puvodni prace

ANALYZA MUTACE [657DEL(5)] V EXONU 6 GENU NBS-1
U 472 PACIENTEK SE SPORADICKYM KARCINOMEM PRSU
V CESKE REPUBLICE.

THE ANALYSIS OF NBS-1 GENE MUTATION [657DEL(S)] IN EXON 6 IN
THE POPULATION OF 472 SPORADIC BREAST CANCER PATIENTS IN
THE CZECH REPUBLIC.

MELTER J.!, PAZDROVA G.2, JANKU F.23, KLEIBL Z.4, NOVOTNY J.2, PETRUZELKA L.2

ISROBAROV INSTITUT PRO DETSKE OCHORENIA PLUC, DOLNY SMOKOVEC, SR
2 ONKOLOGICKA KLINIKA 1.LF UK A VEN V PRAZE, CR

3 BON SECOURS HOSPITAL CORK, IRSKA REPUBLIKA

4USTAV BIOCHEMIE A EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE 1.LF UK V PRAZE, CR

Souhrn

Vychodiska: Nijmegen breakage syndrom (NBS) je zptisoben mutaci [657del(5)] v exonu 6 genu NBS-1. Jedna
se o autosomalné recesivni onemocnéni projevujici se mikrocefalii, imunodeficitem, radiosensitivitou a predis-
pozicemi k malignitdm lymfatickych tkdni. Neddvno byla v nékolika studiich potvrzena vysokd incidence muta-
ci NBS-1 v rtiznych slovanskych populacich. JelikoZ u heterozygoti pro NBS-1 nelze vyloucit vyssi incidenci
nadort, je také nutné objasnit tlohu mutace NBS-1 v karcinogenezi karcinomu prsu. Metody: Celkem bylo vySet-
feno na pritomnost mutace NBS-1 472 pacientek se sporadickym karcinomem prsu lé€enych na Onkologické kli-
nice 1.LF UK v Praze. DNA byla extrahovdna z monocyta v periferni krvi. Nasledné byly provedeny 2 PCR reak-
ce pro kazdy vzorek. Vizualizace byla provedena pomoci elektroforézy na agarézovém gelu. Jako pozitivni byly
hodnoceny vzorky s pritomnosti specifického bandu pro NBS-1 gen a pfitomnosti bandu pro vnitini kontrolu.
Vzorky, kde byla pozitivni pouze vnitfni kontrola byly hodnoceny jako negativni. U vzorki, kde nebyl zastizen
band ani ve vnitini kontrole, byla reakce opakovédna. Vzorky DNA ziskané od dfive pozitivné testovanych jedin-
ct bylo pouzity jako pozitivni kontrola. Vysledky: Ve studované populaci 472 pacientek se sporadickym karci-
nomem prsu nebyla nalezena Zadna mutace [657del(5)] v exonu 6. Zdveér: Na zakladé€ této analyzy nelze pova-
Zovat mutaci [657del(5)] v exonu 6 za mutaci zvySujici riziko karcinomu prsu.
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Summary

Background: Nijmegen breakage syndrome (NBS) caused by mutation [657del(5)] in exon 6 of NBS-1 is an auto-
somal recessive disorder with microcephaly, immunodeficiency, radiosensitivity, and predisposition to lympho-
id malignancies. Recently, high frequency of this NBS-1 mutation was found in some Slavic populations. Becau-
se NBS-1 heterozygotes may have high incidence of neoplastic changes, there is an urgent need to clarify the role
of NBS-1 mutation in breast cancer carcinogenesis. Methods: We analyzed the NBS-1 mutation [657del(5)] in
exon 6 in 472 sporadic breast cancer patients treated in the Department of Oncology, Charles University Prague.
DNA was extracted from peripheral blood monocytes. Subsequently two PCRs for each sample were carried out.
Reaction was visualized using electrophoresis on agarose gel. Agarose gel wells with both the NBS-1 gene-spe-
cific band and internal control band were interpreted as positive. Wells with internal control only were interpre-
ted as negative. PCR from samples giving neither an internal control band nor specific band were repeated. DNA
samples obtained from a previously typed NBS family were used as a positive control. Results: Based on previ-
ously published data we expect to find at least 5 mutation carriers. Surprisingly, in our population of 472 subjects
there was no mutation identified. Conclusion: Based on results of this study there is no relationship between NBS-1
mutation and breast cancer incidence.
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UVOD

Nijmegen breakage syndrom (NBS) je vzacnym dédicnym
autosomdlné recesivnim onemocnénim, jehoZ podstatou je
porucha opravnych mechanismit DNA. Klinicky se projevuje
mikrocefalii, ristovou retardaci, imunodeficitem, hypersenzi-
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tivitou k zafeni X a zvySenou incidenci k lymfoidnim malig-
nitdm (7). Mutace v genu NBS-1 vede k poruse syntézy pro-
teinu zvaného fibrin, ktery je daleZity pro opravu dvojitych
zlom DNA (2, 3). Neddvno bylo publikovédno nékolik ptivod-
nich ¢lankd, které zmitluji vy$S$i neZ ocekdvanou incidenci



[675del(5)] mutace genu NBS-1 u riiznych slovanskych néro-
dii. Jednalo se o populaci Zijici v Ceské republice, Polsku a na
Ukrajin€ (4, 5, 6). V souvislosti s mutaci NBS-1 byla nékte-
rymi autory u heterozygotl popsana vyssi incidence nadora
(6). Vzhledem k pravdépodobné vys§s§imu vyskytu heterozy-
gotil pro mutaci NBS-1 je nutné pln€ objasnit dopad mutace
na incidenci nddorovych onemocnéni. Na§ vyzkum se zaby-
val karcinomem prsu, ktery je nej¢astéjSim nddorovym one-
mocnénim dospélych Zen (7).

METODY

Celkem bylo zafazeno 472 pacientek Onkologické kliniky 1.LF
UK a VEN v Praze s histologicky potvrzenou diagnézou kar-
cinomu prsu. Nabor probihal v letech 2003 — 2005. Do popu-
la¢ni studie byly zatfazeny vSechny Zeny, které nespliiovaly
kritéria pro muta¢ni analyzu gentt BRCAI a BRCA2, a to bez
ohledu na v&k v dob¢€ diagnozy ¢i stddium v dobé diagnozy Ci
v dobé odbéru. Pacientkdm byla odebrana zkumavka nesraz-
livé krve k nasledné izolaci DNA a mutac¢ni analyze.

DNA byla extrahovdna z mononukledrnich bunék periferni
krve s vyuZitim kitll firmy Qiagen.

Amplifikace vysokomolekuldrni DNA probéhla s vyuZitim
GoTaq polymerazy (Promega), INTP’s o koncentraci 0,2 mM
kazdy (Promega) a primert, jejichZ design je uveden v tabul-
ce ¢. 1. Podminky PCR reakce jsou shrnuty v tabulce €. 2.
Vizualizace a separace produktil amplifikacni reakce byla pro-
vadéna v 2% agardzovém gelu obsahujicim ethidium bromid.
Do kaZzdého béhu elektroforézy byla zarazena pozitivni kon-
trola specificka pro mutaci v NBS-1 genu (271 bp) a kontrola
negativni.

Vyzkum probihal ve shod¢ s Helsinskou deklaraci a byl schva-
len mistni etickou komisi. VSechny pacientky podepsaly for-
muléf informovaného souhlasu.

VYSLEDKY

V naSem souboru 472 pacientek se sporadickym karcinomem
prsu jsme pomoci NBS-1 specifickych primert nezjistili ani
jednu mutaci. Vysledek je v rozporu s ocekavanim. Na zakla-
dé literarnich dat bvyl o¢ekavan vyskyt mutaci alespofi u 5
pacientek. Jeden z vysledka po vizualizaci pomoci elektrofo-
rézy je na obrazku ¢. 1.

DISKUSE

V nasi studii jsme pouZili metodiku PCR-SSP na detekci muta-
ce nibrinu [657del(5)] dfive publikovanou Drabkem a spol.
(5). Ve srovnéni s dfive publikovanymi pracemi se single-
strand conformation polymorphism se u SSP dé ocekavat vys-
$i senzitivita (8).

U heterozygotnich nosic¢ti mutace NBS-1 [657del(5)] se pied-
pokldda vyssi riziko vzniku nddorového bujeni vzhledem
k poruse opravnych mechanimii. Ocekava se i vyssi citlivost
k radioterapii (9). Doposud nékolik skupin nezévisle na sobé
publikovalo vys§i Cetnost mutace NBS-1 [657del(5)] v zemich
stiedni a vychodni Evropy. Varon a spol. (4) udava Cetnost
mutace v ¢eské populace 1:154 a 1:190 v polské populaci, Dra-
bek a spol (5) dokonce 1:95 v populaci 383 zdravych jedinct.
Steffen a spol. (6) vySetfil na pfitomnost mutace 1683 pacien-
th s riznymi typy nddorti. Mezi nejveétsi skupiny patfilo 105
pacientl s malignim melaninem, 234 pacient s koloektalni
karcinomem a 224 pacientek s karcinomem prsu. Cetnost muta-
ce ¢inila u maligniho melanomu 1:26 (Sestindsobek ocekava-
né hodnoty), u kolorektdlniho karcinomu 1:78 (dvojnasobek
o¢ekdvané hodnoty) au karcinomu prsu 1:56 (trojnasobek oce-
kavané hodnoty). Celkem byla Cetnost vyskytu mutace 1:105.
Cilem nasi studie bylo potvrdit vysokou ¢etnost mutace u spo-
radického karcinomu prsu, a tak nepiimo potvrdit jeji mozny
podil na karcinogenezi tohoto nddoru. Pfekvapivé jsme
v naSem souboru 472 pacientek, ktery je svou velikosti vic jak
dvojndsobny neZ podskupina ve studii Steffena (6), nezjistily
ani jednu mutaci. Cetnost je tedy niZsi nez 1:472, coZ je vyraz-
né mén€ i ve srovndni se zdravou populaci zemi stfedni
a vychodni Evropy.

Vzhledem k tomu, Ze velikost naseho souboru je dostatecn4, 1ze
s pomérné znatnou mirou jistoty zpochybnit vyznam mutace NBS-
1 [657del(5)] pro karcinogenezi sporadického karcinomu prsu.

1. Ladder
2. DNA G1/2004 430/517, 33/34
3. DNA G1/2004 431/517, 33/34

NBS1 271 bp 4, kontrolnd DNA, heterozygot 430/517, 33/34
5. heterozygot 431/517, 33/34
) 6. kontrolna DNA, zdravy 430/517, 33/%4
interné 796bp .
% 7. 2dravy 431/517, 33/34
HLA-DR

|

Obrazek ¢. 1: Elektroforéza produktti PCR reakce demon-
struje oba nalezy: fyziologickou alelu i alelu mutovanou -
podrobnéjsi vysvétleni viz. obrazek.

1234567

Tabulka ¢.1.: Sekvence jednotlivych primerti pouZitych pfi detekci NBS-1 [657del(5)].

430NBS1ex6 57- ACGGCAGGAAAGAAATCTTC &#8211; 3? (final conc. 0,6uM)
431NBS1lex6 57- CGGCAGGAAAGAAAACAAAT &#8211; 3? (final conc. 0,6uM)
517NBS1ex6 57- ATGAATAGGCCAGTTATCACAG &#8211; 3? (final conc. 0,6uM)
33DRBex3 57- TGCCAAGTGGAGCACCCAA &#8211; 3? (final conc. 0,6uM)
34DRBex4 57- GCATCTTGCTCTGTGCAGAT &#8211; 3? (final conc. 0,6uM)

Tabulka €. 2.: Schéma amplifikacni reakce.

Uvodni denaturace:

96°C/1 min.

A: 5x (denaturace 96°C/35 s., annealing 55°C/45 s., extenze 72°C/35 s.)
B: 21x (denaturace 96°C/25 s., annealing 55°C/50 s., extenze 72°C/40 s.)
C: 6x (denaturace 96°C/35 s., annealing 55°C/60 s., extenze 72°C/ 90 s.)
ZavéreCna extenze: 72°C/5 min.
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