DNA.
Tyto primery jsou navrzeny s vyuzitim jiz existujicich znalosti sekvence DNA templatu a jsou
komplementarni k sekvencim na opac¢nych vlaknech cilové DNA. Zaroven slouzi jako
pocatky amplifikace DNA polymerazou. Jako posledni se provadi extenze, kdy se
na 3" koncich navazanych primerd zahaji syntéza DNA. K prodlouzeni primert dochazi pti
teploté okolo 72 °C v enzymatické reakci katalyzované termostabilni DNA polymerazou.
Tento proces se opakuje asi 30krat v tepelném cyklovaéi (PCR cykléru). Cyklér je
programovatelné zafizeni, které fidi Cas a udrzuje teplotu kazdého kroku v cyklu (Green,
2018).

Real-Time PCR

Pro vySetfeni jednobodovych mutaci, pfipadné detekci rozhrani in/deld lze vyuzit
I metoda real-time PCR s vhodné navrzenymi (napf. alelicky specifickymi) primery. Tato
metoda je vhodna pro detekci a screening jednotlivych SNP a drobnych piestaveb,
ale kapacitné nelze v jedné reakci vysetfit vice nez 4 markery. Proto pro komplexné&jsi

vySetieni jsou vhodné&jsi jiné metody.
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Vyhodou real-time PCR muze byt rychlost, kdy je reakce provedena v fadu hodin

a muze tedy slouzit jako podklad pro pfipadné Sirsi vySetieni (Matsuda, 2017).

2.6.1.1 Specialni PCR — Multiplex Bisulfite PCR-LDR-gPCR test
Tento test je navrzen pro detekci metylace CpG markert, které jsou specifické
pro rakovinu prsu, identifikované prostfednictvim integrovanych analyz vefejné dostupnych
metylacnich datovych souborii pro cely genom pro 31 typt primarnich nadort (vcetné

BRCA), jako i normalni tkan¢ a periferni krev.

Test PCR-LDR-gPCR je schopen detekovat 30 methylovych kopii kazdého ze 3
BRCA-specifickych CpG markerd, pokud je smichan s nadbyteCnym mnoZstvim
nemethylovanych CpG markert. Bioinformaticky identifikované CpG markery se nachazeji
v promotorech a v nekddujici oblasti chromozomu 1. Studie zabyvajici se timto testem se
snazi zlepSovat krevni testy pro v&asnou detekci BRCA gentd, véetné charakterizace
biomarkeri a bioinformatické identifikace. Testy byly provadény pouze na simulovanych
vzorcich ¢cfDNA (volna cirkulujici DNA) a v budoucich studiich se test vyhodnoti analyzou
cgDNA odvozenych od pacienta (Bacolod, 2020).

Bisulfite treatment

Pii bisulfitové Gpravé se DNA oSetii hydrogen siranem sodnym (bisulfitem sodnym)
a vSechny cytosinové zbytky se pfeméni na uracil kromé téch, které jsou v metylované formé.
V této chemické reakci dochézi k eliminaci nemetylovaného cytosinu v jednovlaknové DNA,
coz vede k odstranéni komplementdrniho péarovani bazi. Poté se tedy mize pii PCR
s bisulfitovou pifeménénou DNA stfidat thymin misto uracilu. Jedna sekvence se tedy
analyzuje jako neopracovana a druha jako opracovana, tim lze zjistit, ktery cytosin je nebo

neni metylovan (Joz Abbasalian, 2021).
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Methylated DNA A-T-C-G-G-T-C-A-T-C-G-C-A-T AT-C-G-G-T-U-AT-C-G-U-A-T
Obrazek 7 — Osetieni genomové DNA bisulfitem sodnym

(ptevzato z: https://www.researchgate.net/figure/Sodium-bisulfite-treatment-of-genomic-DNA-A-The-
procedure-is-based-on-the-chemical_figl 26286840)

2.6.2 High Resolution Melting

Metoda HRM neboli vysokorozlisovaci analyza kiivek tani je rychlejsi, jednodussi
alevnéjsi nez metody popisované vySe. Tato metoda se provadi po probéhnuti PCR
(polymerazové fetézové reakci). Analyza HRM generuje profily kiivky tani DNA, které jsou
specifické pro rozliSeni nukleovych kyselin na zakladé malych sekvencnich zmén, coz

umozni skenovani mutaci, analyzu metylace a genotypovani.

HRM muze byt pouzita k detekci odhaleni znamych genetickych mutaci, napiiklad
mutace BRCA gent. Principem této metody je disocia¢ni chovani molekul DNA vystavené
zvySujici se teploté. V ptitomnosti fluorescen¢nich barviv, ktera aktivné interkaluji
s dvouvlaknovou DNA, ptechazi DNA z dvouvlaknového na jednovlaknové, a to vede
k modifikaci signalu. Po prob&éhnuté reakci vznikne specificka ktivka tani. HRM se vyuziva
predevs§im pro detekce malych sekvencnich zmén (pfedevsim SNP) a vzdy je nutné prvotni
porovnani se standardem (zjiSténi kiivek teploty tani danych sekvenci). HRM se mliZe pouZit
i jako doplitkova metoda pro Real-Time PCR, kde se zvySuje specifita a mohou se odhalit
nespecificky vzniklé produkty. HRM ma tedy vyuziti vSude tam, kde vlivem zmény sekvence

DNA dochézi ke zméné teploty tdni v porovnani se standardni sekvenci.

Hlavni aplikaci analyzy HRM je skenovani genti a tim uréeni diagnézy (Er, 2012).
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Mutated DNA
Normal DNA e.g. agctacgctacgcgatgetagctacgetacg

e.g.agctacgctacgctatgetagetacgetacg

Fluorescence

55C 95C

Obriazek 8 — Porovnani kiivky tani zdravého DNA a zmutovaného DNA
(pfevzato z: https://www.wikiwand.com/en/High_Resolution_Melt)

4

2.6.3 Primé sekvenovani

Sangerovo sekvenovani

Metoda ptimého sekvenovani (Sangerovo sekvenovani) slouzi ke stanoveni sekvence
(pofadi jednotlivych bazi) analyzovaného fragmentu. Pouziva se k charakterizaci pozice
atypu mutaci u genetickych onemocnéni. Fragmenty s aberantni mobilitou, které se zachyti
metodami HA, PTT a HRM, se v soucasné¢ dobé sekvenuji. V soucasné dobé& jsou ovsem
k dispozici pfistroje zvladajici i 96 vzorkll v ramci jedné analyzy. Kapacita metody je tudiz

pfedevsim dana vybavenim laboratofe a mnozstvim bézné sekvenovanych vzorkda.

Pfi tomto sekvenovani se do PCR produkti zaclenuji fluorescenéni znac¢ky pomoci
znacenych terminatorti. Analyzator detekuje fluorescenci 4 fluorescencnich barev, které se

pouzivaji k identifikaci bazi adenin, cytosin, guanin a thymin (Pavlu, 2011).

Sekvenovani nové generace

Od roku 2005 se zacala komeréné vyuzivat masivni paralelni sekvenovani nebo totéz
sekvenovani nové generace (NGS). Nejedna se 0 jednu metodu, ale typové o nékolik
heterogennich metod, které maji odliSny zplsob sekvenovani. To, CO maji spole¢né je
obrovska kapacita metody, ktera se pocita v milionech bazi na jednu analyzu. Tyto metody
maji komplikovangjsi vyhodnoceni ziskanych dat, které vyzaduji bioinformatickou analyzu
(Behjati, 2013).

NGS se vyuziva i pro sekvenovani BRCA genli, protoze tato metoda dokaze
sekvenovat celé geny a odhalit jednotlivé mutace a poskytuje nahled na vSechny zmény

v genech (Nicolussi, 2019).

Metoda Sangerova sekvenovani je povazovana za zlaty standard zjistovani sekvence.

V soucasné dob¢ ji konkuruji vysokokapacitni metody sekvenovani nové generace, které
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ovSem maji nékdy niz§i pifesnost, proto 1 zde ve specifickych ptipadech dochéazi

k doplnkovému resekvenovani pomoci Sangerova sekvenovani.

2.6.4 MLPA — Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

Multiplexni amplifikace sondy zavislé na ligaci je multiplexni test k detekci variaci
poctu kopii sekvenci DNA. Pii této metod¢ se pouziva sonda, ktera hybridizuje cilovou
sekvenci v ramci exonu. Jedna se o dvé poloviéni sondy, sonda 5’"MLPA a 3° MLPA.
V prvnim kroku se cilovd DNA denaturuje a MLPA sondy jsou hybridizovany na cilovou
sekvenci. Ob¢ sondy jsou ligovany do vétsSiho oligonukleotidu. Po ligaci se vysledna
kompletni sonda amplifikuje pomoci PCR s fluorescen¢né znacenymi primery vazajicimi se
na univerzalni mista kompletni sondy. Separace amplifikacnich produktt se provadi pomoci
kapilarni elektroforézy s fluorescenéni detekci. Pomoci metody MLPA lIze v jednom testu
analyzovat vice nez 40 riznych genomovych sekvenci. Vysledkem MLPA je pik, ktery se
porovnava s plochami piku referenénich vzorka a lze tak uréit relativni mnozstvi kazdého

amplikonu. Lze tedy ur¢it zménu poctu kopii, naptiklad deleci dané cilové sekvence (Troxler,

2012).

MLPA se bézné pouziva v diagnostice k detekci velkych piestaveb gentt BRCA 1
a BRCA 2. Test je rychly, jednoduchy a nakladové efektivni. Omezenim muize byt schopnost
vyrovnani MLPA s genomovou nestabilitou, kterda mize ovlovnit kontrolni sondy, a zaroven

musi byt tato metoda schopna detekovat pieusporadani bazi na nizké urovni (Ellison, 2015).

REO 1 Binding site
— 0|

Binding site
forward PCR primer Stuffer sequence
Hybridisation sequence L Hybridisation sequence

Sample DNA Probe target
l PROBE |

Obrazek 9 — Uspotradani metody MLPA
(pfevzato z: https://lwww.mrcholland.com/technology/mlpa/technique)

2.7 Lécba
Vétsina dédi¢nych nadord prsu je zpisobena mutacemi v genech BRCA 1 a BRCA 2.
U nositelek mutace v genu BRCA 1 nebo BRCA 2 je Gcinnych vice strategii. Patfi sem
pravidelné sledovani stavu pacientky, chemoprevence a mastektomie, ktera snizuje riziko

onemocnéni (Franceschini, 2019).
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2.7.1 Inhibitory PARP

Poly(ADP-rib6za)polymerazy jsou piibuzné enzymy, které se podobaji schopnosti
katalyzovat pienos ADP-ribézy na cilové proteiny. PARP maji dilezitou roli v riznych
bunéénych procesech, napiiklad pti formovani struktury chromatinu, transkripci, replikaci,
rekombinaci a opravé DNA (Bhattacharjee, 2022).

Inhibitory PARP blokuji opravu poskozeni DNA, a to vede Kk chromozomalni
nestabilité, zastavé bunécného cyklu a nésledné apoptoze. Inhibitory napadaji nadory defektni
v BRCA1 nebo BRCA2 genech. Zplisobuji narust jednoietézcovych tlomi DNA, které se
béhem replikace pieménuji na nepravidelné toxické dvouretézcové zlomy DNA v BRCAL/2
defektnich bunikach. Studie ukazaly, Ze inhibitory PARP jsou prospésné pii 1é€bé pacientu,
Ktefi jsou pienaSeCi zarode¢nych mutaci BRCA. Také jsou pravdépodobné uzite¢né

pro nositele mutaci bez BRCA (Godet, 2017).

2.7.2 Chemoterapie

Rakovina prsu, ktera je spojena s mutaci BRCA gend, se charakterizuje nedostatecnou
homologni rekombinaci DNA a 80 % karcinomd, které souviseji s mutaci BRCA1, vykazuje
bazalni molekularni podtyp. Bézné se nosi¢i BRCA gent 1é¢ili konvenéni systémovou
chemoterapii na zékladé charakteristik nadoru. S rostouci znalosti BRCA genl se uznava,
ze nadory spojené s BRCA mohou mit odlisné biochemické vlastnosti, a proto je potieba
prizptsobeni 1é¢ebné strategie. Nadory vzniklé u pacientd s mutacemi BRCA jsou zvlasté

citlivé na slouceniny platiny, inhibitory PARP nebo 1éky s obsahem taxanu (Bayraktar, 2012).

Mutované geny BRCA jsou citlivé na platinovou terapii. Jako chemoterapeutické
¢inidlo se pouziva cisplatina, ktera je ucinnd samostatné nebo v kombinaci s jinymi

protinadorovymi léky (Mylavarapu, 2018).

Taxany jsou protinadorova c¢inidla blokujici bunécnou proliferaci, ktera vede
k apoptoze. Nejéastéji pouzivanymi taxany, které se vyuzivaji k 1é€bé rakoviny prsu jsou
docetaxel a paclitaxel. Nositelé mutace BRCA 1 v podskupiné hormonalné negativnich
rakovin vykazovali mensi citlivost na chemoterapii taxanem nez nositelé mutace BRCA 1,
kteti nemaji mutaci BRCA 1. Na druhou stranu v podskupiné hormonalné pozitivnich

karcinomi vykazuji dédi¢né i sporadické piipady podobnou citlivost (Byrski, 2010).
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Obrazek 10 — Struktura taxanu
(ptfevzato z: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Taxane#section=2D-Structure)

2.7.3 Chirurgicky zakrok

Profylakticka mastektomie poskytuje nejvétsi snizeni rizika rozvoje rakoviny prsu
u nositelek mutace BRCA gend. Také lze urcit proménlivy nardst o¢ekavani délky zivota
ve srovnani s radiologickym dozorem. Tento zakrok ma vliv i na psychiku pacientek, kdy se

muze vyskytovat tizkost a strach z onemocnéni (Franceschini, 2019).

2.8 Prevence

Nosicky vrozenych mutaci geni BRCA maji ve srovnani s béZznou populaci Zen
vyznamné zvySené riziko onemocnét nadory prsu i vajecnikd. Z tohoto duvodu je jim
poskytovana specializovana péce, jejiz soudasti je provadéni kroku, které snizuji riziko
onemocnéni. Mezi postupy primarni prevence patii profylakticka mastektomie, doporuceni
K upravé zivotniho stylu a chemoprevence, sekundarni prevence poté zahrnuje intenzivni
screening. Screeningovy program zahrnuje pravidelné ptlro¢ni kontroly nosi¢ek mutaci gend

BRCAL1/2, jejichZ naplni je nalézt nador v ¢asném stadiu (Novotny, 2011).

Pro prevenci vzniku karcinomu prsu se vykonava Setfici mastektomie, ktera zachova
kozni obal a bradavku s areolou. Tento postup se obvykle provadi fezem, kdy se opatrné
odtizne cela zlaza. Mastektomie Settici bradavky musi byt provadéna s technickou dovednosti
a maximalni pozornosti, aby uvniti nezistaly makroskopické zbytky mlééné zlazy zejména
v axilarni oblasti, perifernich koncetinach zlazy a komplexu bradavka-dvorec. Pokud se
pacientky rozhodnou pro bilateralni profylaktickou mastektomii, méla by byt vzdy provedena
presna predoperacni radiologicka vySetfeni S mamografii, ultrazvukem a magnetickou

rezonanci, aby se vyloucila pfitomnost podezielych 1ézi prsu (Franceschini, 2019).

33


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Taxane#section=2D-Structure

Pii chemoprevenci vyuzivame dlouhodobého, mnohaletého podavani tolerovanych
1€kt nebo potravinovych doplikd, které riznymi procesy narusuji proces karcinogeneze.
Ve vétsi mife se chemoprevence uplatiiuje pouze u karcinomu prsu. Preventivni G¢innost je
prokazana pro tamoxifen, raloxifen a anastrozol. U nosi¢ek mutace BRCA 2 tamoxifen snizil
riziko 0 62 % (Novotny, 2011).
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3 Epigenetické markery
3.1 Epigenetika

Epigenetika popisuje vSechny reverzibilni a dédi¢né procesy, které reguluji genovou
expresi bez zmény genetické sekvence. DNA a histony mohou projit chemickymi
modifikacemi, které se nazyvaji epigenetické markery. Interakce mezi DNA a histony vedou
ke konformaci euchromatinu, kde je gen aktivovany, nebo ke konformaci heterochromatinu,
kdy je gen nepfistupny, a tudiz potlacen. Kromé& modifikaci histoni a DNA se na epigenetické
modifikaci podili také nekodujici molekuly RNA (Topart, 2020).

3.2 miRNA
MikroRNA je mala nekodujici molekula RNA obsahujici 19 az 25 nukleotidi. Hlavni

roli téchto malych molekul RNA je ovliviiovat mRNA prostfednictvim mist v nepiekladané
oblasti, coz reguluje jejich stabilitu. MiRNA primarné¢ ovliviiuji hladiny genové exprese
prostiednictvim cileni mRNA. Pfi jakékoli zméné v expresi mMRNA muize dojit k ovlivnéni
rozsahu regulace cile, a tim ovlivnit bunéénou homeostazu. Proto hladiny miRNA maji hlavni

roli v karcinogenezi a dalsich onemocnéni (Hill, 2021).
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Obrazek 11 — Struktura miRNA
(ptevzato z: https://lupcommons.upc.edu/bitstream/handle/2117/77991/101064.pdf?sequence=1&isAllowed=y)

3.2.1 Identifikace miRNA

Objevovani miRNA, identifikace jejich cilti a odvozeni funkci miRNA jsou dulezité
pro pochopeni normalnich biologickych procestt miRNA a jejich roli pfi rozvoji onemocnéni.
V poslednich letech se kladl velky diraz na objeveni miRNA, identifikaci cili miRNA
a odvozeni funkci miRNA pomoci biologickych metod i vypocetnich postupt (Liu, 2014).
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Pomoci bioinformatickych metod se domnélé miRNA nejprve predpovidaji
v sekvencich genomu na zaklad¢ strukturnich rysi miRNA. Tyto algoritmy identifikuji
vlasenkové struktury Vv nekodujicich a neopakujicich se oblastech genomu, které jsou
charakteristické pro prekurzorové sekvence miRNA. Znamé prekurzory miRNA jsou dulezité

ve vyhledavacich algoritmech (Liu, 2014).

Piistupy k objevovani MiRNA pfinesly mnoho tisic miRNA, které jsou uloZeny
Vv primarnim online tlozisti miRBase. Ukladaji se zde publikované sekvence, anotace miRNA
a nové geny, které jsou pied registraci a jsou ulozené v registru miRBase. Kazdy zaznam
v databazi piedstavuje predikovanou vlasenkovou cast transkriptu miRNA s informaci

0 umisténi a sekvenci zralé sekvence miRNA (Liu, 2014).

3.2.2 Nekédujici RNA

Nekodujici RNA se déli hlavné do dvou kategorii na zakladé jejich velikosti. Prvni
kategorii jsou nekodujici RNA s kratkym fetézcem, kam patii piRNA, miRNA a siRNA.
Druhou kategorii jsou nekodujici RNA s dlouhym fetézcem (INCRNA). Nekodujici RNA hraji
vyznamnou roli v epigenetické modifikaci a mohou regulovat expresi na urovni genu nebo

na urovni chromozomu za uc¢elem kontroly buné¢né diferenciace (Wei, 2017).
PiRNA — Piwi Interacting RNA

Piwi interagujici RNA (piRNA) piedstavuji tiidu malych nekodujicich molekul RNA,
které jsou dlouhé piiblizné 26-31 nukleotidii. PIRNA se ¢asto vazou na proteiny druhu piwi
a hraji regulacni roli. Tim ovliviiuji umléeni transpozomu, spermiogenezi, preusporadani
genomu, epigenetickou regulaci, regulaci proteini a udrzovani zarode¢nych kmenovych
bunék. U nékterych rakovin jsou pravé piRNA abnormalné exprimovany a mohou slouZit

jako biomarkery a terapeutické cile pro diagnostiku a 1é¢bu nadort (Liu, 2019).
SiRNA - Short Interfering RNA

SiRNA jsou molekuly RNA dlouh¢ 21-23 nukleotidii a mohou vznikat jako molekuly
obranné v reakci na cizi nebo invazivni nukleové kyseliny, jako jsou viry, transpozomy
atransgeny nebo prepisem casti genomu. Funkci SIRNA je interakce s proteinovym
komplexem RISC a jeho navedeni ke konkrétnimu useku mRNA. RISC poté katalyzuje
rozStépeni této cilové mRNA a dochazi k posttranskripénimu umléeni daného genu.
Dale siRNA indukuji tvorbu heterochromatinu, kdy SiRNA blokuje samotny pfepis genu
(Carthew, 2009).
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Obriazek 12 — Mechanismus t¢inku molekul siRNA
(pfevzato z: https://www.researchgate.net/figure/Mechanism-of-action-of-siRNA-molecules-SiRNA-molecules-
are-incorporated-into-a_figl 280714873)

IncRNA - long noncoding RNA

LncRNA jsou dlouhé nekddujici RNA, které maji vice nez 200 nukleotidd. LncRNA
nekoduji protein a jsou samy 0 Sobé funkcénimi jednotkami. LncRNA hraji zasadni roli
v mnoha bunéénych procesech, vcetné buné¢ného cyklu, diferenciace a metabolismu.
LncRNA mohou fungovat odlisné a mit rizné interak¢ni partnery na zakladé jejich lokalizace.
Zatimco Vv jadie INCRNA potlacuje transkripci mMRNA, v cytoplazmé vaze mRNA, ¢imz brani

sestaveni ribozomu (Bridges, 2021).

3.3 Metylace DNA

Metylace DNA patii mezi nejintenzivnéji studované epigenetické modifikace u savca.
Pti fyziologickém stavu zajist'uje spravnou regulaci genové exprese a stabilni uml¢ovani genti
v bunkach. Metylace DNA je spojena s modifikacemi histond a souhra téchto modifikaci je
zasadni pro regulaci fungovani genomu. Ke kovalentni adici metylové skupiny dochézi
v cytosinu vramci CpG dinukleotidt, které jsou koncentovany ve velkych shlucich
nazyvanych CpG ostruvky, a za vytvofeni a udrzovani metyla¢niho vzoru zodpovidaji DNA
metyltransferazy. Tato modifikace DNA je dtlezitym faktorem pti regulaci transkripce, proto
defekty v tomto mechanismu mizou vést k riznym onemocnénim, vetné rakoviny. (Kulis,

2010).

Enzymy, které zakladaji, rozpoznavaji a odstraiiuji metylaci DNA, se déli do tfi tfid

na zapisovace, gumy a C¢teCky. Zapisovatelé jsou enzymy Kkatalyzujici adici metylovych
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skupin na cytosinové zbytky. Gumy upravuji a odstrafiuji metylovou skupinu. Ctegky

rozpoznavaji a vazou se na metylové skupiny, aby v konecném kroku ovlivnili genovou

expresi (Moore, 2013).
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Obrazek 13 — Mechanismus metylace DNA
(ptfevzato z: https://www.researchgate.net/figure/The-mechanism-of-DNA-methylation-DNA-methylation-is-
exerted-by-DNA-methyltransferases_figl_335375102)

3.3.1 Zakladni funkce

Metylace DNA reguluje expresi genti bez zmén genetické informace a ovliviiuje
replikaci, rekombinaci a opravy DNA nebo sestiih heterogenni nuklearni RNA. Metylace tedy
pusobi na vyvoj kmenovych bun¢k, diferenciaci a udrzovani bunék a tkani. Podili se také
na zachovani genomové stability, potlacuje transkripci repetitivnich sekvenci a béhem

zarodecného vyvoje kontroluje expresi imprintovanych genii (Hol¢dkova, 2018).

Regulace exprese miRNA je zavisla na metylaci. Nékteré geny miRNA jsou ovlivnény
epigenetickou inaktivaci v disledku hypermetylace, ktera se ¢asto ukazuje jako jev pii vyvoji
rakoviny. Déle miZe metylace DNA ovliviiovat transkrip¢ni faktory, takZe mize nepfimym

zpusobem fidit expresi miRNA (Cai, 2009).
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Obrazek 14 — Genova exprese miRNA ovlivnéna metylaci
(ptevzato z: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1672022908600443#s0015)

U rakoviny lze pozorovat hypometylatni a hypermetyla¢ni jevy. Hypometylace

nepromotorovych sekvenci DNA a strukturnich c¢asti, zvySuje genomovou nestabilitu
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a mutace gent. Hypometylace je tedy zodpovédna za nadmérnou expresi protoonkogent,
rastovych faktort a gend, které jsou zapojeny do regulace proliferace, invazivity

a metastazovani bun¢k (Holcakova, 2018).

Hypermetylace v promotorovych oblastech zptsobuje inaktivaci urcitych tumor-
supresorovych gentl, které jsou v nemalignich tkanich nemetylované. Toto umlCovani genti
hraje klicovou roli v tumorigenezi a je charakteristickym znakem vsech typa rakovin u lidi
(Kulis, 2010).

3.3.2 Laboratorni vySetieni

Metylaci DNA lze analyzovat pomoci tii pfistupt, jmenovité bisulfatové konverze,
metylac¢né citlivych restrikénich enzymi a technik, které jsou zalozeny na afinitnim
obohaceni. Tyto metody jsou techniky jednoho genomu. U technik celého genomu se rozlisuji
metody, které urcuji globalni metylaci DNA a metody pro celogenomové profilovani
metylace DNA. Volba konkrétni metody zavisi na cili analyzy. Pokud jsou cile analyzy
znamé a rutinné analyzované, existuje fada validovanych a registrovanych souprav
pro detekci metylace. Dale také hraje roli v rozhodovacim procesu dulezitou roli kvalita
a mnozstvi vstupni DNA, citlivost a specifi¢nost zvolené metody, cena a dostupnost vybaveni

(Martisova., 2021).

Bisulfatova konverze byla jiz popsana Vv kapitole laboratornich vySetieni pro detekci

BRCA gent, tudiz odkazuji na ni.

Metody zalozené na metylacné citlivych omezovacich enzymech (MSRE) nejsou
schopny stépit DNA, pokud je jejich restrikéni misto metylovano. Proto metylovana DNA
zUstava neporuSend a nemetylovana je St€pena omezovacim enzymem. Nejcastéji pouZzivanym
ptistupem je PCR amplifikace s primery lemujicimi restrikéni misto. Pokud je DNA
metylovano, §t€peni neprobiha. Pouzivaji se pary enzymu Hpall a Mspl, které $tépi restrikéni

misto CCGG (Martisova., 2021)

Ptistupy zaloZzené na obohaceni afinity, jsou pfistupy, které vyuZivaji afinitni
purifikaci 5mC (metyl cystosin) s MBD proteiny nebo imunoprecipitaci s protilatkami proti
5mC. Po eluci obohacenych sekvenci DNA dojde k bisulfitové konverzi nasledované jednou
z jiz popsanych technik nebo mtze byt obohacena DNA pouzita v jednom pfistupti pro cely
genom (Martisova, 2021).
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3.4 Modifikace histonu

Histony jsou malé bazické proteiny, které mohou byt kovalentné modifikovany
na jejich flexibilnich N- nebo C- koncich. Posttransla¢ni modifikace histonti ovliviuji jejich
interakce s DNA a efektorovymi proteiny, coz vede ke zménam ve struktufe a funkci
chromatinu. Histony jsou kodovany alelickymi a nealelickymi kopiemi gent a tim vznikaji

rizné podtypy histonu s riznymi sekvencemi (Biterge, 2014).

Metylace a acetylace histoni jsou nejvice studovanymi modifikacemi histont
u karcinomu prsu. Metylace histont je bézna modifikace, ke které dochazi piidanim
methylové skupiny na zbytek aminokyseliny lysinu nebo argininu. Metylace histoni jsou
katalyzovany enzymy ze skupiny histon methyltransferaz, které jsou schopny ptidat
methylovou skupinu z S-adenosylmezhioninu ke svému cilovému zbytku. Dale se zde
zapojuji histonové demetyldzy, coz jsou enzymy, které odstraiiuji rizné methylové skupiny
z lysinu a argininti. Aberantni metylace histont je pozorovana u lidskych onemocnénich, jako

je rakovina (Gong, 2019).

Dalsi modifikaci histonti je jejich acetylace. Acetylova skupina z acetyl-CoA je
kovalentné ptidana k aminoskupiné lysinovych zbytkd na histonovych koncich b&hem
acetylace histont. Odstranéni acetylové skupiny rusi ucinek acetylace histond a zpusobuje
transkripéni represi. Enzymy, které katalyzuji acetylaci lysinovych zbytkl na histonech se
nazyvaji histonové acetyltransferazy, zatimco enzymy, které odstrafiuji acetyla¢ni signaturu

histond, se nazyvaji histonové deacetylazy (Rahman, 2019)

Euchromatin
(relaxed)

Heterochromatin

(condensed) t

@ Histones Ac)  Acetylation

. Methylation _" Histone amino-terminal tail

Obrazek 15 — Schématicky nakres metylace a acetylace histonu
(ptevzato z: https://www.researchgate.net/figure/Schematic-drawing-of-histone-methylation-and-acetylation-in-
relation-to-chromatin_fig2 312349806)
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3.5 Spojitost s rakovinou prsu
Epigenetické modifikace jsou béznym rysem rakoviny prsu bez ohledu na genetické
ptic¢iny. Zatimco pocatecni genetické mutace vedouci k vicestupiiové tumorigenezi prsu neni
fixovana na urcity onkogen nebo tumor supresorovy gen, epigenetické aberace nasleduji vzdy

po genetické destabilizaci (Rahman, 2019).

3.5.1miRNA

MiRNA se ucastni tumorigeneze, progrese a metastazovani rakoviny prsu
postranskripéni regulaci exprese cilovych geni. MiIRNA mohou stimulovat onkogenezi,
inhibovat rist nadoru a reguluji genové cile v metastazich. Jedna miRNA muize pfimo nebo
nepfimo cilit na stovky mRNA, a tim vytvaii komplexni sit miRNA-mRNA pro regulaci
bunéénych procest, véetné metastaz rakoviny prsu. MiRNA, které byly dysregulované bud’
upregulaci nebo downregulaci, a které jsou spojené s metastaizami, Se nazyvaji

metastasis miRs. (Petri, 2020).

Dysregulace miRNA je spojena s progresi v kazdém stadiu rakoviny prsu. Anomalie
profilu miRNA byla dostate¢né rozsahla, aby ovlivnila bunééné signalni drdhy proliferace,
rustu, apoptézy metastaz a angiogeneze. Nador-supresivni miRNA inhibovaly rakovinny
bunéény proces, zatimco jiné miRNA byly onkogenni povahy. Kromé molekularni funkce
poskytuji miRNA dilezité informace pro podtypovani rakoviny prsu, diagnostiku, prognozu

a monitorovani 1é¢by (Rahman, 2019).
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Obriazek 16 — Molekularni mechanismus dysregulace miRNA béhem rakoviny
(ptevzato z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6829616/figure/cells-08-01214-f001/)
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3.5.2 Metylace DNA

Mapovani metylaci DNA u nadorovych bunék potvrdilo, ze téméf vSechny typy
nadorti obsahuji stovky genti, které maji abnormalni metylaci. Hypermetylace promotorii
u nadorovych bunék jsou stejné tak Casté jako vyskyt mutaci nadorovych supresort. Témér
50 % gend, jejichz zarodeéné mutace vedou k dédicnym formam rakoviny, podléhaji

hypermetylaci a naslednému potlaceni jejich exprese (Hol¢akova, 2018).

U rakoviny prsu jsou pozorovany dvé protichidné zmény ve vzorcich metylace DNA,
a to hypermetylace specifickych genii a hypometylaci. Hypermetylace umléuje rlstové
regulaéni geny, coz vede k nekontrolovanému rastu u nadoru, a hypometylace vede k aktivaci

gend, které jsou nezbytné pro metastazy (Szyf, 2004).

Oncogenic signaling pathways "~

metastasis genes l metastasis genes metastasis genes
~
O 4
$ T ’?9'0“"’" chrometn T Demethylation activity “—:>
= silencers > - 4
Tumor suppressor genes ~ ONMT Tumor SUppressor genes Tumor suppressor genes
Normal non invasive breast cancer invasive breast cancer

Obrazek 17 — Hypermetylace a hypometylace u rakoviny prsu
(pfevzato z: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006295204003764)
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ZAVER

Rakovina prsu je nej¢astéj$im malignim onemocnénim u zen a studium spojitosti
s riznymi faktory sniZuje nemocnost i imrtnost pravé na tuto nemoc. V poslednich letech
jsou dostupné;jsi informace o vzniku rakoviny prsu a mechanismu jejich vzniku. U karcinomu
prsu je velmi dulezitd v€asnd diagnoza a studium genetickych faktorG umoznujici piedejiti

karcinomu prsu.

Spojitost rakoviny prsu s BRCA geny je podminéna jejich mutaci, ktera zodpovida
zanadorovou transformaci bunék. Nosi¢ky této mutace maji az 80% Sanci, Ze onemocni
karcinomem prsu nebo vaje¢nikt. Tato mutace v BRCA genech se vyskytuji hlavné dédi¢nou
formou, kdy pacient zdédi mutaci v genech BRCA 1 nebo BRCA 2. U pacientd, u kterych se
v rodiné vyskytuje vice pfipadd karcinomu prsu, je tedy velmi dilezité genetické testovani,

které slouzi jako prevence ¢i pro v€asné zachyceni mutaci v BRCA genech.

MIRNA ovliviiuji hladiny genové exprese cilenim na mRNA a pfi jakékoliv zméné
exprese mMRNA muze dojit k ovlivnéni homeostazy, kdy tato zména vede ke karcinogenezi
a jinym onemocnénim. Zména regulace u miRNA je spojena s progresi Vv kazdém stadiu
rakoviny prsu. MiRNA se u rakoviny prsu ucastni tumorigeneze, progrese a metastazovani
za pomoci postranskripéni regulace exprese cilovych geni. MiRNA je také dulezita
pro podtypovani rakoviny prsu, diagnostiky, kdy miRNA slouzi jako biomarker, prognozu

a monitorovani 1éCby.

Metylace DNA je dulezitych faktorem pfti regulaci transkripce. Pokud dojde
k defektim tohoto mechanismu, muze dojit k riznym onemocnénim vcetné rakoviny.
Metylace DNA je tzce spojena s modifikacemi histonti, kdy souhra téchto mechanismu je
zasadni pro spravné fungovani genomu. U rakoviny prsu byly pozorovany dvé zmény pfi
metylaci DNA. Prvni je hypermetylace specifickych gent, ktera umlcuje ristové regulacni
geny, a to vede k nekontrolovanému rastu nadoru. Druhou zménou je hypometylace, vedouci

k aktivaci gent, které jsou zodpovédné za metastazovani.

Diky pokrokiim v diagnostice a nastupem novych metod, se vySetfeni rakovinnych
markeri posouvd do komplexni roviny, kdy se nevySetfuji jiZ pouze proteiny, piipadné
nékteré mutace ve vybranych genech, ale provadi se komplexni analyza napf. metylacnich
podstatné zptesiuji diagnostiku a poznani ohledné rakoviny prsu. Diky témto novym

informacim, se objevuji 1 nové lécebné postupy, cilici nejen na zpomaleni ristu bunék nebo
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jejich cilenou likvidaci, ale jedna se o terapii, ktera mize ménit metylace DNA ptipadné

vV budoucnu napft. sekvenci DNA.

S postupujicim poznanim se ukazuje, ze rakovina je velmi komplexni nemoc a ani jeji
diagnostika ani 1é¢ba nebude mit jednoduché feseni. Mozna v budoucnu vice promluvi do

1écby a prevence personalizovana medicina a genova terapie, stejné jako v€asna komplexni

diagnostika.
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