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Souhrn

Vychodiska: Vlivem vnéjsich a vnitinich faktorl dochazi v bunce neustale k poskozovani DNA.
Mezi nejzavaznéjsi poskozeni patfi tvorba dvouretézcovych zlomd. Jejich bezchybnd oprava
se uskutecnuje predevsim mechanizmem homologni rekombinace, v némz jednu z kli¢covych
uloh hraje protein BRCA2. Vrozené mutace v genu BRCA2 jsou pfi¢inou vzniku nadort prsu,
ovarii, pankreatu ¢i jinych organ(. Pfitomnost patogenni mutace v BRCA2 u pacientu ¢i jejich
rodinnych pfisludnikd je dlivodem k jejich dispenzarizaci s cilem véas zachytit nadorové one-
mocnéni a je indikaci k profylaktickym chirurgickym vykondm. Vedle zjevné patogennich mu-
taci jsou v genu BRCA2 casto zjistovany unikatni bodové varianty vedouci pouze k zdméné
jedné aminokyseliny, u kterych je obtizné urcit klinicky vyznam. Vzhledem k moznému riziku
vzniku nddorového onemocnéni u nositell téchto variant je jejich nejednoznacny vyznam
zavaznym medicinskym problémem. Cil: Cilem tohoto ¢lanku je podat prehled o soucasnych
moznostech hodnoceni patogenity variant v genu BRCA2. Genetické metody jsou v nékterych
pfipadech schopny patogenitu variant s vysokou pravdépodobnosti predikovat, jejich pro-
vedeni je vsak casto limitovano nizkou frekvenci varianty ¢i nedostupnosti vzorkd pro izolaci
mMRNA nebo vzorkl DNA od rodinnych ptislusnikl. Alternativou jsou v takovych piipadech
metody funkéniho hodnoceni variant provadéné v riznych bunécnych modelech. Jednot-
livé funkéni metody a bunécné modely jsou podrobné charakterizovany vcetné jejich vyhod
a limitaci. Déle je pfedstaven autory vyvinuty lidsky nddorovy syngenni bunécny model, ve
kterém je jedna alela BRCA2 genu nefunk¢ni a do druhé je homologni rekombinaci vnesena
studovana varianta. Tento model ma potencial hodnotit funkci variant s minimem nezadoucich
vlivd jinych modell. V soucasné dobé je tento model prakticky zkousen u variant zjisténych
u pacientll s dédi¢nou nadorovou predispozici v Masarykové onkologickém ustavu. Zdvér:
Funk¢ni testy v bunécnych modelech vcetné autory vyvinutého nového modelu syngennich
bunéénych linii predstavuji velky potencial k uré¢eni patogenity variant s nejasnym klinickym
vyznamem v BRCA2 genu, predevsim tam, kde jsou genetické metody neproveditelné.
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HODNOCENI VARIANT NEJASNEHO VYZNAMU V GENU BRCA2

Summary

Background: Endogenous processes and exogenous agents cause constant DNA damage. DNA double-strand breaks are among the most se-
rious types of damage. They are mainly repaired by homologous recombination, where the BRCA2 protein plays a dominant role. Heterozygous
germline BRCA2 mutations predispose to breast, ovarian, pancreatic and other types of cancer. The presence of a pathogenic mutation in pa-
tients or their family members warrants close surveillance and prophylactic surgery. Apart from clearly pathogenic mutations, variants leading
only to a single amino acid substitution are often identified. Since the influence of these variants on cancer risk is unknown, they represent
a major clinical problem. Aims: The aim of this paper is to summarize the current possibilities of predicting pathogenicity of BRCA2 variants. In
some cases, genetic methods are able to classify variants with high probability; however, their use is often limited by low frequency of the va-
riants or inaccessibility of samples for mRNA isolation or DNA from family members. Alternatively, functional assays performed in various cellular
models may be employed. Multiple functional tests and cellular models are presented and characterized, including their advantages and limita-
tions. A new model of human syngeneic cell lines developed by the authors is presented, in which one BRCA2 allele is deleted and the variant is
introduced into the other allele by homologous recombination. This model has the potential to evaluate function of variants without some of
the unwanted effects of the other models. Currently, this model is being applied to variants identified in patients with hereditary cancer predis-
position in the Masaryk Memorial Cancer Institute. Conclusion: Functional assays in cellular models including a new model of syngeneic cell lines
described by the authors have a great potential in evaluating clinical importance of unclassified variants in the BRCA2 gene, especially in cases

where genetic tests are not applicable.
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Uvod

PGsobenim nejrlznéjsich vnitinich
a zevnich faktorl je neustdle poskozo-
vana DNA. Maji-li buiky prezit, musi
byt schopny toto poskozeni v genetic-
kém materialu opravit. V pribéhu evo-
luce proto vyvinuly fadu rlznych me-
chanizm( opravy DNA. Pro kazdy typ
poskozeni existuje jeden ¢i nékolik spe-
cifickych zplsobl opravy [1].

Jednim z nejzdvaznéjsich typl po-
Skozeni DNA jsou dvouretézcové zlomy
(Double-Strand Breaks - DSB) vznika-
jici predevsim plisobenim ultrafialového
zafeni, gama zareni, volnych radikall
a chemickych latek. Zlomy jsou v S ¢i G2
fazi bunécného cyklu, kdy je DNA zdvo-
jena, a sesterska chromatida tak posky-
tuje matrici, opraveny pomoci homo-
logni rekombinace (HR). Nehomologni
zplsob opravy (Non-Homologous End
Joining - NHEJ) pfevazuje v G1 fazi bu-
nécného cyklu a predstavuje pfimé spo-
jeni koncl DNA, pfi kterém vsak mUze
dojit ke ztraté casti DNA. Dulezitym
Ucastnikem opravy cestou homologni
rekombinace je protein BRCA2 [1].

Gen BRCA2 se sklada z 27 exonl a je
lokalizovany na chromozomu 13q12-13.
Funkce genu neni na biochemické Urovni
zcela definovand, avsak diky své roli v ho-
mologni rekombinaci je gen fazen do
skupiny genud udrzujicich neporuseny
genom. Protein BRCA2 se vaZe na rekom-
bindzu RAD51, umozni transport RAD51

do jadra na misto poskozeni, a regu-
luje tak formovéni RAD51 nukleoprotei-
nového filamenta, které je nezbytné pro
opravu DNA homologni rekombinaci [2].
Buriky s absenci proteinu BRCA2 tak maji
snizenou schopnost opravy dvouretézco-
vych zlom{ a vykazuji zvysenou citlivost
k poskozeni DNA. Protein BRCA2 ve své
struktufe obsahuje osm vazebnych mist
pro RAD51 lokalizovanych v misté vysoce
konzervovanych BRC repetic a na C-konci
proteinu. Mezi nimi lezi domény zodpo-
védné za vazbu na DNA. Na C-konci se na-
chazi signalni sekvence pro lokalizaci pro-
teinu v jadre [1-3] (obr. 1).

Nadorové onemocnéni vznikd jako
postupny proces zmén (mutaci) v ge-
nomu. Béhem ¢asu bunky akumuluji
mutace v onkogenech, tumor supreso-
rovych genech ¢&i v genech udrzujicich
neporuseny genom. Vrozené, ¢i ziskané
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Obr. 1. Funkéni domény proteinu BRCA2.

alterace v téchto genech pak vedou ke
vzniku nadord.

Germinalni bialelické mutace v BRCA2
zpUsobuji vzacny typ Fanconiho anémie
(FANCD1 skupina) [4]. Germinalni mono-
alelické (heterozygotni) mutace pak
predstavuji druhou nej¢astéjsi pficinu fa-
milidrniho karcinomu prsu a ovarii [5,6].
Kumulativni riziko pro vznik nadoru prsu
u nositeld takové mutace do véku 70 let
je az 84 % a pro karcinom ovaria 27 % [7].
Heterozygotni BRCA2 mutace taktéz pre-
disponuji jedince ke vzniku karcinomu
pankreatu — Hahn nalezl mutace v BRCA2
az u 20 % pacienta s familiarnim karci-
nomem pankreatu [8]. Nositelé mutaci
v BRCA2 maji také zvysené riziko vzniku
nadoru Zlué¢niku, Zlu¢ovych cest, Zaludku
a melanomu [6]. Vlastni nadory vznikaji
vétsinou v dlsledku somatické ztraty
(delece) druhé alely.

DED NLS
—— e
8aaa R
=S ]

;

RADST

Dss1 DNA

DBD (DNA-binding domain), doména vazajici DNA; NLS (Nuclear Localization Signal), ja-
derny lokaliza¢ni signdl; HD (Helical Domain), helikdlni doména; OB (Oligonucleotide-
-Binding fold), doména vazajici ssDNA; RAD51, mista vazajici protein RAD51; Dss1, misto

vazajici protein Dss1.
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Pacienti s vysokym rizikem dédi¢né
formy nadorového onemocnéni (napf.
pacienti s familidrnim vyskytem karci-
nomu prsu/ovaria, s bilaterdlnim nado-
rem prsu ve véku pod 50 let, pacienti
s unilaterdlnim nadorem mladsi 35 let,
muzi s nadorem prsu ¢i specifické histo-
logické podtypy nador() jsou indikovani
k vysetreni klinickym genetikem a dopo-
ruceni k vysetfeni pfitomnosti mutace
v BRCA2 genu [6,9].

Za zjevné patogenni mutace povazu-
jeme takové, které znemoznuji syntézu
funkéniho proteinu (nonsense a frame-
shift mutace a mutace vyvolavajici ab-
normalni sestfih mRNA). Vedle jedno-
znacné patogennich mutaci jsou v fadé
genu vcetné BRCA2 zjistovany mutace,
které nevedou ke zméné ¢teciho ramce.
Nejcastéji se jedna o missense mutace
vedouci k zdméné jedné aminokyseliny
¢i o in-frame delece a inzerce, u kterych
nedochazi ke zméné ¢teciho rdmce a di-
sledkem je delece, ¢i inzerce nékolika
malo aminokyselin. Jejich vyznam pro
funkci proteinu a pro riziko vzniku nado-

rového onemocnéni nelze jednoznaéné
urcit, nazyvaji se tak mutace s nejasnym
vyznamem (oznacované jako UV - Un-
classified Variants nebo VUS - Variants of
Unknown Significance) [3,10,11]. V pf¥i-
padé BRCA2 genu bylo doposud po-
psano vice nez 1 100 rdznych variant
(Breast Cancer Information Core, http://
//research.nhgri,nih,gov/bic/), které tak
predstavuji az 40 % vsech zjisténych sek-
vencnich alteraci [7].

Vzhledem k tomu, Ze v nékterych sou-
borech jsou takové varianty nalézany
az u 13 % Zen podstupujicich genetické
testovani, jednd se o vyznamny klinicky
problém [7]. V soucasné dobé stale neni
mozné u vétsiny téchto variant pacientdim
fict, zda se jednd o mutace predstavujici
riziko vzniku nddorového onemocnéni.
Zhodnoceni patogenity varianty je pfitom
pro pacienta a jeho rodinu zasadni, nebot
nosic¢stvi patogenni varianty znamena
zvysené riziko onemocnéni u rodinnych
prislusnik{, zatimco u téch ¢lent rodiny,
ktefi danou patogenni variantu nezdédi,
je zvysené riziko vylouceno [6,9].

Tab. 1. Souhrn pouzivanych testd k hodnoceni patogenity BRCA2 variant [10].

Typ testu

Piimé

segregace s chorobou
vysetieni kontrol

spole¢na pfitomnost s patogenni mutaci

rodinna anamnéza

patologicko-anatomické charakteristika

Nepiimé
fyzikalné-chemické vlastnosti a mezidru-
hové konzervace

funkéni

Vyhody

jednoduse méfitelnd, pfima souvislost
s rizikem choroby, nezavisla na frekvenci
mutace ¢i typu populace

pfima souvislost s rizikem choroby

muze klasifikovat variantu jako nepato-
genni na zékladé jedné observace

casto k dispozici u vétsiny variant bez
nutnosti ziskavat dalsi data ¢i vzorky, po-
tencialné velmi ucinna

potencialné kvantifikovatelna

mohou byt pouzity u jakékoli mutace,
mohou byt vysoce prediktivni

mohou biologicky hodnotit efekt varianty
na schopnost proteinu vykonévat nékteré
z klickovych funkci

V soucasné dobé existuje fada metod,
které si davaji za cil uréeni patogenity va-
riant. Tyto metody lze rozdélit na pfimé,
které vyuzivaji statistického zpracovani
genetickych a epidemiologickych dat,
a metody nepfimé, které se odvijeji od
rznych vlastnosti genu ¢i proteinu. Vy-
sledek pfimych metod je vyjadfovan vét-
$inou jako pravdépodobnostni pomér
(Likelihood Ratio, LR) asociace varianty
s chorobou. Souhrn pfimych a nepfi-
mych metod je uveden v tab. 1.

Piimé metody

Segregace s chorobou

V pfipadé postizeni vice ¢lend rodiny
a dostupnosti jejich genetického mate-
ridlu k vysetieni Ize na patogenitu mu-
tace usuzovat na zadkladé segregace
dané mutace s chorobou [12]. Jednd
se o nejpiiméjsi geneticky dlikaz sou-
vislosti varianty se vznikem nadoro-
vého onemocnéni. K prikazu vyznamné
pravdépodobnosti je viak nutné zis-
kat DNA od co nejvétsiho mnozstvi ro-
dinnych ¢lend, coz byva obtizné az

Nevyhody

vyzaduje vzorky ¢lend rodin

nutnost velkého mnozstvi kontrolnich
vzorkUll pro vzacnost variant
méné pfima souvislost s rizikem choroby

zavisla na zpUsobu sbéru dat v rodiné;
muze byt zavadéjici u rozvrstvené popu-
lace s heterogennim sbérem dat - méné
robustni nez segregace; vypovédni hod-
nota omezena u vzacnych variant
predikce na zékladé bézného patologic-
kého popisu nizka, systematické zpraco-
vani vyzaduje material tumoru; predpo-
klada, Ze missense mutace ma stejnou
charakteristiku jako nonsense mutace

pouze nepiimy vztah k riziku choroby;
samostatné nedostatecné ke klasifikaci
choroby

testovana funkce nemusi byt ve vztahu
k riziku choroby; nutna validace
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nemozné. Velmi vzécné je tak mozné ka-
tegorizovat varianty na zakladé samotné
segregace [10].

Vysetireni kontrolni populace
Vysetfeni kontrolni populace muze po-
moci odhalit neutralni polymorfizmy,
které se v populaci vyskytuji casto (vice
nez v 1 % pfipadd) a nemaji vliv na sle-
dované onemocnéni. Napf cetny vy-
skyt missense zdmény p.N372H u 183
ze 476 kontrol nesvéddi pro jeji mozné
patogenni plsobeni [7]. Problémem
je viak nizka frekvence vétsiny variant
(méné nez 1 na 1 000). Vedle toho je
fada variant specificka pro urcity geo-
graficky region, coz mlize kompliko-
vat ziskdni dostate¢cného mnozstvi
kontrol [10].

Osobni, rodinna anamnéza
a patologicka charakteristika nadoru
Predpoklada se, ze varianta, kterd je pa-
togenni, se bude vyskytovat v pfipadech
se silnou rodinnou zatézi podobnou ta-
kové, jakou zndme u patogennich non-
sense mutaci. Mezi zjistovand data patii
vék v dobé diagndzy, pocet postizenych
¢lenll rodiny a jejich vék, ptitomnost
oboustranného karcinomu ¢i postizeni
muze v rodiné [13].

Nadory nositeld mutaci v BRCA2
mohou vykazovat jisté patologicko-

-anatomické ¢i molekuldrné biologické
charakteristiky [14]. Za specificky znak
je povazovana tubularni struktura [15].
Jinym parametrem by mohla byt ztrata
heterozygotnosti (Loss of Heterozygo-
sity — LOH) v misté genu BRCA2, kterd
je nalézdna v 80 % néadorl s patogenni
nonsense mutaci [15]. Naopak ztrata
alely nesouci missense variantu mluvi
proti jeji patogenité [15].

Spolecna pritomnost s jinou
patogenni mutaci

Bialelické mutace v BRCA2 vedou k em-
bryonalni letalité ¢i Fanconiho ané-
mii [4,16]. Proto je nepravdépodobné,
aby se varianta, kterd je funkcné vy-
znamn3, vyskytovala spole¢né v pozici
trans s jinou patogenni mutaci u pa-
cientq, ktefi nemaji Fanconiho anémii.
Stejné tak se dvé patogenni mutace ne-
vyskytuji na stejné alele. Z tohoto Ize
usuzovat, Ze varianta, kterd se vysky-
tuje spole¢né s jinou patogenni mu-
taci, je neutralni (nepatogenni) nebo
pfipadné pouze nizko rizikova alela.
Napf. dfive zmifiovana varianta p.N372H
byla zjisténa v pfitomnosti mnoha rlz-
nych patogennich mutaci, coz ji opét
charakterizuje jako neutrdlni [7]. Ab-
sence jiné patogenni mutace ve druhé
alele v3ak neklasifikuje variantu jako
patogenni [7,10].

Tab. 2. Prehled pouzivanych funkénich testq, jejich provedeni a hodnoceni.

Test
imunufluorescence RAD51

Provedeni
bunky jsou vystaveny poskozeni DNA (mitomycin,

iradiace) a v odstupu 24 hod je provedena imuno-
fluorescence kvantifikujici fokusy RAD51 v jadie

homologni rekombinace

bunky obsahujici GFP reportér jsou transfeko-

vany plasmidem kddujicim I-Sce enzym; po 72
hod jsou GFP pozitivni bunky (vysledek opravy

cilivost k agens poskozujici DNA

amplifikace centrozom(
chromozomalni nestabilita

nitrobunéc¢na lokalizace BRCA2

GFP reportéru pomoci homologni rekombinace)
kvantifikovany

bunky jsou vystaveny poskozeni DNA (mitomycin,
iradiace) a v odstupu cca 6 dnu je hodnoceno je-
jich preziti

imunofluorescence po barveni protilatkou proti
alfa-centrinu 2

nativné ¢i po poskozeni DNA je provedeno vyset-
feni karyotypu

pomoci GFP oznaceny wild-type ¢i mutovany
BRCA2 je transfekovan do bunék a nésledné hod-
nocena jeho lokalizace pomoci imunofluorescence

Nepfimé metody
Fyzikalné-chemické rozdily proteint
a konzervace mezi organizmy

Pomoci specidlné vyvinutych model(,
jako napf. Granthamova modelu che-
mickych rozdilQ, lze usuzovat na fyzi-
kalné-chemické rozdily mezi wild-type
proteinem a proteinem se zdménou ami-
nokyseliny [17]. Na rozdil mezi patogenni
a neutrdlni mutaci Ize usuzovat také z miry
mezidruhové konzervace u proteinovych
homologt v misté sledované varianty [18].
Porovnanim sekvenci genu jinych Zivoci-
cht (napt. mysi, slepice, kocky, psa ci ryby)
nebo i nizsich organizm (napft. octomilky
nebo kvasinky) Ize pozorovat rdznou miru
sokd mira konzervace napovi o vyznam-
nosti aminokyseliny. Mutace v &astech
genu, které nejsou pfitomny u nizsich Zivo-
Cichl, maze ukazovat na jejich nevyznam-
nost, nelze v3ak vyloucit, Ze gen ziskal
v pribéhu evoluce nové funkce, za které
jsou zodpovédné tyto nové ¢asti genu [7].
In silico analyzu toho typu Ize dnes provést
pomoci specidlnich programd, jako napf.
Align-GVGD [19]; pfipadny vliv varianty na
sestfih mRNA Ize predikovat napf. pomoci
programu Max-EntScan [20].

Kombinace metod
Dulezitym aspektem klasifikace variant je
integrace vysledkd jednotlivych metod.

Patologicky fenotyp

absence vzniku fokust RAD51 v reakci
na poskozeni DNA

nizké mnozstvi GFP pozitivnich
bunék (snizena schopnost homologni
rekombinace)

snizené prezivani bunék

zvy$ené mnozstvi jader s vice
centrozomy

zvysené mnozstvi radialnich chromo-
zomU a zlom(

lokalizace proteinu v cytoplazmé
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Kazda metoda generuje rizné vysledky,
jejichz vztah neni vzdy jednoznacné
urcen. Proto se ukdzalo jako vhodné vy-
sledky jednotlivych testll kombino-
vat. Kombinace vice testl vylouci nad-
mérnou zavislost na jednom typu testu,
a predstavuje tedy také urcity kontrolni
mechanizmus. Takovy multifaktorovy al-
goritmus integrace jednotlivych hodno-
ceni popsal napf. Goldgar, ktery pomoci
multifaktoridlni analyzy posuzoval se-
gregaci sledované varianty s onemoc-

nénim, pfitomnost jiné patogenni mu-
tace, stupen mezidruhové konzervace
a zavaznost zmén fyzikalné-chemickych
vlastnosti missense varianty na struk-
turu proteinu [21]. Jednotlivé vysledky
jsou pak zpracovany statistickymi meto-
dami, napf. podle Bayesova modelu. PG-
vodni pravdépodobnost (stanovena na
zakladé in silico analyzy) je modifikovana
pravdépodobnostmi z jednotlivych ge-
netickych testd ve vyslednou konec¢nou
pravdépodobnost patogenity [10].

K jesté vétsimu posileni vypovédni
hodnoty slouzi spole¢né sdileni vy-
sledkl, napf. formou databaze [22].
Ex-UV databaze sdruzuje viechny publi-
kované varianty hodnocené pomoci Ba-
yesova modelu. Vystupnim hodnocenim
je rozdéleni variant podle jednotného
IARC klasifika¢niho systému [23].

Funkéni testy
Vyznamnym omezujicim faktorem ge-
netickych testd je dostupnost dostatec-

A B
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-o- BRCA2 +/-
0,100000 —~ BRCAZ -/-
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Obr. 2. Funk¢ni testy BRCA2.

A. Imunofluorescence RAD51 u bunék pred a po 1é¢bé mitomycinem C; B. Preziti bunék po expozici gamma zéreni; C. Chromozomalni
zlomy u bunék pred a po |é¢bé mitomycinem C; D. Proliferace bunék po expozici riznym latkdm poskozujicim DNA.
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ného mnozstvi rodinnych pfislusnikd
a kontrolnich vzorkd ke kompletnimu
genetickému vysetieni. V fadé pripadu
proto takové vysetfeni neni mozné v do-
state¢ném rozsahu provést. Jedinou me-
todou klasifikace variant v BRCA2 jsou
pak nepiimé funkéni metody. Jedna se
o0 in vitro postupy, pfi kterych se zjiStuje
vliv konkrétni odchylky od referencni
sekvence na funkci proteinu. Jejich sou-
hrn je uveden v tab. 2.

Imunofluorescence RAD51

Role BRCA2 v opravé DNA spociva v jeho
vazbé na protein RAD51 aregulacivzniku
nukledrniho filamenta, které je nezbytné
pro homologni rekombinaci. Imunofluo-
rescen¢ni detekce fokust RAD51 pro-
teinu v jadfe v reakci na poskozeni DNA
je tak nepfimou znamkou BRCA2 depen-
dentni homologni rekombinace [2,3].
Bunky rostouci na krycim sklicku jsou
vystaveny pUsobeni mitomycinu C ¢iira-
diaci (poskozeni DNA). V krétkém caso-
vém intervalu je provedeno imunofluo-
rescencni vysetfeni a kvantifikace bunék
s pfitomnymi fokusy RAD 51 v jadre [3]
(obr. 2).

Homologni rekombinace

Pomoci stabilni transfekce je do ge-
nomu bunék integrovdn GFP (Green
Fluorescent Protein) konstrukt. V ném
jsou dva za sebou usporadané GFP
geny, kazdy obsahujici jinou inaktivu-
jici mutaci. Inaktivace v prvnim z nich
I-Scel. Po transfekci plazmidem produ-
kujicim enzym I-Scel je enzymem vy-
tvofen dvouretézcovy zlom. Exprese
aktivniho GFP je zavisld na opravé mu-
tovaného GFP genu homologni re-
kombinaci po vzniku dvouretézcového
zlomu. GFP vykazuje zelenou fluores-
cenci a detekujeme ho po expozici
ultrafialovému svétlu ve fluorescen-
¢nim mikroskopu. V plvodni praci byly
provedeny experimenty s bunkami
CAPANT a s my3imi embryonalnimi bu-
né¢nymi liniemi [24]. Pozdéji byla me-
toda aplikovana na vybrané varianty
BRCA2 u linie VC8 [7].

Citlivost k agens poskozujici DNA
Poskozeni DNA ve formé mezifetézco-
vych kfizovych vazeb ¢i zlomd dvoj-

vlakna DNA nemuze byt BRCA2-deficit-
nimi bunkami opraveno a vede k jejich
zéniku [3]. Mezi nejc¢astéji pouzivand
agens patfi alkyla¢ni latky jako mitomy-
cin C, melfalan nebo cisplatina, pfipadné
inhibitory topoizomeraz, napf. etopo-
sid. Obdobného ucinku je mozné do-
sdhnout i vystavenim bunék iradiaci [3].
Bunky v exponencidlni fazi rdstu jsou
vystaveny puUsobeni latky poskozujici
DNA. Jejich proliferace je hodnocena po
dobu nékolika dnd. Absence funkéniho
BRCA2 vede k zaniku prakticky vsech
bunék, buriky s funkénim BRCA2 umiraji
pouze pfi uziti vysokych davek [3,7,25]
(obr. 2).

Amplifikace centrozomu

Centrozomy (délici téliska) jsou organely
zajistujici vhodné usporadani mikrobuld
k buné¢nému déleni. BRCA2-deficitni
bunky v bunéénych kulturach i v sa-
motnych lidskych nadorech vykazuji
amplifikaci centrozom. Tento fenotyp
je nezavisly na expozici bunék latkam
poskozujicim DNA a naznacuje funkci
BRCA2 v buné¢ném déleni [4,26,27].
Pfesny mechanizmus jeho vzniku v3ak
neni znam, dfive predpokladand role
BRCA2 v cytokinezi nebyla recentné po-
tvrzena [28]. Amplifikaci centrozom
mulzeme tedy zatim hodnotit pouze
jako marker deficitu BRCA2. Mira am-
plifikace se urcuje detekci centrozom
imunofluorescen¢nim barvenim proti-
latky proti centrinu [29].

Chromozomova nestabilita
BRCA2-deficitni bunky vykazuji chromo-
zomovou nestabilitu, kterd je jesté zvy-
raznéna po expozici latkdm poskozuji-
cim DNA. Jimi vyvolané chromozomalni
zlomy slouzi jako diagnosticky test Fan-
coniho anémie vcetné skupiny FANCD1
zplUsobené mutacemi v BRCA2 [1,3].
Zlomy a radialni chromozomy byly na-
lezeny ve zvy3ené mife u BRCA2-deficit-
nich bunék [3] (obr. 2). Napf. u mutace
p.Y3308X ukazal karyotyp 68 takovych
zmén ve srovnani s 10 zménami u kon-
trol [25].

Nitrobunécna lokalizace

Nukledrni lokaliza¢ni systém (NLS) se
nachdazi na samém konci genu BRCA2
a vétsina mutaci, které zplsobuji pred-

¢asnou terminaci translace, je tak loka-
lizovana pfed nim.V experimentech Wu
et al byl wild-type BRCA2 protein loka-
lizovan predevsim v jadfe ve srovnani
s patogenni mutaci c.6174delT, u které
je mutovany protein lokalizovan v cy-
toplazmé. Ektopickd exprese mutova-
ného proteinu v cytoplazmé byla rov-
néz pozorovana u mutaci ¢.8395G>C
a €.8204G>A, jejichz predpokladanym
dusledkem jsou aminokyselinové za-
mény p.D2723H a p.R2659K. Avsak
v pfipadé nepatogenni varianty byl
p.T2515I protein lokalizovan prekva-
pivé v cytoplazmé i jadre [7]. Metoda se
provadi pomoci detekce fluorescencné
znaceného proteinu pfipojeného k exo-
genné transientné exprimovanym va-
riantdm BRCA2.

Bunécné modely

Pfiinterpretaci funk¢nich testd je nutné
brat ohled na buné¢ny model, ktery byl
k danému testu pouzit. Buné¢né mo-
dely ke studiu funkce genu BRCA2 jsou
vzacné a obtizné ziskatelné. Hlavnim
ddvodem je esencialni funkce genu pro
udrZeni neporuseného genomu, a tedy
Zivota bunky. Indukovana ztrata genu
je tak casto pro bunky letdlni. Na roz-
dil od jinych genl existuje jen jedna
bunécna nadorova linie s pfirozené se
vyskytujici mutaci v BRCA2: linie karci-
nomu pankreatu CAPANT (kromé od
FANCD1 pacientd odvozenych linii leu-
kemickych bunék FA-AML1 a SB1690,
fibroblastd EUFA423 a lymfoblastl
HSC62) [4,30].

Pro funk¢ni hodnoceni variant Ize po-
uzit BRCA2-deficitnich ¢i proficitnich
bunécnych linii. V obou pfipadech jsou
testy zavislé na ektopické expresi kon-
struktd obsahujici BRCA2 s mutaci (plaz-
mid, arteficialni chromozom), které jsou
transientné ¢i stabilné transfekované do
bunék. V prvnim pfipadé sledujeme, zda
je varianta po transfekci mutovaného
konstruktu schopna opravit deficitni fe-
notyp parenterdlnich bunék. Ve druhém
piipadé jsou pouzity proficitni buriky, je-
jichz wild-type fenotyp je srovnavan s fe-
notypem mutovanymi konstrukty trans-
fekovanych bunék. V tomto pfipadé se
pfedpoklddd dominantné-negativni
efekt patogennich mutaci. Vzhledem
k délce sekvence BRCA2 se v nékterych
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pfipadech pouzivaji dokonce pouze par-
cidlni sekvence BRCA2 genu.

Proficitni buriky

K funkénimu testovani variant BRCA2
byly pouzity buriky Hela (karcinom
délozniho ¢ipku) ¢i bunky HEK 293T
(transformované embryondlni renalni
bunky) [7]. Wu a pozdéji Farrugia po-
uzili bunky HEK 293T k testovani am-
plifikace centrozomU. Po transientni
transfekci mutovanych konstruktd uka-
zoval vzestup procentuelniho zastou-
peni bunék s amplifikaci centrozomt
(vice nez 4) na funk¢ni vyznamnost va-
rianty. K potvrzeni spolehlivosti testu
vsak autofi prece jen pouzili také defi-
citni buriky VC8, kde byla naopak pa-
trnd perzistence vysokého procenta
bunék s amplifikaci centrozoml po
transfekci konstruktl nesoucich pato-
genni mutace [7,29].

Neddavno byla provedena studie zkou-
majici vliv overexprese 15 variant genu
BRCA2 transfekovanych do HelaG1
bunék. Tato bunéc¢nd linie umoziuje
méfit spontdnni homologni rekom-
binaci mezi dvéma odliSné mutova-
nymi geny pro rezistenci na hygromy-
cin (HygR), kdy frekvence rekombinace
je stanovena jako pocet rezistentnich
klonU. Autofi hodnotili vzestup spon-
tanni homologni rekombinace jako
znamku patogenity [31].

Deficitni bunky

CAPANT1 je jedina deficitni pfirozené se
vyskytujici solidni nddorova bunécna
linie. Jeji buriky rostou pomalu a jsou
$patné transfekabilni. Jedinou isogenni
kontrolou jsou buriky CAPAN1 s exo-
genni overexpresi BRCA2. Tyto bunky
vsak rostou jesté pomaleji, coz mize byt
zplsobeno nefyziologickymi hladinami
exprese BRCA2[16,32].

Jinou moznosti je vytvoreni bunéc¢-
nych linii s indukovanym defektem
BRCA2 a pomoci plasmidu nebo umé-
Iého chromozomu docilit ektopické
tvorby mutovaného nebo wild-type
proteinu. Nejzndméjsim prikladem je
bunécnd linie VC8 odvozena z kfec¢ich
rakovinnych bunék V79 ndhodnou che-
mickou mutagenezi. Tyto buriky nesou
v 15.a 16. exonu genu XRCC11 (homo-
log BRCA2) mutaci pfedc¢asné ukoncu-

jici syntézu proteinu [26]. Docileni sta-
bilni exprese ektopického BRCA2 je
mozné, mlze byt viak obtizné. Wu et
al tuto linii pro funkéni testy BRCA2 va-
riant pouzili jako prvni: testovali devét
neznamych variant spole¢né s jednim
polymorfizmem a jednou patogenni
mutaci. K funkénimu hodnoceni mo-
delu pouzili test homologni rekom-
binace, citlivost vi¢i mitomycinu C
a amplifikaci centrozom. Sledovali
rovnéz nitrobunécnou lokalizaci pro-
teind. V kombinaci s integrovanym
multifaktoridlnim pravdépodobnost-
nim pomérem pak identifikovali dvé
mutace s patogennim fenotypem, pét
variant s neutrdInim fenotypem a dvé
varianty, jejichz fenotyp nebyl jedno-
znacny [7]. Celkem 22 missense mu-
taci testovali stejni autofi pomoci dvou
funkénich testd, testu homologni re-
kombinace a amplifikace centrozomd.
U 13 variant prokdzali ztratu funkce
v alesporni jednom testu, u dvou proka-
zali aberantni sestfih a u sedmi variant
byla funkce zachovéna. Dilezita byla
vysoka korelace vysledkd funk¢nich
testl s genetickymi pravdépodobnost-
nimi modely [29].

Dalsi pouzitou bunécnou linii jsou
my3i embryondlni kmenové bunky.
V téchto burikach je jedna alela BRCA2
genu inaktivovana v misté exonu 11,
druhou lIze inaktivovat po expresi Cre
rekombinazy. Tato situace vede k umrti
vsech bunék. Dodéni exogenniho lid-
ského BRCA2 formou bakteridlniho ar-
teficidIniho chromozomu viak dokaze
odumteni zabranit. Na patogenitu va-
riant se tak usuzuje dle jejich moznosti
zabranit letalité bunék s nepfitomnym
endogennim BRCA2. V pfipadé, Ze va-
rianta vede k preziti urc¢itého mnozstvi
klon (hypomorfni fenotyp), jsou tyto
klony podrobeny funkénim testdm (ho-
mologni rekombinace, preziti po ex-
pozici latek poskozujici DNA, karyotyp,
imunofluorescence RAD51). Timto bu-
nécnym systémem bylo otestovano cel-
kem 17 variant [25].

Problémy bunécnych modelt

PouzZivané bunécné modely jsou zati-
zeny fadou problém. Vyuzivaji ¢asto
jiné nez lidské bunky. Hodnotime tak
jedinec¢né a citlivé funkce esencidlniho

proteinu v prostiedi jiného Zivocisného
druhu. Funkce, které se za normalnich
okolnosti odehravaji v nddorovych bun-
kdch, dokonce hodnotime v nenado-
rovych bunkach. Pomaly rudst, obtizna
transfekabilita, omezena doba prezi-
vani ¢i dokonce letalita BRCA2-deficit-
nich bunék komplikuji pouziti soucas-
nych linii. Dal$im problémem prakticky
u vsech modeld je nutnost exogen-
niho dodani BRCA2 ve formé plasmidu
¢i arteficielnich chromozoma. Miru ex-
prese pak nelze kontrolovat a mize byt
zcela nefyziologicka. Dokonce je casto
pouze transientni. Experimenty vy-
uzivajici overexpresi jsou nesmirné cit-
livé a vyZzaduji mimofadné kontroly.
Jinym problémem je uziti pouze par-
cialnich proteind v nékterych studi-
ich. Takové pouziti nelze povazovat
za dostatecné a mize vést k chybnym
zavérim [3,25,32].

Vlastni model

Ve snaze vyhnout se nékterym nevyho-
dam doposud dostupnych bunécnych
modeld jsme vytvofili vlastni model
BRCA2 deficience. V nddorové buné¢né
linii DLD1 jsme pomoci homologni re-
kombinace vytvofili deleci ¢asti exonu
11 v hemizygotnim a déle i homozygot-
nim stavu. Tyto BRCA2411/211 |inje jsou
i s homozygotni deleci v misté exonu 11
Zivotaschopné a maji, na rozdil od svych
hemizygotnich parenterdlnich bunék,
typicky fenotyp BRCAZ2 deficience [3].

V piipadé pouziti hemizygotnich
bunék s jednou deletovanou alelou
BRCA2411/t |ze vnesenim mutace do
druhé alely hodnotit jeji funkéni vy-
znam. Takovy model nejblize napodo-
buje stav v samotném néadoru. Inicidlné
jsme vytvorili knihovnu sedmi mutaci
(BRCA24ex1/mut) 3 hodnotili jejich funkéni
vyznam. K hodnoceni funkce jsme po-
uzili dvé metody, imunofluorescenci
RAD51 a preziti bunék po expozici mito-
mycinu C [3] (obr. 2).

Vedle hodnoceni variant lze tento
model pouzit i k hodnoceni funkce jed-
notlivych proteinovych rezidui. Ne-
davné studie s pouzitim parcidlnich
proteind ukdazaly zéavislost bunék na
fosforylaci serinu cyklin-dependent-
nimi kindzami v misté 3 291 [33]. Po
nahradé serinu v této pozici glutama-
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tem (imituje konstitutivni fosforylaci)
a alaninem (znemoznuje fosforylaci)
jsme potvrdili, Ze fosforylace v tomto
misté inhibuje vazbu proteinu RAD51,
nicméné tato fosforylace nebyla pro
bunku nezbytna [3].

Po ziskani inicidlnich vysledkd jsme
se rozhodli aplikovat nasi techniku v kli-
nické praxi. Ve spolupraci s laboratofi
Oddéleni genetiky a epidemiologie na-
dord Masarykova onkologického Ustavu
jsme zahdjili funk¢ni testovani variant
nejasného vyznamu nalezenych v real-
nych rizikovych rodinach vysetienych
v této laboratofi. V nasich experimen-
tech provadime funk¢ni vysetreni viech
missense mutaci nalezenych v exonu 18.
Dosavadni vysledky ukazuji na dobrou
klinickou vyuzitelnost naseho modelu
k testovani variant (doposud nepubliko-
vané vysledky).

Interpretace vysledkt

Provedeni funkéniho testu vyzaduje
jeho spravnou interpretaci. Funkéni
testy by mély byt vzdy provedeny s do-
state¢nymi kontrolami, k jejichz zna-
mému fenotypu je testovana varianta
porovndana, optimalni je pouziti mis-
sense varianty s patogennim fenoty-
pem. Bunécné modely spoléhajici na
overexpresi BRCA2 genu nelze povaZo-
vat za optimalni.

Vzdy by mél byt proveden vice nez
jeden test, nebot vysledky dvou riz-
nych funkcnich testd mohou byt od-
liSné. Missense varianty p.R3025W
a p.R2784W byly testovdny pomoci am-
plifikace centrozomU a testu homolo-
gni rekombinace. Ani jedna z variant
nevedla k indukci amplifikace centro-
zom{U, obé viak ukazaly redukovanou
aktivitu homologni rekombinace [29].
Prestoze amplifikace centrozomu je
konstantnim nalezem u BRCA2-deficit-
nich bunék, mechanizmus jejiho vzniku
neni zndm. Dfive pfedpokladany podil
BRCA2 pfi cytokinezi byl recentné zpo-
chybnén [28]. Senzitivita testu ampli-
fikace centrozomU muze byt nizka,
nelze viak také vyloucit rizné nezdvislé
funkce genu BRCA2 testované témito
dvéma metodami, z nichz jedna je za-
chovana a druha ztracena.

Funk¢ni testy provadime za predpo-
kladu, Ze jejich abnormalni nélez zna-

mena3, Ze varianta ovliviiuje u pacienta
vznik nddorového onemocnéni. Na roz-
dil od genetickych testd, jako napf. testu
segregace varianty s chorobou, nelze
v soucasné dobé u vétsiny variant tento
vztah na zékladé patologického funk¢-
niho testu jednoznac¢né potvrdit. Vy-
hodou v urc¢eni tohoto vztahu je kom-
binace genetickych a funkénich testd.
Tato kombinace umoznuje uréeni sen-
zitivity a specificity funk¢nich test( [29].
Pouze silna konkordance mezi vysledky
genetickych a funk¢nich testll mize nas
predpoklad definitivné potvrdit. Tato va-
lidace vSak mUze byt provedena pouze
u variant, u kterych jsou k dispozici i ge-
neticka data.

Vzhledem k naro¢nosti viech pouzi-
vanych metod a nizké Cetnosti jednot-
livych variant jsou velkym pfislibem
aktivity typu ENIGMA. Jednd se o mezi-
narodni inciativu sdruzujici vyzkumné
tymy za Ucelem sdileni dat a optimali-
zace urcovani vyznamu variant v BRCAT
a BRCA2 genu [34].

Zavér

Vysledkem genetického vysetieni
BRCA2 genu je casto nalezeni gene-
tické varianty, kterd nevede k zastavé
tvorby proteinu, ale pouze k zdméné
jedné z aminokyselin. Genetické stu-
die maji omezenou ucinnost v urceni
patogenity téchto variant a ¢asto ne-
jsou pro nedostatek potfebnych udaju
proveditelné. Funkéni testy dokdzi od-
lisSit zndmé patogenni varianty, jejich li-
mitaci je zatim nedostate¢na validace
vztahu mezi vysledkem funkcniho testu
a rizikem vzniku nddorového onemoc-
néni. Pfedstavuji viak velky potencidl
pro klinickou praxi.
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