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ANOTACE

Bakalatska prace se zabyva hereditarnimi syndromy predisponujicimi k nddorovym
onemocnénim v détském veéku, obecné popisuje onkogenetiku a karcinogenezi, popisuje
podrobné jednotlivé syndromy chromozomalni nestability a hereditarni dédicnosti. Déle se

také zabyva molekularné genetickou diagnostikou hereditarnich syndromt a jejich 1é¢bou.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

Hereditary syndromes predisposing to childhood cancer.

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with hereditary syndromes predisposing to cancer in
childhood, generally describes oncogenetics and carcinogenesis, describes in detail the
individual syndromes of chromosomal instability and hereditary inheritance. It also deals

with molecular genetic diagnostics of hereditary syndromes and their treatment.
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SEZNAM ZNACEK

AD — autozomalné dominantni

AR — autozomalné recesivni

AT — Ataxia telangiectasia

BS — Bloomtiv syndrom

BWS — Wiedemann-Beckwithiv syndrom

CRT — cyklicka reverzibilni terminace

ddNTP — dideoxynukleotid

DMSO — dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — deoxynukleotid

FA — Fanconiho anémie

FFPE — formalin-fixed, paraffin-embedded, vzorky tkani fixovanych formalinem a
uchovanych v parafinu

FISH — fluorescenéni in situ hybridizace

FN — Fakultni nemocnice

IQ — inteligen¢ni kvocient

LFS — Li-Fraumeni syndrom

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

NGS - sekvenovani nové generace

PCR — polymerazova fetézova reakce

Rb — retinoblastom

SBL — sekvenovani ligaci

SBS — sekvenovani syntézou

SMRT - single molecule real-time, jedna molekula v realném case

SNA — ptidavek jednoho nukleotidu

ssDNA — single-standed DNA, jednofetézcova deoxyribonukleova kyselina
TGF — transforming growth factor, transformaéni ristovy faktor

UV — ultraviolet, ultrafialové zareni

XP — Xeroderma pigmentosum

(zdroj: online Velky lékarsky slovnik http://lekarske.slovniky.cz)



TERMINOLOGIE

Alela: konkrétni forma genu

Amplifikace: znasobeni

Apoptoza: programovana bunécna smrt

Benigni: nezhoubny (nador), normalni (varianta)
Diferenciace: z nespecifikované bunky vznika burika specializovana
Fenotyp: soubor vsech definovatelnych znakt jedince

Gen: zakladni jednotka dédicnosti

Homeostaza: udrzovani stalosti vnitiniho prostredi
Chromozom: bunééna struktura v jadfe eukaryotnich bun¢k
Imortalizace: moznost nekone¢ného déleni
Karcinogeneze: vyvoj nddorového onemocnéni

Maligni: zhoubny nador, vytvaii metastazy

Mutace: zména v molekule DNA

Proliferace: chorobny rust tkan€, bujeni

Syndrom: soubor piiznakt

Zygota: bunka s kompletni sadou chromozomii

Sekvenovani: proces, kterym se zjist'uje poradi nukleovych bazi v sekvencich DNA

(zdroj: online Velky lékarsky slovnik http://lekarske.slovniky.cz)



P
UVOD

Bakalafska prace pojednava o vzacnych hereditarnich syndromech predisponujicich
k nddorovému onemocnéni v détském veéku. Nadorovd onemocnéni jsou v détském a
dospivajicim véku pomérne vzacna a jejich odhaleni je velmi dtlezité pro naslednou 1é¢bu,
ktera je v personalizované medicin€ upravovana a jedine¢na pro kazdého pacienta.

V tivodni ¢asti bakalarské prace je obecné popsana onkogenetika, kterd se zabyva
nadorovym onemocnénim. Stanovuje nakolik je dané onemocnéni ovlivnéno genetickou
predispozici nebo ¢i je zplsobeno negativnimi okolnimi vlivy. A déle je zde popsana
karcinogeneze, tedy vznik a rozvoj nadorového onemocnéni. U hereditarnich nadorovych
onemocnéni rozliSujeme nékolik druhti dédic¢nosti, a to dédéné autozomalné dominantnim
typem nebo autozomdalné recesivnim typem dédicnosti. V této praci je také zminéna
Knudsova teorie dvou zasahi, tedy hlavni teorie vzniku nadoru.

Nejvetsi Cast bakalaiské prace je zaméfena piedevS§im na popis jednotlivych
syndromt predisponujicich k nddorovym onemocnénim v détském véku, které se 1isi od
nadorovych syndromti dospélého veéku. U vybranych syndromil je popsan projev, pribeh,
zastoupeni a vyskyt daného syndromu u jedinci v populaci. Syndromy, které jsou
v bakalafské praci popsany, patii mezi nejCastéji zastoupené syndromy hereditarnich
nadorovych syndromt détského véku. Jednd se o Retinoblastom, syndrom Li-Fraumeni,
Neurofibromatézu typu 1 a 2, a dale Wiedemann-Beckwithiv syndrom. Daéle také
rozliSujeme syndromy chromozomalni nestability, mezi které patii Bloomlv syndrom,
Fanconiho anémie, Ataxia telangiectasia a Xeroderma pigmentosum.

V kone¢né casti bakalairské prace je popsana molekuldrné genetickd diagnostika
hereditarnich nadorovych syndromii. Mezi nejpouzivangj$i metody jsem zatradila metody
sekvenovani nové generace (NGS, z ang. Next Generation Sequencing), déle kapilarni
sekvenovani neboli Sangerova metoda sekvenovani a v neposledni fad€¢ i metoda MLPA (z
angl. Multiplex ligation-dependent probe amplification)

Uplnym  zavérem bakalaiské prace je 1é¢ba  hereditarnich  syndromi
predisponujicich k nddorovym onemocnénim v détském ve&ku. Nejcastéjsi lécbou je
chemoterapie, chirurgicky zékrok nebo radioterapie. Cilena 1é€ba umozni remisi az u 85 %

détskych pacientt.
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1 ONKOGENETIKA

Onkogenetika je 1€kafsky obor zabyvajici se karcinogenezi. Cilem tohoto oboru je
porozumét  genetické  predispozici  k nddorovému  onemocnéni.  Karcinogeneze
(kancerogeneze) je slozity proces vzniku a vyvoje nadort, ktery je podminény genetickymi
faktory. Rozvoj nadort ovliviiuje zivotni styl s faktory vnéjSiho prostfedi, pficemz u
nékterych nadorovych onemocnéni hraje klicovou roli hereditarni slozka, kterou je dédi¢na
mutace specifickych genti (Hofmanova, 2013).

V procesu neoplastické evoluce se uplatiuji dvé odlisSné tiidy genid, a to
protoonkogeny a tumor supresorové geny. Genetické zmény, jakymi mohou byt bodové
mutace, chromozomalni translokace, delece ¢i amplifikace genti a numerické zmény
chromozomt, mohou aktivovat nadorové bujeni a zvysit funkci protoonkogenu, nebo vést
k mutaci tumor supresovych gent a tim ke ztrate jejich funkce (Barrett, 1993).

Protoonkogeny podporuji riist nadorti, jsou tedy karcinogenni onkogeny vedouci
k nadmérné proliferaci. Hlavni funkci protoonkogent je koédovani proteind, které jsou
dalezité pro regulaci rastu, diferenciaci a apoptéozu normalnich bun¢k. Pokud tedy dojde
k mutaci v onkogenu, je poruSen bunécny rist, imortalizace a transformace, pfiCemz
dochdzi k rozvoji nadorii. K mutaci v onkogenu, a tedy jeji aktivaci, dochazi vétSinou
bodovou mutaci, chromozomalni pfestavbou nebo amplifikaci (Hofmanova, 2013).

Tumor supresorové geny hraji dilezitou roli v zastavé abnormalni bunécné
proliferace, tedy pusobi proti funkci onkogend. Pokud dojde ke ztraté funkce tumor
supresorového genu, tak se predpokladda, ze dojde k rozvoji naddorového bujeni, nejcastéji
retinoblastomu. Tyto geny maji vliv jak na buné¢ny rist, tak na jeho utlum. Této vlastnosti
se vyuziva predevSim v protinddorovém vyzkumu (Kontomanolis, 2020). Cilem vyzkumu
téchto gent je nahradit jejich poSkozenou funkci nebo udrzet expresi téchto genti. Jednou
z nejznaméjSich antiproliferacné plsobicich molekul, které se podili na ristu bunék, je
TGF (z angl. transforming qrowth factor) beta protein. Tento protein stimuluje, ale i
inhibuje ristovou funkci. 7GF beta podporuje proliferaci bun¢k mesenchymalniho ptivodu
a inhibuje proliferaci, napt. u bunék epitelidlniho pivodu a u B lymfocyti. Protein TGF

beta také vyvolava diferenciaci u bunéénych typt (Hofmanova, 2013).
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2 KARCINOGENEZE

Karcinogenezi rozumime vznik a vyvoj nadorového onemocnéni (Hofmanova,
2013). Pivod teorie karcinogeneze somatické mutace je obecné pripisovana Theodorovi
Boverimu, ktery ji poprvé popsal vroce 1914 ve své knize “ZurFrage der Entstehung
Maligner Tumoren [On the Problem of the Origin of Malignant Tumors]“, pfi¢emz
anglicky predklad knihy byl publikovan v roce 1929 jeho manzelkou Marcellou Boveri.
Boveriho hypotéza vzniku maligniho nddorového onemocnéni byla mimoradné komplexni
a zahrnovala fadu predikci, které se nasledné ukézaly jako pravdivé. Z tohoto divodu je
Boveri obecné€ uznévan za zakladatele teorie karcinogeneze (Boveri, 1914).

Nédorové onemocnéni vznika tehdy, pokud dojde k naruSeni rovnovahy mezi
inhibi¢nimi signaly a signdly stimulacnimi neboli k poruSeni homeostdzy. Jeden ze
zakladnich predpokladl vétsSiny vicestupiiovych modelt karcinogeneze je geneticka a/nebo
epigenetickd alterace zahrnujici vice nezavislych gend. Ackoliv je karcinogeneze cCasto
popisovana tfemi stadii, tedy fazi iniciace, promoce a progrese, pocet genetickych zmén
prozatim nebyl stanoven (Barrett, 1993).

Karcinogeneze se sklddd znckolika kroki, které na sebe vzdjemné navazuji.
Témito kroky jsou iniciace, tedy zahdajeni, propagace a progrese, viz Obr. 1 (Pitot, 1981;
Choudhuri, 2018). Ve fazi iniciace dochdzi ke zméné¢ v DNA builkky. Tato zména je
nevratna a je zpusobena mutaci nebo narusenim struktury DNA. Struktura DNA je
naruSena aberaci nebo chybnou reparaci DNA pii replikaci. Faze promoce je
experimentalné definovana procesem, ve kterém je iniciovana bun&cnd klonalni expanze
do viditelnych struktur nadorového onemocnéni, Casto benignich 1ézi, jakymi jsou
papilomy. Ve fazi progrese dochazi k transformaci benigniho naddoru na nador maligni a
nasledné metastdzy maligniho neoplazmatu, tedy novotvaru. Charakteristickymi znaky
progrese jsou chromozomalni abnormality jako delece, duplikace a translokace (Barrett

1987; Hennings, 1993; Choudhuri, 2018).
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Mnohostupnovy proces karcinogeneze

(_progrese ]

Mutageny Negenatoxické Genotoxicke
—— Radiace karcinogény + negenotoxicke

Virusy... - faktory

Genotoxicita
rOD

CG)G)

Normalni Iniciovana Preneopastické l-1alli;|r|' I Invazg:

bufika bufika poruc nadar Metastazy
]

Aktivace proto-onkogend

?] Inaktivace nadorové supresor. genf)
Inaktivace antimetastat. gend

Obrazek 1 - Mnohostupnovy proces karcinogeneze

(ptevzato z Hofmanové, 2013 https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps13/genotox/web/pages/01 nador.html)

2.1 HEREDITARNI NADOROVA ONEMOCNENI

Dédi¢na naddorova onemocnéni mohou tvofit pfiblizn€ 5-10 % nové vzniklych
nadorovych onemocnéni (Narod, 1991; Garber, 2005; Strahm, 2006). Nov¢jsi publikace
vSak poukazuji na vyssi zastoupeni hereditarnich nddorovych syndromt u déti (Knapke,
2012; Schiffman, 2013).

Hereditarni nadorovad onemocnéni vznikaji z divodu zdédéné mutace od rodich
(Bignold, 2020). Nadorové onemocnéni miize vzniknout jiz v raném véku, a to diky tomu,

Mrve

ze vétSina druhti nadort je zapfi¢inéna zarode¢nou mutaci, tedy mutaci, ktera vstoupila do
zygoty (Knudson, 2001).
RozliSujeme nekolik vlastnosti dédi¢ného typu nadoru (Berliner, 2007):

e autozomalné dominantni nebo recesivni typ pfenosu nadoru;

e cCasny v€k vzniku nadorového onemocnéni;

e vyssi vyskyt vzacnych nadort v roding;

¢ bilateralni nebo multifokalni nadory;

e piibuzni prvniho stupné maji 50% pravdépodobnost, ze budou mit totoznou

mutaci;

e nelplnd penetrance a variabilni expresivita je pfiCinou rozdilného veku

diagnozy nadorového onemocnéni.
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2.1.1 AUTOZOMALNE DOMINANTNI DEDICNOST

Johann Gregor Mendel v roce 1865 poprvé zformuloval zakladni pravidla, pticemz
podle zakona dominance a uniformity se autosomalné dominantni zplsob dédi¢nosti
projevi, kdyz jedinec zdédi alespon jednu dominantni alelu (A) porusené¢ho genu nemoci
(Mendel, 1866). Autozomalné dominantni (AD) typ dédi¢nosti postihuje Zeny i muze se
stejnou pravdépodobnosti, protoze zahrnuje nepohlavni chromozomy, dale je AD
dédi¢nost charakterizovana vertikalnim pfenosem aberace/onemocnéni, tedy fenotyp se
objevuje v kazdé generaci a kazdy postizeny jedinec mé postizeného rodice, k projevu
onemocnéni staci jedna zdédéna dominantni alela, viz Obr. 2 (Thompson, 2004; Rueben,
2020). Autozomaln¢ dominantni dédi¢nost se mize vyskytovat v rodin€ i ojedinéle, poté
hovofime o vzniku de novo mutace. K mutacim de novo dochazi nejcastéji v disledku
chyby v replikaci DNA, pfi chybném zaclenéni nukleotidy pomoci DNA polymerdzy
(Ségurel, 2014).
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Obrazek 2 - Autozomaln¢ dominantni typ dédicnosti

(pfevzato z genetika-biologie http://www.genetika-biologie.cz/typy-dedicnosti-v-rodokmenu)

2.1.2 AUTOZOMALNE RECESIVNI DEDICNOST

Autozomalné recesivni dédicnost je charakterizovana pfenosem mutované kopie
genu z obou rodicli na potomka. Pokud oba rodi¢e nesou mutaci ve stejném genu, jejich
potomek ma 25% riziko zdédéni obou alel a projevu daného recesivni onemocnéni
(Thompson, 2004; Stoltenberg, 1997).

Autozomalné recesivni typ dédi¢nosti miizeme zjistit jiz ze sestaveni rodokmenu

postizené rodiny, protoze tento typ dédicnosti ma svij typicky vzorec projevu. Fenotyp
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autosomalné recesivniho (AR) onemocnéni se vyskytuje u vice nez jednoho c¢lena
rodokmenu, obvykle u sourozenct probanda, avSak rodice jsou asymptomaticti prenaseci,
jedna se o horizontalni typ dédicnosti, pfiCemz Zeny a muZzi jsou postiZzeni se stejnou

pravdépodobnosti, viz Obr. 3 (Thompson, 2004; Gulani, 2020).
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Obrazek 3 - Autozomaln€ recesivni typ dédicnosti

(pfevzato z genetika-biologie http://www.genetika-biologie.cz/typy-dedicnosti-v-rodokmenu)

2.1.3 KNUDSOVA TEORIE DVOU ZASAHU

Knudsova teorie pochazi zroku 1971 a byla popsana na zékladé pozorovéani 48
pacientdi s nitrooénim nadorem, retinoblastomem. Knudson (1971) zjistil, ze nadorové
onemocnéni retinoblastom vznikd na zdkladé dvou mutacnich zisahii. V dominantné
dédeéné formé se jedna mutace dédi zarodecnymi buiikami (prvni zésah) a druhd mutace je
v somatické bunice (druhy zasah). Pokud se jedna o nedédi¢nou formu nadoru, jsou obé

mutace ptritomné v somatickych buiikach, viz Obr. 4 (Knudson, 1971).
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Obrazek 4 - Knudsova teorie dvou zasahi
(pfevzato od Ana Osorio, 2013 https://metode.org/issues/monographs/hereditary-cancer.html)
(hereditary — dédi¢ny typ, germline mutation — zadrode¢nad mutace, somatic mutation — somaticka

mutace, tumor — nador, sporadic — sporadicky typ, normal gen — normalni gen)
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3 HEREDITARNI SYNDROMY

Hereditarni nadorové syndromy jsou ve vétsing piipadli autozomalné¢ dominantni
dédicna onemocnéni s neuplnou, avSak vysokou penetranci. Podle Knudsonovy teorie
dvou zéasahii vytvaii germinalni mutace prvni zasah do pfislusného genu a tim zvysi
pravdépodobnost neboli celozivotni riziko vzniku nadoru u postizeného jedince. Pro
hereditarni syndromy je typicky vyskyt urcitého naddorového onemocnéni v roding, kde se
toto onemocnéni opakuje. V drtivé vétsSin€ pripadii se nddorové onemocnéni diagnostikuje

jiz v nizkém véku (Hruska, 2019).

3.1 HEREDITARNI NADOROVE SYNDROMY DOSPELEHO VEKU
Dé&di¢né nadorové syndromy dospéelého véku se znaéné 1isi od hereditarnich nadort
détského veku tim, ze maji jiné histologické podtypy a odlisné syndromy predispozice
k nddorim. Nejcasté¢jsi syndromy dospélého veéku jsou karcinomy prsu a ovarii,
adenomatozni polypdza a kolorektalni karcinom, coz je tieti nejcastéjsi typ a pficina umrti

na rakovinu po celém svéte (Siegel, 2014).

3.2 HEREDITARNI NADOROVE SYNDROMY DETSKEHO VEKU

Ve vétsiné pripadl se nadory vyskytuji u déti s dédicnou predispozici k rakoviné
(Rednam, 2019).

Termin dédicnd predispozice k nadorovému onemocnéni zahrnuje mnoho
familidrnich nadorti, u kterych miizeme jasné€ stanovit zptsob dédicnosti, 1 kdyz nebyl
jasné popsan specificky genovy defekt (Monsalve, 2011).

Mezi béZné hereditarni nadorové syndromy détského veku patii retinoblastom,
syndrom Li-Fraumeni, neurofibromatdza a Beckwith-Widemanntv syndrom (Monsalve,

2011).

3.2.1 RETINOBLASTOM

Retinoblastom (Rb) je nejcastéjsi priméarni maligni onemocnéni o¢i u déti a batolat
pied dosazenim véku 5 let (Ortiz, 2016). Tento nador byl poprvé popsan v roce 1809
skotskym chirurgem Jamesem Wardropem (Albert, 1987). V roce 1926 Verhoeff zjistil, ze
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tento druh nédoru vznika z primitivnich bunék sitnice, a proto je pojmenovan jako
retinoblastom (Albert, 1987).

Retinoblastom muzeme klasifikovat tfemi riznymi zpusoby: familiarni nebo
sporadicky, jednostranny nebo bilateralni a dédicny nebo nedédi¢ny. PiiC¢emz se nejcastéji
pouzivaji prvni dva zptsoby klasifikace (Shields, 2017).

Heriditarni Rb se vétSinou diagnostikuje u mladsich déti, okolo jednoho roku veku.
Druhou formou je unilateralni forma Rb, v drtivé vétsin€ postihujici jeden o¢ni bulbus, kde
vytvaii pouze jedno lozisko, a Castéji se vyskytuje u starSich déti mezi 1. a 3. rokem véku
(MacCarthy, 2006). Pacienti s druhou formou Rb maji RB/ gen mutovan pouze v nadorové
tkani. Nicméné asi 10-15 % déti s hereditdrnim retinoblastomem ma onemocnéni
lokalizované pouze v jednom bulbu, proto jistotu, jestli pacient nese zdrodecnou mutaci v
RBI genu, atim dozivotné vyznamné zvySené riziko dalSich nadorii, poskytne pouze
genetické vySetteni periferni krve pacienta (Abramson, 2004).

Gen retinoblastomu (RB1) se nachdzi na dlouhém rameni chromozomu 13 (13q14),
viz Obr. 5. Predpoklada se, Ze gen je recesivni tumor supresorovy gen a muize hrat roli
v ristu a ve vyvoji bun€k. Aby doSlo k rozvoji retinoblastomu, musi byt ob& kopie genu
v lokusu 13q14, znamého jako gen RBI, odstranény, inaktivovany nebo musi dojit k jejich

mutaci. Tyto dvé mutace maji vztah ke Knudsové teorii dvou zasahti (Knudson, 1971).

S

S
[
ERCAE Autosomal recessive
LEESE CAlCEr neurosensory deafness
RE1 ATP7E
Retinoblastorna Wilson disease

Obrazek 5 — Gen RBI retinoblastomu na 13 chromozomu

(pfevzato
http://eridanus.cz/id32402/ve(2da/pr(2i(1rodni(1_ve(2dy/biologie/genetika/ ostatni/Genes_and Disease/Chr
omosome%2013.htm)

(breast cancer — rakovina prsu, retinoblastoma — retinoblastom, Wilson disease — Wilsonova

choroba, autosomal recessive neurosensory deafness — autozomalné recesivni neurosenzoricka hluchota)
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Nejbéznéjsi ptiznaky retinoblastomu jsou leukokorie, ktera se projevuje bilym
odrazem viditelnym skrz zornici oka a stabismus, ktery vidime jako nesoumérny pohled

oka, kdy o¢i nehledi rovnob&zné (Dimaras, 2019). Déle také mliZeme na oku pozorovat

vapenaténi, které vidime pouhym okem nebo muze byt detekovano pomoci magnetické

rezonance, viz Obr. 6 (Rodjan, 2015).

A Glint or a Squint Should Make You Think!

Leukocoria (cat's eye reflex, white pupil) Strabismus (squint)

Obrazek 6 — Leukokorie a stabismus
(ptevzato z World Eye Cancer Hope https://wechope.org)

(cat’s eye reflex — reflex kocicich o¢i, white pupil — bila zornice, squint — §ilhavost)

Déti s retinoblastomem jsou vystaveny tfem dualezitym a Zzivotu ohrozujicim
problémim, kterymi jsou metastize z retinoblastomu, intrakranidlni neuroblasticka
malignita neboli trilateralni retinoblastom a druhé primérni nadory (Shields, 2017). Proto

vvvvvv

prezil a druhym cilem je zachovani bulvy oka (Shields, 2017).

3.2.2 SYNDROM LI-FRAUMENI

Syndrom Li-Fraumani (LFS) je syndrom s predispozici pro nadorové onemocnéni
zpiisobené zarodecnou mutaci genu 7P53 na chromozomu 17p13.1. Syndrom je pienaSen
autozomalné dominantnim typem dédicnosti s vysokou penetranci (Correa, 2016).

Protein kédovany genem TP53 je p53, coz je zékladni bunécny transkripcni faktor,

ktery iniciuje protinadorové reakce na bunécny stres, jako je poskozeni DNA (Dutzmann,

2019).
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Ztrata funkce proteinu p53 vede k vyvoji malignit po cely Zivot. Mezi nejcastéjsi
slozené nadory patii nador mekkych tkédni, osteosarkom, premenopauzalni karcinom prsu,
mozkové tumory a také karcinom kiry nadledvin (Correa, 2016).

Nekteré publikace také ukazuji na gen CHEK?2 lokalizovany na chromozomu
22q12.1 jako na rizikovy faktor, protoze mutace v tomto genu maji asociaci s predispozici
k nddorovému bujeni u LFS. Mutace v tomto genu zptisobuji nddor mozku a bilateralni
karcinom prsu v rodinéach, které jsou negativni na mutaci v zarodec¢né linii pro gen 7P53,

viz Obr. 7 (Vahteristo, 2001).

S: Sarkom
- CEVY
- NEFVY
- muskuloskeletalni

- tuk

B: prsa

L: lymfa/Leukémie

Li Fraumeni Syndrome

Obrazek 7 — Li-Fraumeni syndrom

(pfevzato z Ivy Union Publishing https://www.ivyunion.org/index.php/ajccr/article/view/1365)

3.2.3 NEUROFIBROMATOZA

Neurokutanni choroba je skupina onemocnéni s fenotypickym projevem piedevsim
na kazi a nervovém systému. Jedna se o vrozena, geneticky podminénd, multisystémova
onemocnéni na podkladu postiZzeni neuroektodermu pii poruse vyvoje neurdlni listy.

Termin neurofibromat6za, neurokutanni choroba, sdruzuje tfi odliSna onemocnéni
oznacovana jako neurofibromatéza 1. typu (NF1), neurofibromatéza 2. typu (NF2) a
schwannomat6za. VSechny tyto genetické poruchy jsou zdédéné autozomalné
dominantnim zpusobem s vysokym podilem mutaci vzniklych de novo a s variabilni
expresivitou, pficemz u onemocnéni NF1 a NF2 je popsana uplna penetrance naopak u
schwannomatdzy je zaznamenana neuplnd penetrance onemocnéni. Geny NFI a NF2

asociované s neurofibromatdzou jsou zndmé a potvrzuji odliSnou etiologii onemocnéni

(Korf, 2013).
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3.2.3.1 NEUROFIBROMATOZA TYP 1 (NF1)

Neurofibromatéza 1. typu byla poprvé rozpozndna jako multisystémova klinicka
entita vroce 1882 Friedrichem von Recklinghausenem, ktery ji 1 pojmenoval
(von Recklinghausen, 1882). Tento typ nadorového onemocnéni je pomérné ¢astd dédicna
porucha, kterd postihuje jednoho ¢lovéka z 2500-3000 lidi po celém svéteé bez ohledu na
pohlavi (Huson, 1989). Je zplsobena mutaci v zarode¢né linii v genu NFI, ktery se
nachazi na chromozomu 17ql1.2 a koéduje cytoplazmaticky protein neurofibromin
(Gutmann, 2012). U jedincii, ktefi maji diagnostikovanou NF1 se netvoii pouze benigni a
maligni nddory CNS a periferniho nervového svalstva, ale i nadory v jinych Castech téla
(Williams, 2009). Jedna se predevSim o gastrointestindlni stromalni nador, leukémii,
glioblastom a karcinom prsu (Brems, 2009).

Nicméné témét 50 % jedincii s neurofibromatozou 1. typu nema pozitivni rodinnou
anamnézu, a tedy nadorové onemocnéni vznika de novo (spontanni) mutaci (Kayes, 1994).
U pacienti s mikrodeleci NFI, je nalézédna zvySena tendence vzniku mikrofibromu
v détském veéku. Tito jedinci maji také nizsi pramérné 1Q, abnormalni obli¢ejové rysy a
maji zvySené riziko vzniku maligniho nddorového onemocnéni periferniho nervového
obalu (Leppig, 1997).

Mezi 7 diagnostickych kritérii pfi hodnoceni neurofibromatdzy 1. typu patii
predevsim néalez mnohocetnych pigmentovych 1ézi, oznaovanych jako café-au-lait spoty,
tzv. skvrny bilé kavy. Pro NF1 je vyznamny nélez 6 a vice skvrn o priméru pod 0,5 cm u
jedinct pred pubertou a nad 1,5 cm u jedinci po puberté. Dale je také dulezity vyskyt
neurofibromt a vyskyt gliomu, viz Obr. 8 a 9 (Gutmann, 1997).

Diagnosticka kritéria neurofibromatoézy typu 1

Skvrny café-au-lait na kizi v poctu 6 a vice:
.  -udétiopriméru = 0,5 cm
- u dospélych o priméru = 1,5 cm
2.  mnohocetny axillirni a/nebo inquinalni freckling
dva a vice neurofibromti nebo jeden plexiformni neurofibrom
4. gliom optického nervu
typické kostni léze
(dysplazie kiidla sfenoidalni kosti nebo ztenceni kortikalni ¢asti dlouhych kosti s pseudoartrézou nebo bez pseudoartrozy)
2 nebo vice Lischovych noduli duhovky oboustranné
pribuzny 1. stupné (rodi¢, sourozenec nebo potomek) s prokdzanou diagnézou NF1 podle uvedenych kritérii

Obrazek 8 — Sedm diagnostickych kritérii NF1

(pfevzato z Institute of Health Consensus Development Conference
https://www.prolekare.cz/casopisy/cesko-slovenska-dermatologie/2015-3/neurofibromatoza-z-pohledu-

dermatologa-55781)
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Obrazek 9 — Café-au-lait a drobné skvrnité hyperpigmentace (,,freckling)

(pfevzato od D. Humhejové https://www.prolekare.cz/casopisy/cesko-slovenska-dermatologie/2015-
3/neurofibromatoza-z-pohledu-dermatologa-55781)

3.2.3.2 NEUROFIBROMATOZA TYP 2 (NF2)

Neurofibromatdza druhého typu je syndrom mnohocetné neoplazie. Tento syndrom
je zplsoben mutaci v genu NF2 umisténého na chromozomu 22q12, ktery koduje protein
zvany merlin nebo schwannomin. Tato porucha se vyskytuje u 1: 25000 zivé narozenych
déti a je dédeénd jako autozomaln€¢ dominantni znak s velkou fenotypovou variabilitou a
témer 100% penetranci do 60 let véku jedince (Evans, 1992; Rouleau, 1987). Asi 50 %
jedinct tuto mutaci ziskd de novo a stejné velké procento je zpiisobeno sporadickymi
mutacemi, které se mohou vyskytovat v zdrode¢nych rodi¢ovskych buinkach. Vysledkem
sporadické mutace mize byt i mozaika, u které se odhaduje vyskyt na 25 % (Evans, 1992;
Kluwe, 2003).

U NF2 se nddory vyskytuji v intrakranidlnich a spinalnich oblastech, ale také na
perifernich nervech, kde zptsobuji dalSi pfiznaky v zavislosti na jejich umisténi.
V nitrolebnim prostoru mohou nadory zpusobit hluchotu, slepotu, bolesti hlavy,
abnormality chlize a zachvaty (Patronas, 2001). U neorofibromatézy mohou byt
fenotypické projevy na kiizi a o€ich. Obdobné jako u NF1 se vyskytuji skvrny café-au-lait,
ale v mnohem mensi mife a velikosti (Evans, 1992). Mnohem ¢ast¢jsi kozni projevy u NF2
jsou neurofibromy, nodularni schwannomy a NF2 plaky, které se objevuji jako dobie
definované hyperpigmentované 1éze, obvykle o priméru mensi nez 2 cm, viz Obr. 10

(Mautner, 1997).
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Obrazek 10 — NF2 plaky

(pfevzato od M.Ruggieri
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1071909115000753#f0010)

3.24 WIEDEMANN-BECKWITHUV SYNDROM (BWS)

Wiedemann-Beckwithliv syndrom byl pozorovan u riznych etnickych skupin
s popula¢nim vyskytem 1:13700 a rovnomérnym zastoupenim u muzd a Zen (Thorburn,
1970). Tento syndrom byl pojmenovan po Iékatich, ktefi ho jako prvni popsali, Beckwith
v roce 1963 a Wiedemann v roce 1964 (Beckwith, 1998).

BWS je komplexni multigenni porucha zplisobend zménami riistovych regulac¢nich
genll na chromozomu 11p15 (Li, 1998). Velka ¢ast ptipadi BWS, tedy ptiblizne 85 %, je
sporadickd s normalnim karyotypem, coz znamend, ze jen u velmi malo jedincl jsou
detekovany abnormality na chromozomu 11pl5. Pfiblizné¢ 10-15 % ptipadi BWS je
popsano u jedincii s autozomalné dominantnim typem dédi¢nosti, pficemz u rodokmenti je
nalézan preferencni matetsky pienos, a proto je rodinna historie dileZita pii pocate¢nim
hodnoceni. Anamnestické tidaje by mély zahrnovat porodni hmotnost rodict, familiarni
historii defektu bfiSni stény, zvétSenou velikost jazyka, pupecnikovou kylu a dalsi
abnormality bfi$nich organt (Weksberg, 2005).

V pozdé€jsi fazi je tento syndrom charakterizovan postnatadlnim pferistanim,
hypotonii, hypoplézii obliceje, rozs§tépy patra a napadnym projevem ploché tmaveé Cervené
az fialoveé zbarvené léze na Cele, tzv. naevus flammeus, lidové zvanym “ohen’ (Mussa,

2016).
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4 SYNDROMY CHROMOZOMALNI NESTABILITY

Syndromy chromozomalni instability jsou také zndmé jako syndromy zlomenych
chromozomtl patiici do skupiny genetickych poruch, které jsou typicky pirenasené
autozomalné recesivnim typem dédicnosti. Syndromy chromozomalni nestability Casto
vedou ke zvysSené tendenci rozvoje urcitych typi nadorovych onemocnéni. Existuje
nékolik poruch charakterizovanych jako syndromy chromozomalni nestability a t€émi jsou
Bloomiv syndrom, Fanconiho anémi, Ataxia Telangiectasia a Xeroderma pigmentosum

(Taylor, 2001).

41 BLOOMUV SYNDROM (BS)

Bloomiv syndrom je autozomdlné recesivni onemocnéni zplsobené mutaci
genu BLM, ktery je umistén na chromozomu 15g26.1. Tento gen koduje protein RecQL3
zapojeny v DNA replikaci a reparaci (Kaneko, 2004; Karow, 2000).

Kvili genetické instabilit¢ na molekularni Grovni maji jedinci s BS vysoké riziko
vzniku nddorového onemocnéni v dolni i horni ¢asti gastrointestinalniho traktu, genitalii,
mocového traktu a kize. Mimo jiné maji zvySenou precitlivost na svétlo, snizenou
plodnost, imunodeficienci B a T lymfocytii, dale dermatologické projevy na kuzi véetné
tzv. poikilodermy, zménami kize s hypo-/hyper-pigmentaci, telangiectadsiemi a atrofii
(Belmont, 2013; Taylor, 2019).

Pacienti s Bloomovym syndromem maji charakteristické rysy, mezi které patii

vysoky hlas, mala a hubena postava, dlouh¢ koncetiny, velké usi, dlouh¢ ruce a nohy, uzky

Bloomziiv

;r syndrom

4
Obrazek 11 — Bloomiv syndrom projevy

(ptevzato od MUDr. E. Konupkové https://www.priznaky-projevy.cz/geneticke-nemoci/1390-
bloomuv-syndrom-priznaky-projevy-symptomy-pricina-lecba)
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4.2 FANCONIHO ANEMIE (FA)

Falconiho anémie je vzacné autozomalné€ recesivni onemocnéni a u homozygotnich
nosi¢li patogenni varianty byva nalézan vysoky vyskyt vrozenych vyvojovych vad
(Fanconi, 1927). Fanconiho anémie je nejbéznéjsi typ dédi¢ného syndromu selhani
vyzravani bunék v kostni dfeni (t€zka dfeniova hypoplazie) a tito pacienti maji vysokou
predispozici ke vzniku leukémie. Primérny vék nastupu aplastické anémie (dienového
utlumu) je 8 let. FA se vyskytuje ve vSech etnickych skupinéach s genovou frekvenci 1:300,
ale tato frekvence miize byt i znacné vyssi (Auerbach, 1991; Swift, 1971).

U pacientd s Fanconiho anémii se nejcastéji vyskytuji onemocnéni, jako jsou
myeloidni leukémie, myelodysplastické syndromy, nadorova onemocnéni jater,
orofaryngu, gastrointestindlniho traktu a gynekologického systému. Lécba u pacientli s FA
je slozita kvali velmi uzkému terapeutickému indexu pro chemoterapii a ozafovani,

protoze pacienti maji primarni nestabilitu DNA (Alter, 1996).

4.3 ATAXIA TELANGIECTASIA (AT)

Ataxia telangiectasia je také nazyvana jako Louis-Barové syndrom. Tento syndrom
pojmenovali Elena Boder a Robert Sedgwick, ktefi ho v roce 1957 popsali (Boder, 1957).

Ataxia telangiectasia je autozomalné€ recesivni cerebelarni ataxie (Anheim, 2012).
Toto onemocnéni je zpusobené mutaci v ATM genu lokalizovaném na chromozomu
11922 - 23, ktery kéduje proteinovou kinazu serin/threonin (Gatti, 1988). AT se vyskytuje
po celém svété s odhadovanou prevalenci od 1:40000 az po 1:100000 (Swift, 1986).

Pacienti s AT maji buniky vykazujici citlivost na ionizujici zafeni, chromozomalni
nestabilitu, dale maji zkracené telomery a stim spojené piedCasné starnuti a defektni
opravy dvouvldknovych zlomti DNA (Shiloh, 2001). Maji také Sirokou skalu klinickych
projevi, jakymi jsou progresivni cerebelarni ataxie, okulokutdnni telangiecetasie,
variabilni imunodeficience, radiosenzitivita, citlivost na malignity a metabolické poruchy.
U pacienttl s AT byly zjistény 1 dal§i abnormality jako je selhani ristu, Spatny pubertalni
vyvoj, cukrovka s rezistenci na inzulin, gonadalni atrofie, onemocnéni plic, kozni
abnormality a kardiovaskuldrni onemocnéni (Nissenkorn, 2016; Teive, 2015; Schalch,

1970).
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4.4 XERODERMA PIGMENTOSUM (XP)

Xeroderma pigmentosum je dédi¢né autozomalné recesivni onemocnéni, kdy Zeny 1
muzi jsou postizeni rovnomérn€. Toto onemocnéni se vyskytuje po celém svété s rozdilnou
prevalenci, v Zapadni Evrop¢ je vyskyt 2,3:1000000 nové narozenych déti (Kleijer, 2008).

Xeroderma pimentosum byla poprvé popsana v roce 1874 dermatologem Kaposim
u skupiny pacientli s tenkou, suchou kazi, na které¢ byly viditelné vrasky a pigmentace,
malé dilatace cév a vyvoj nadoru kiize (Hebra, 1874).

XP je popisovana jako citlivost na slunecni svit s vysokou mirou malignit na
pokozce vyvolanych slune¢nim, piredev§sim UV zafenim. Citlivost na slunce se projevuje
tvorbou puchyili na kiizi nebo erytémem, ktery je viditelny i nckolik tydnl. VétSina
v détském véku, a to pred 10. rokem zivota. Mezi prvni symptomy patii dyschromie a
pigmentové skvrny na kuzi, které maji riznou velikost a barvu od hnédé az po Cernou,
viz Obr. 12 (Jung, 1986). Dalsi abnormality, které jsou také velmi Casté, jsou abnormality
oc¢i, které jsou omezené predevSim na piedni stranu oka, kde jsou vicka, rohovka a
spojivka vystaveny UV zafeni. U pacientll se také Casto rozviji naddory v dutiné Ustni,

nejcastéji nador jazyka (Stefanini, 2008; Ramkumar, 2011).

Obrazek 12 — Xeroderma pigmentosum

(pfevzato  zLife Force https://www.askdrshah.com/blog/everything-need-know-xeroderma-
pigmentosum/)
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5 MOLEKULARNE GENETICKA DIAGNOSTIKA
HEREDITARNICH NADOROVYCH SYNDROMU

Mezi moderni genetické metody, které se pouzivaji stale vice, patii pfedevsSim
metody sekvenovani nové generace, celogenomové sekvenovani a sekvenovani parcialnich
genomovych usekd. Podle soucasnych znalosti méné nez 10 % vSech malignich
neoplastickych onemocnéni souvisi s dobie definovanymi dédinymi predispozicemi
(Pagon, 2021). Nicméné podobn¢ vysoké ¢islo je spojovano i se specifickymi variantami
v zarode¢né linii svédcici o dédicné etiologii, 1 kdyz s dosud nedefinovanym fenotypem a
klinickym vyznamem (Ballinger, 2016; Pearlman, 2017). Cisla v dospivajici a pediatrické
populaci jsou jeSt€ znatelné vysSi, blizi se 35 %, zélezi vSak na konkrétnim typu
nadorového onemocnéni (Mork, 2015).

Vyvoj a zavedeni komplexnich genetickych vySetteni, jako je NGS (sekvenovani
noveé generace, z angl. Next Generation sequencing) a WGS (sekvenovani celého genomu,
z angl. Whole Genome Sequencing), zvySily chapani molekuldrné biologickych aspekti

rodinnych nadorovych syndromt (Ripperger, 2017).

5.1 METODY SEKVENOVANI NOVE GENERACE

Metody sekvenovani nové generace, také nazyvané masivni paralelni sekvenovani
(MPS), jsou novéjsi metody zplvodni automatizované Sangerovy metody, kterd je
nazyvand metodou sekvenovani prvni generace. Obé metody jsou Uzce propojené
z hlediska jejich zdkladnich enzymologickych zdkladt. Tyto nové metody ptedstavuji
n¢kolik riznych strategii, které se spoléhaji na kombinaci pfipravy Sablony sekvenovani,
zobrazovani a zarovnavani genomu. Hlavni vyhodou nové generace sekvenovani je, ze umi
relativné levné vyprodukovat enormni mnozstvi dat. V nékterych piipadech dokaze pftistroj
precist 1 jednu miliardu kratkych cteni za jeden tzv. béh pfistroje. Tato funkce tedy
rozSifuje oblast experimentovani nad ramec pouhého urceni potadi bazi. Také umoziuje
sekvenovani milioni fragmentii DNA bez pfedchozi znalosti frekvenci (Wang, 2009;

Kamps, 2017).

5.1.1 Next Generation Sequencing (NGS)
Ptichod technologii NGS na trh zménil zptsob, jakym uvazujeme o védeckych
pristupech v zékladnim, aplikovaném a klinickém vyznamu. V nékterych ohledech je

potencial NGS podobny pocatkim PCR, pfiCemz primarni omezeni jeho pouziti je
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predstavivost ¢loveka. Pti aplikaci NGS muzeme resekvenovat genom c¢loveka, abychom
1épe pochopili, jak genetické rozdily ovliviiuji zdravi ¢i nemoci (Metzker, 2010).

U NGS lze rozlisit n¢kolik platforem a ptistupti mezi které patii: Illumina, Oxford
Nanopores, PacBio nebo Roche.

Aktualné se NGS technologie d€li na dva typy, kterymi je sekvenovani kratkého a
dlouhého cteni. Sekvenovani kratkého cteni umoziuji sekvenatory Illumina a samotné
sekvenovani je popsano jako sekvenovani syntézou (SBS, z angl. Sequencing By Synthesis)

se ¢tenim krat$im nez 300 bp, viz Obr. 13 (Kamps, 2017).

rozitépena DNA konec konverze konec konverze
(Lird) Master Mix (modry) reakéni mix (svétle modry)
RN aulupiie ik ligaéni master mix
* ' - {melen) {Eervena)
g
+ = '!
adaptéry s dvojitym indexem  mix ligaéni reakee N
(luta) (fialovi) Eliticd kapha
+ " .\"'
l’ piredisténa DNA
t (Eira)
€isténi po ligaci na
magnetickém stojanu g -

cv ‘

Obrazek 13 — Znazornéni ptipravy sekvenacni knihovny pro systém Illumina

(pfevzato od Thermo Fisher Scientific  https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-
science/sequencing/next-generation-sequencing/ngs-library-preparation-illumina-systems.html)

Sekvenovani dlouhého ¢teni se provadi hlavné pomoci PacBio a Roche, coz je
nakladna technologie zangl. single molecule real-time (SMRT) neboli Cteni jedné
molekuly v realném case o velikosti delSim neZ 2,5 kb. Sekvenovani dlouhého Eteni je
vhodnéjsi pro rodinné haplotypovani neboli fazovani alely, k detekci DNA a variabilité v
chromozomové struktufe (Kamps, 2017).

Sekvenacni technologie zahrnuji fadu metod, které mohou byt Siroce
charakterizovany jednotlivymi kroky, kterymi jsou pfiprava templatu, sekvenovani,
vizualizace a analyza dat. Unikatni kombinace specifickych protokola odlisuje jednotlivé

technologie NGS a urcuje typ produkovanych dat z kazdé¢ platformy, viz Obr. 14
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(Fan, 2006; Metzker, 2010). Tyto metody mohou byt klasifikovany jako cyklické
reverzibilni terminace (CRT), adice jednoho nukleotidu (SNA, z angl. Single-nucleotide
addition) a sekvenovani v redlném case. Je také popsano sekvenovani ligaci (SBL), coz je
pristup, pfi kterém je DNA polymeraza nahrazena DNA ligazou. Zobrazovaci metody
spojené s témito strategiemi sekvenovani sahaji od méfeni bioluminiscen¢nich signald po

Ctyfbarevné zobrazovani jednotlivych molekularnich udalosti (Pop, 2008).
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Obrizek 14 — Casova osa ¢teci kapacity pro riizné metody

(pfevzato z Almeria University z https://doi.org/10.3390/s17030588)

5.2 KAPILARNI SEKVENOVANI

Technologie sekvenovani se zrodila jako soubor technik, které vedou k poznani o
potadi, ve kterém jsou v DNA piitomny c¢tyfi nukleotidy — adenin, cytosin, guanin a
thymin. Zjisténi potadi téchto bazi zplsobilo revoluci v molekularni biologii, medicing,
genomice a piibuznych oborech. Prvnim organismem, jehoZz kompletni genom byl
sekvenovan v roce 1977 Frederickem Sangerem, byl bakteriofag Phi-X174 (Sanger, 1977).
Tento genom mél pouhych 5386 nukleotidii distribuovanych v 11 genech, ale jeho
sekvenovani bylo velkym milnikem. Hlavni pokrok v sekvenénich technologiich v prib&hu

let vedl k vyvoji novych a vylepSenych platforem sekvenovani DNA. Tyto technologie
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spolu s riznymi vypocetnimi nastroji pro analyzu a interpretaci dat pomohly védctim 1épe
porozumét genomim riznych ekonomicky dtlezitych organismt. Od té doby byly
sekvenovany genomy velkého poctu druhti, az nakonec byl v roce 2001 ptedveden prvni

navrh lidského genomu, viz Obr. 15 (Lander, 2001; Verma, 2017).

Obriazek 15 - Casova osa sekvenovani DNA
(pfevzato z https://doi.org/10.3390/s17030588)
(1855 — Mendel publikoval svou teorii o dédi¢nosti, 1905 — Bateson pouzil poprvé slovo genetika, 1909 —
Johannsen vytvofil pojem gen, 1944 — Avery, MacLeod, McCarty identifikovali DNA jako odpovédnou za
prenos genetického naboje, 1953 — Watson, Crick definovali strukturu DNA jako dvousroubovici, 1965 —
Nirenberg, Khorana definovali geneticky kod, 1977 — Sanger vynalezl metodu sekvenovani DNA, 1986 —
Hood zautomatizoval DNA sekvenovani, 1990 — Watson zacal projekt s ndzvem lidsky genom, 1995 —
Venter zapocal éru masivniho sekvenovani DNA, 2001 — byl piedstaven prvni navrh lidského genomu,
2008 — poprvé je sekvenovan genom rakoviny, 2012 — Torrent oznamil, Ze je schopen sekvenovat genom za

méné nez 1000 dolart)

Dokonceni sekvenovani lidského genomu bylo provedeno pomoci metody znamé jako

Sangerova dideoxy metoda nebo metoda enzymatického ukonceni fetézce (Kircher, 2010).

5.2.1 SANGEROVA METODA SEKVENOVAN{

Sangerova metoda byla vyvinuta Frederickem Sangerem v roce 1975, ale na trh
byla uvedena v roce 1977 (Zimmermann, 1988).

Ackoliv vétsina technik sekvenovani je zcela odliSnych, jejich postupy Ize shrnout
do obecného pracovniho toku, ktery je zasadni pro dosazeni sekvenovani s nizkymi

naklady a vysokou vykonosti. Sangerova metoda sekvenovani patii do prvni generace
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sekvenacnich technologii a stanovila zaklad, o ktery se opiral vyvoj nasledujicich

technologii, jakymi jsou metody sekvenovani nové generace, viz Obr. 16 (Verma, 2017).

Generovani sekvence

Zakladni pfifazeni nukleovych bazi

Ofezavani vektorovych sekvenci

Ofezavani sekvenci nizké kvality

Mapovani fragmentu k referenéni sekvenci

Validace procesu mapovani

Generovani fyzické mapy

Dokonéeni procesu

Obriazek 16 — Pracovni diagram jednotlivych krokti sekvenovani genomu

(pfevzato z knihy Genome Sequencing od Mensi Verma a prelozeno)

Ackoliv byly zavedeny nové techniky, stale se pfipisuje velké mnozstvi udaji o
sekvencich DNA, které byly ziskdny technologiemi prvni generace. I kdyz jsou tyto
technologie star$i, pomalej$i a ndkladnéjsSi, 1 po paralelizaci a automatizaci, stile se
pouzivaji ve studiich, kde nelze piesnost ani v malé mife ohrozit, véetn¢ syntetickych
oligonukleotidii a genovych cilti (Stranneheim, 2012; Hutchison, 2007). Hlavni vyhoda
pouziti této metody spociva v jeji vétsi presnosti (Franca, 2002).

Tato technika zahrnuje sedm riznych komponent pro provadéni sekvenovani. Patii

mezi n¢ ssDNA templat, ktery ma byt sekvenovan, primery, Taq polymerdza pro
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amplifikaci templatového fetézce, pufr, deoxynukleotidy (ANTP), fluorescencné znacené
dideoxynukleotidy (ddNTP) a DMSO k vySetieni sekundarnich struktur, pokud jsou
vytvoieny ve vlakné templatu (Sanger, 1977; Ansorge, 1989).

Po zavedeni prosla Sanderova metoda sekvenovani dalSimi Upravami pro
automatizovany sekvencni protokol. Jednim ztakovych pokrokid bylo sekvenovani

s termina¢nim barvivem, viz Obr. 17 a 18 (Rosenthal, 2009).

dNTPS ddATP, ddTTP, Taq DNA
ddGTP, ddCTP Polymerase

e

3IAGATTATGGCTAGTS’

A5’

CAYS

TCAS

ATCAYS

GATCAS

CGATCAS
CCGATCAS

ACCGATCAS
TACCGATCAYS
ATACCGATCAS
AATACCGATCAYS
TAATACCGATCAYS
CTAATACCGATCAYS
TCTAATACCGATCAYS

Obrazek 17 — Kapilarni elektroforéza
(prevzato od Verma https://sci-hub.do/10.1007/978-1-4939-6622-6 1)

| Fesst Scains | Honpants Soale

Obrazek 18 — Elektroferogram sekvence DNA
(ptevzato od Verma https://sci-hub.do/10.1007/978-1-4939-6622-6 1)

5.3 METODA Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)
Metoda MLPA je unikatni metoda vyvinutd holandskym vyrobcem MRC Holand

charakterizovand jako multiplexni amplifikace zavisld na ligaci sond. Tato technika je

zalozend na multiplexni polymerazové fetézové reakci (PCR) pro relativni kvantifikaci az

60 raznych cilovych sekvenci v jedné reakci. Tato metoda dokaze detekovat soucasné
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genomové duplikace, bodové mutace, odchylky poctu kopii a methylaci DNA. Metoda
MLPA umoziuje pouziti jednoho protokolu pro vSechny aplikace MLPA, ktery zahrnuje
¢tyti kroky, kterymi jsou, viz Obr. 19 (Homig-Holzel, 2012; Schouten, 2002):

e denaturace a hybridizace

e ligace

e PCR s univerzalnimi primery X a Y

e separace fragmentli pomoci kapilarni elektroforézy a fragmentové analyzy

1 - denaturace, 2 - hybridizace

sekvence primeru PCR SeEvenee P“:“”" PCR

! . an v
A hybridizaéni sekvence

¢ - -

cil DNA
3 - ligace

ligaza

4 - amplifikace

5 - oddéleni fragmentu a analyza dat

P 510 Diira T

e -

4080

= i Mo l

Obrazek 19 — Prehled jednotlivych krokt technologie MLPA
(ptevzato od Homig-Hoélzela https://sci-hub.do/10.1097/PDM.0b013e3182595516)

Zmeéna poctu kopii detekované sekvence, tzv. cilovych sekvenci, vede k nizSimu
nebo vySSimu relativnimu mnoZstvi produktu amplifikované sondy. Vysoka
reprodukovatelnost liga¢nich amplikonovych reakci umoziuje detekovat ztraty (napf.
heterozygotni delece) ¢i zisky (napt. heterozygotni duplikace) porovnanim relativni sily
signalu sond mezi vzorkem pacienta a normalnim, tzv. referenénim vzorkem DNA. Zmény
v po¢tu kopii Ize dosdhnout porovnanim relativniho signalu této sondy s primérnym

relativnim signdlem stejné sondy v referenénim vzorku. Dale je vzdy navrzeno nékolik
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referencnich sond zahrnutych ve smésich sond, aby bylo mozné porovnat signaly sondy
mezi jednotlivymi vzorky. U nadorového vzorku by tyto sondy mély cilit na
chromozomovou oblast, ve kterych se neocekdvaji zmény pocCtu kopii (delece a
amplifikace). Jako reference by se nemély pouzivat onkogeny nebo supresory nadoru,
které byly spojeny se zahdjenim a progresi sledovaného karcinomu, protoze je
pravdépodobngéjsi, ze budou ovlivnény poctem kopii nez jiné geny (Homig-Holzel, 2012).

Protoze jsou ndadorové builky casto geneticky nestabilni, doporucuje se pro
nadorové aplikace MLPA techniky pouzit vice referencnich sond. Pouziti alespon 10
referencnich sond ve smési unikatnich prob MLPA analyzy je doporu¢enym minimalnim
mnozstvim referencnich sond pro spolehlivou analyzu dat. Distribuce referenc¢nich sond na
nékolik chromozomt navic snizuje riziko ovlivnéni normaliza¢ni konstanty, a tim zvySuje
robustnost normalizace dat, viz Obr. 20 (Homig-Holzel, 2012).

Analyza MLPA reakci vzorki nadorti poskytuje informace o primérné situaci
v bunikéch, ze kterych byl vzorek DNA purifikovan. Zisky nebo ztraty genomovych oblasti
nebo genl nemusi byt detekovany, pokud je procento nddorovych bunck nizké. Ale oblast,
kde je umisténo vice sond MLPA, lze jiz detekovat, pokud je ptfitomno pouze 10-20 %

nadorovych bunék s heterozygotni deleci (Van Opstal, 2009).
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Obrazek 20 — Detekce bodovych mutaci metodou MLPA

(pfevzato od Seon Hee Yim https://www.researchgate.net/figure/Multiplex-ligation-dependent-
probe-amplification-MLPA-technology-for-detecting-copy fig2 276535501)
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V diagnostice nadora je ptesnd, spolehliva a rychld diagndza nezbytnéd pro vcasné
zahajeni optimalni 1é¢by pacienta, aby se zabranilo dalsi progresi a metastazovani nadoru.
Ptes svou limitaci je MLPA metoda, ktera mtze poskytnout nékolik z téchto aspekta,
cennym nastrojem pro podporu a doplnéni klasické patologie.

Pro MLPA metodu je zapotfebi malé¢ mnozstvi DNA, staci 20 az 200 ng vzorku.
Piesné méteni koncentrace DNA vzorku muze byt obtizné kvili kontaminujicim latkam.
Spolehlivé vysledky poskytuji cerstvé zmrazené vzorky nddorové DNA 1 vysoce
fragmentované vzorky nadorové DNA z parafinovych blo¢ku (FFPE). Vysledky z méteni
1ze ziskat do 24 hodin diky snadnému postupu. Na rozdil od metody FISH a karyotypingu
je snadné metodu MLPA automatizovat, protoze neni pfili§ pracnd a lze provadét na tzv.
96 jamkovych PCR desti¢kach. Nizké naklady na reakci a skutecnost, Ze je potfeba pouze
standardni vybava pro PCR a sekvenovani, udrzuje celkové naklady nizké. MLPA je tedy
vhodn4d metoda pro screening rizika nadorového onemocnéni, kde je tieba analyzovat

velké mnozstvi vzorkl nezavisle na akutni indikaci (Schouten, 2002).
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6 LECBA

Hereditarni nddorova onemocnéni u déti vyzaduji specidlni ptistup k pacientovi.
Protoze se jedna o détské pacienty, je 1écba volena po domluvé s rodi¢i (¢i zdkonnymi
zastupci).

Nadorova onemocnéni vyskytujici se v détském veéku vedla k zavedeni
specializovanych oddéleni, tedy pediatrickych onkologickych center, kterd jsou schopna
poskytnout komplexni péci o déti a dospivajici. Tato komplexni centra détské onkologie
jsou v Ceské republice 2 a nachazeji se v Praze a Brné (Baj¢iova, 2021).

Za poslednich tficet let poklesla Umrtnost déti s hereditarnimi nadorovymi
onemocnénimi o vice nez 50 %. A to tedy znamend, Ze piezije vice nez 85 % déti a
mladistvych s timto onemocnénim.

Jako protinddorova terapie se v I1écbé pouzivaji nejCastéji tyto tfi postupy
(Adam, 2010):

e chirurgicky zakrok
e radioterapie
e chemoterapie

Prvni dvé metody, tedy chirurgicky zakrok a radioterapie slouzi piedevSim
k lokalni kontrole nddoru a zamezeni jeho rastu. Tteti metoda, chemoterapie je 1écba
cytostatiky, které ni¢i predevsim nadorové bunky, ale mize zasdhnout i buiky zdravé.
Proto ma chemoterapie 1 nezadouci uc¢inky. Mezi nej€astéjs$i nezddouci G€inky patii Ginava,
slabost, sniZzena krvetvorba, a tedy niz8i pocet Cervenych krvinek, krevnich desticek a
snizeny pocet bilych krvinek, coz zpusobuje vétsi nachylnost pacienta ke vzniku infekei.
Dalsi nezadouci ucinky jsou nevolnost, nadmérné padani vlasii, zarudnuti kiize, prijem
nebo zacpa. Trvani nezddoucich Gc¢inkl je u kazdého pacienta odlisné. Nezadouci Gcinky
zavisi predevsim na druhu a ddvce podaného 1é¢iva (Vorlicek, 2013).

Uspéchy v 1é¢b& détskych hereditarnich onkologickych onemocnéni stile nejsou
100%. Nadale existuje az 20 % déti, pro které neni ani jeden zplisob 1€cby mozny, a tedy je
nedokazeme vylécit. V tomto piipadé je nezbytné hledat dal§i moznosti 1éCby.

Soucasti 1écby u détskych a dospivajicich pacientli s nddorovym onemocnénim je i
1é¢ba naslednych, tedy sekundarnich komplikaci, tzv, podplirna 1é€ba. Do podptirné 1é¢by

fadime 1écbu bolesti, vzniklych infekci a také psychologickou podporu.
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U onkologickych pacientii je dale velmi dilezitd i termindlni 1écba, kterd probiha
v hospicich nebo mohou byt pacienti 1é¢eni doma, takzvana homecare, kdy k pacientovi

dochazi specializovana sestra nebo 1€kar (Bajciova, 2021).
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7 ZAVER

Hereditarni syndromy predisponujici k nddorovym onemocnénim v détském véku
tvoti az 30 % zhoubnych nadorti diagnostikovanych u détskych pacientl. V poslednich
letech jsou dostupnéjsi informace o vzniku nadorovych syndromi a o mechanismu jejich
vzniku. U nadorovych onemocnéni déti a dospivajicich je velmi dilezita véasna a spravna
diagnoza. Nedilnou a klicovou soucasti diagnostiky je genetické vySetfeni umoznujici
odhaleni ptivodu nddorového onemocnéni.

U rodinnych pfislusnikli pacienta, u kterého byla odhalena patogenni varianta
asociovana s nadorovym onemocnénim, je indikovano prediktivni testovani nalezené, Casto
pro rodinu unikatni, familidrni varianty. Prediktivni testovdni ma enormni vyznam
v pripad¢ odhaleni mutace ptfed projevy nddorového onemocnéni, nebot’ bezpiiznakovy
nosi¢ patogenni varianty je zafazen do preventivnich programli pro vcasné odhaleni
nadorového onemocnéni. Preventivni opatfeni jsou v téchto ptipadech vysoce ucinna.

V dnesni dobé€ je znamo piiblizné¢ 200 typt hereditarnich syndromt s nadorovou
predispozici, pficemz zhruba 33 syndroml je s predispozici u détskych pacientd.
Syndromy, které vznikaji v détském véku, se 1i$i od nddorovych syndromi dospé€lého
véku. U déti je vétSinou prvni, kdo detekuje prvni ptiznaky nddorového onemocnéni
pediatr. Nicméné€ rozpozndni hereditarnich syndromi muize byt né€kdy obtiZzné, protoze
projevy onemocnéni nejsou zcela specifické a onemocnéni se miize vyskytovat u jinych
¢lent rodiny, avsak v jiné manifestaci.

Od roku 2009 na détské onkologii ve FN v Brné sleduji rostouci incidenci
hereditarnich naddorovych predispozi¢nich syndromi. V poslednich letech pocet pacienti
s germindlnimi mutacemi stale roste, ale dafi se rozpoznat typické znaky dysmorfizmu
diive, nez se rozvine zhoubné nadorové onemocnéni.

Pacienti, ktefi absolvuji 1écbu a jsou uspésne¢ vyléCeni, jsou stdle vedeni
v dispenzarni ambulantni péci do véku 18 let, n€kdy i1 delsi dobu. Pacienti jsou nadale
ambulantné kontrolovani z diivodu v¢asného zaznamenani ptipadného navratu nemoci. Po

peti letech remise je predpoklddané riziko navratu nddorového onemocnéni minimalni.
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