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Vychodisko: Diagnostika hereditarnich nadord prechazi v soucasnosti na sekvenovani nové generace
(NGS), které se stalo hlavni metodou pfi diagnostice dédi¢nych predispozic pro vznik karcinom( prsu
a vajetniku. Metoda pfimé sekvenace se stdle vyuZivd pro ovéfeni patogenni varianty
diagnostikované metodou NGS. Dédi¢nd nadorova onemocnéni tvori malou, ale vyznamnou cast
onkologickych onemocnéni, predstavuji asi 5-10 % vsech karcinom(. Prace se skladd z (asti
teoretické a C¢asti praktické. V teoretické Cdasti je popsdna anatomie prsu a vajecniku, hereditarni
syndromy prsu a vajecniku, karcinom prsu a vajecniku, vybrané predispozi¢ni geny (BRCA1, BRCA2,
ATM, BARDI1), polymerazova retézova reakce a sekvenacni metody (Sangerovo sekvenovani,
sekvenovani nové generace). Prakticka ¢ast se zaméfuje na navrh primert a optimalizaci PCR reakce,
sekvenaci vybranych Usekd genl a ovéreni patogenni varianty pomoci sekvenacnich metod.

Cil: Cilem prace bylo ziskat znalosti o metodach sekvenovani DNA (pfima sekvence, sekvenovani nové
generace), navrhnout primery a optimalizovat PCR reakci, poté osekvenovat vybrané exony gen(
ATM a BARD1 a vysettit pfitomnost patogenni varianty v genu BRCAL.

Metodika: Byla pouzZita anonymizovana DNA pacientl, ktefi podepsali informovany souhlas s
anonymnim vyuzitim DNA pro ucely vyuky. Pro optimalizaci PCR reakce byly vybrany exony 37 a 40
genu ATM a exon 3 genu BARDI1, primery byly navrZzeny pomoci online ndstroje Primer-BLAST. K
navrzenym primertim byly pridany univerzalni sekvenacni primery US1/US2 pro snadnéjsi provedeni
sekvenacni reakce. Produkty PCR reakce byly analyzovany pomoci gelové elektroforézy. Sekvenace
vzorkd probéhla v genetickém analyzatoru ABI 3130 umisténém v laboratofi ULG FN Plzer.

Vysledky: Analyzou produktll PCR reakce na agarézovém gelu jsme zjistili, Ze navrzené primery
poskytuji amplifikacni produkt pfi vétSiné pouzitych teplot annealingu. Pro dalsi analyzu byly pouzity
produkty, u nichz primery nasedaly pfi teploté 60 °C. Exony 37 a 40 genu ATM byly osekvenovany v
obou smérech (forward i reverse) s negativnim vysledkem. U exonu 3 genu BARD1 se sekvenace
zdafila pouze v jednom (reverse) sméru. Sekvenace neprokazala Zadnou odchylku od referenéni
sekvence. Ve dvou vzorcich byla zjistovana pfitomnost patogenni varianty v genu BRCA1. U jednoho
vzorku byla prokazana patogenni sestfihova varianta c.441+1G>A v heterozygotnim stavu, u druhého
vzorku byl vysledek vySetfeni negativni.

Zavér: | pres rozvoj metod sekvenovani nové generace je v diagnostice patogennich variant
zodpovédnych za vznik karcinomu prsu a vaje¢nik(l stale vyuzivana i metoda primé sekvenace. Nami
navrZzené primery jsou pouzitelné pro ovéreni ptipadné patogenni varianty v exonech 37 a 40 genu
ATM a exonu 3 genu BARD1.
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