Dédi¢ny syndrom nadoru prsu a/nebo ovaria
Molekularni analyza BRCA1 a BRCAZ2 getii.
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ProhlaSent toto dopordeni vychazi z fekladu doporéeni EMQN (European Molecular
Genetics Quality Network) s Upravou podle konsensaku 2003 (Bartiikova et al. Klinicka
onkologie 1/2003, s. 28-34).

Autofi na sebe neberou zodgaost za opomenutifgsnost neboifpadné chyby v tomto
doporueni.

Informace k onemocréni

Nador prsu je v saasné dob jedno z nejastji diagnostikovanych malignich onemaer u
Zen. Riblizn¢ kazda deséatd Zzenahem svého Zivota onemocni nadorem prsi¢enz vyskyt
nadoru prsu uimé @ibuzné vyrazé zvysuje riziko onemocmi. V rékterych rodinach lze
vysledovat vyskyt nddoru prsu ¥kolika generacich. Takovétdipady byvaji zpsobeny
genetickou predispozici, t¥ioasi 5-10% z celkového pu diagnostikovanych, projevu;ji se
diagndzou v relativimladém ¥ku, zvySenym rizikem bilateralniho nadortaesto
ptidruzenym nadorem vajaika.

V sowasné dobjsou znamy dva hlavni geny BRCA1 a BRCA2, kterdutovaném stavu
zpasobuji predispozici ke vzniku nadoru prsu a ovaviazinarodni souhrnné vysledky
vazebné a mutai analyzy u mnohgetné postizenych rodin diagnostikovanych&lgnym
syndromem karcinomu prsu ukazaly, Ze a7z u polokaayn byl za onemocemi zodpo¥dny
BRCAL gen, u dalSi¢tiny rodin BRCA2 gen (Ford et al., 1998). Ztratowétace v BRCA
genech vykazuji autozomé&ldominantni ddicnost s odhadovanym kumulativnim rizikem
pro vznik nadoru prsu 84% deku 70 let (Ford et al., 1998). Kumulativni rizikaniku
karcinomu vajénika dosahuje 63% pro na@gly BRCAL1 mutace a 27% pro noky BRCA2
mutace (Easton et al., 1995; Ford et al., 1998).

Mutace BRCA genu Asobuje také zvySené riziko pro vznik jinych ndddtosici BRCAL
mutace maji 4-nasobrvyssi riziko nadoru tlustéhorsvza, u mui je az 3-nasohnvyssi

riziko vzniku naddoru prostaty vzhledem ve srovrgénégtatni neselektovanou populaci (Ford
et al., 1998). Nosi BRCA2 mutace majiifiblizn¢ 5-nasobné zvyseni rizika pro vznik nadoru
Zlueniku a Zlkovych cest; 3,5-nasobné zvySeni rizika nadoru pEaailar 2,5-nasobné zvyseni
rizika nadoru Zaludku a maligniho melanomu ve saow1s ostatni neselektovanou populaci
(BCLC, 1999).

BRCAL a BRCA2 gen jsou sekveng negribuzné proteiny, které se nachazeji sfruie

v multiproteinovych komplexech vyznamnych pro udiZzgtability genomu. Jsou s&asti
komplex fidicich homologni rekombinaci a repamaprocesy indukované DNA
poskozenim, &astni se aktivace transkripce, remodelace chromatiegulace buného
cyklu (Review - Welsch et al., 2000). Jejich po&izzfisobuje hromaghi mutanich znén

v buice a niZze vyustit v jeji maligni zvrhnuti.

BRCA1 gen

Lokalizace: 17921

OMIM databéze: *113705

Synonyma: breast cancer type 1, BRCBikast-ovarian cancer syndrome
Dédicnost: autozomatdominantni s vysokou penetranci (>80%)

Lokalizace genu: 1990 (Hall et al., 1990)



Identifikace sekvence genu: 1995 (Miki et al., 1994

Genbank code: HSU14680 - accession U14680
MRNA: 7,8 kb

Protein: 1863 aa

Kddujici sekvence: exon 2-24

Nomenklatura popisu mutaci vychazi z cDNA
» Human BRCA1, mRNA complete cds, code HSU14680, ssioe U14680 - Miki et al.
(1994)

Mutac¢ni databaze: Breast Cancer Information Core eteWebside
http://www.nhgri.nih.gov/Intramural research/Lalartsfer/Bic/index.html

Stovky iznych onemoaini zpisobujicich mutaci byly popsany v celé kodujici selor
BRCAL genu az po poslednich 10 aminokyselin (Fredet al., 1994). Vyznamny je také
casty vyskyt velkych genomickychgskupeni BRCAL genu kterych zapadnich
populacich.

BRCAZ2 gen

Lokalizace: 13912-13

OMIM databéze: *600185

Synonyma: breast cancer 2, BRGA&2rly onset breast cancer syndrome
Dédicnost: autozomatdominantni s vysokou penetranci
Lokalizace genu: 1994 (Wooster et al., 1994)

Identifikace sekvence genu: 1995 (Wooster et 8B51 Tavtigian et al., 1996).
Genbank code: HSU43746 - accession U43746

MRNA: 11-12 kb

protein: 3418 aa

kodujici sekvence: exon 2-27

Nomenklatura popisu mutaci vychazi z cDNA
> Human BRCA2, mRNA complete cds, code HSU43746,s8t08 U43746 — Wooster et
al. (1995)

Databaze mutaci, sekvarich variant a jejich klasifikace: Breast Cancdoitmation Core
Internet Websidehttp://www.nhgri.nih.gov/Intramural_research/Lalarsfer/Bic/index.html

Onemocgni zpisobujici mutace byly dlovéka popsany v celé kddujici sekvenci genu s
vyjimkou poslednich 93 aminokyselin, které jiz plgyodobré nejsou nutné pro funkci
BRCAZ2 proteinu (Mazoyer et al., 1996).

Selelkeni kritéria a doporu éeni k vySetreni

Pacientky s velkou pra¥godobnosti &di¢né formy nadorového onemagr prsu a ovaria by
mély byt kliniky doporigovany do genetickych poraden. Podrobné genetickalttace by
méla predchazet odiyu vzorku a podepséani informovaného souhlasu sigrien.

Kritéria, podle kterych by gy byt pacientky doporteny k vySeteni gitomnosti mutace

v BRCA genechviz Klinicka onkologie 1/2003):

Familiarni formy:

1. alespa 3 primi pribuzni diagnostikovani s karcinomem prsu a/nebaoiayva



2. 2 piibuzni prvniho stugn(nebo druhého stupmpaternals), z nichz alesppjeden nador
prsu byl diagnostikovan pod 50 letku; pri vyskytu C56 alespou jednoho z fibuznych
bez wkového omezeni

Sporadické formy

3. pacientka s bilaterdlnim nddorem prsu a/nebo oggpiani diagndézou pod 50 letku

nebo pacientka s nddorem prsu a ovaria v jakémkodku

sporadicky vyskyt unilateralniho ca prsu nebo avad \¥ku pod 35 let

muz s naddorem prsu

medularni a atyp. meduléarni C50 (dle rozhodnutiate)

ER-, PR-, ErbB2-, C50 (dle rozhodnuti labotajo

Tato krlterla k testovani vSak vyt&i vySetujici laboratde dle svych moznosti a mohou byt

piednétem Gprav.

No ok

Strategie vySeteni

» Kompletni mutani analyza by rla byt provedena u postizeného jedince, pokud mozno
s nefasrEjSim vyskytem onemocini.

* Kompletni mutani analyza mze byt provedena i u zdravého jedince s vysokou
pravéEpodobnosti &di¢né formy nadoru prsu/ovaria, pokud nezije nikd@ezienti v
roding

» Detekovana onemoéni zpisobujici mutace u postizeného jedince @anbyt nasledé
potvrzena z nového vzorku DNA.

» Prediktivni test Ize dopotit u piibuznych v riziku starSich 18 let v rodinach
s detekovanou konkrétni mutaci.

» V piipadech, kdy je rizikova rodinna anamnéza ze sibau rodéu, je vhodné muini
analyzu provést ve vSech usecich obouigepokud je nalezena jedna patogenni mutace

Laboratorni praxe

* Podle EMQN je obeendopor&ovanym materialem pro mutai analyzu BRCA gehn
genomicka DNA izolované z periferni krve. Vyi&ati mRNA je moZné, nicmérEMQN
upozonuje, Ze MRNA (cDNA) je ménvhodnym vychozim materidlem pro analyzu
velkych geri jako jsou BRCA geny pro&sSi technické obtize a prefeten degradaci
MRNA mutované alely nesouci ztratovou mutaci tmansense mediated decay"”.

* Vzhledem k Siroké Skale detekovanych mutaci v BRf@Aech je vhodné provést
kompletni analyzu kédujici sekvenced€tne mist sesthu) obou gen.

» Kazda detekovana mutac&ewre jiz znamych mutaci u prediktivnich téstusi byt
uréena na z&aur sekvenovanim.

» Kazda detekovana mutace musi byiena na DNA izolované z ndwdebraného vzorku
krve nebo nenadorové tk&ipacienta

* Dokud neni mutace é¥ena z druhého vzorku DNA, nelze nabizet prediktiesfovani
pribuznym pacienta.

oV zawretné zpra¥ z laboratde musi byt uveden genotyp v kontextu klinickych
informaci, tj. fadné vys¥tleni vyznamu mutace.

* Mutacni analyza by gla zohlediovat mistni poznatky o spektru genovych alteranéla
by zavadt nové a efektivni metodické&iptupy

Screeningové metody, které Ize pouzit pro mutai analyzu (dle EMQN).
- DS - direct sequencing

- DHPLC- denaturing high performance liquid chromaaqiny

- PTT - protein truncation test



- SSCA (SSCP) - single strand conformation analysis

- HA (HD, HDX) - heteroduplex analyza

- HRM - High Resolution Melting analysis

- CSGE - conformation sensitive gel electrophoresis

- DGGE - denaturing gradient gel electrophoresis

- CCM - chemical cleavage of mismatch

- RCA - Rnase cleavage assay

- ametody zaloZené na podobném princigitgmz u kazdé metody je nutné brat v Gvahu
jeji senzitivitu a limitace.

Doporuéené metody pro detekci velkych intragenovychifeskupeni BRCAL genu
Southern blot analyza nebo kvantitativni metody®taijici tzv. ,davku genu“ jako je MLPA
(Multiplex Ligation dependent Probe Amplificatioi)de je nutné osfeni vysledk vySe
zmingnych analyz jinou nezavislou metodou nebo na mR&ZANA) urovni.

Doporu¢ené metody pro detekci konkrétni mutace

- DS - direct sequencing

- ASO hybridizaci

- Restrikni analyza (pozitivni vysledek musi bytéden sekvenovanim)
- DHPLC nebo HRM (pozitivni vysledek musi bytéden sekvenovanim)
- CHIP - technologie

- apodobsn zalozené metody.

Interpretace vysledki a zawreéné zpravy

Laboratorni zprava by &a obsahovat popis rozsahu molekutégenetické analyzy, pouzité
metody ¥etre jejich limitace. Zprava z molekul&menetické laborate musi popsat
patogenitu nalezené mutace, klinicky vyznam ve toogthadovanych rizik nadiyr
doporweni pro mozné prediktivni testovani tiquznych.

Jako patogenni, onemagn zpisobujici, mohou byt ozdany mutace, které maji

prokazatelny vliv na funkci proteinu:

* mutace které znemiji spravnou syntézu proteinu (,nonsense" mutagritace
zpasobujici posurteciho ramce) —fpadré odstraujici vyznamnou funéni doménu
proteinu

* mutace vedouci k aberantnimu si&st mMRNA (sesihové mutace) — musi byt prokazano
na mRNA uUrovni

* jiné mutace, u kterych bylo experimentaprokdzano poskozeni funkce proteinu

» sekverni varianty u kterych byla nezvr&tprokazana kosegregace s onengaam u
n¢kolika negibuznych rodin a které nebyly detekovany ve velk@sx kontrolnich
vzorki

Sekverni varianty, které nesmliji nékterou z vySe uvedenych podminek, musi byt

posuzovany jako neklasifikovatelné.

Podrobné zpravy o vysledku jsou z labotatpaslany specialistovi (nejlépe klinickému
genetikovi) , ktery dopoxil molekularré genetické vyséeni. Tento Iékiaby meél byt radre
proSkolen v oblasti nadorové genetiky. Klinicky gk by nel na zaklad laboratorni zpravy
sepsat podrobnou klinicko-genetickou zpravu. Zprauai obsahovat popis rodinné
anamnézy, provedena vy&ati, vysledky testovani, objasn vyznamu vysledk vyswtleni
rizik onemocgni a prevence. Zpravugaa tento |lékaosobre vySetované osobs nalezitym



vyswétlenim a doporéenim dalSiho postupu. Vysledek je privatni zalestita nelze o&m
informovat teti osobu bez pisemného souhlasu vg$ené osoby.

Pozitivni vysledek u postizeného jedince z vysociikové rodiny

V ptipadt, Ze byla zachycena prokazatepatogenni mutace u postizeného jedince, musi
zprava obsahovat informaci, Ze nalez odpovida pastipacienta, a Ze ostattilquzni
postizeného pacienta jsou v riziku nadorového omesmi. Se souhlasem vy$etvané osoby
|ze nabidnout prediktivni test daggm piibuznym v riziku.

Negativni vysledek u postizeného jedince z vysodeikove rodiny

Riziko, Ze v rodig segreguje patogenni mutace, stale trvaiipaut, Ze nebyla ghem
molekularré genetického vyS&gni zachycena patogenni mutace v BRCA genech.keikedi
test nelze fibuznym v riziku nabidnout.

Prediktivni vySetieni

Testovani nezletilych na Zadost r@@lneboiteti strany je najipustné.

Svobodnému rozhodnuti da$pho Zadatele o prediktivni test muségchazet komplexni
informace (genetické poradenstvi) a musi mu bykytasit dostatény ¢as na zvazeni vSech
dopad.

Doporutujeme provést screeninkové vygeti konkrétniho useku genu ze dvou vVAJZKNA
z nezavisle odebrané krve vyi&etané osoby;ifxemz konény vysledek by rél byt potvrzen
sekvenovanim alespd vzorku

Negativni vysledek u prediktivniho testu
VySe rizika nadorového onemagr vySefované osoby je stejné jako &Zné populace.

Pozitivni prediktivni test

VySetovana osoba je nd@spatogenni mutace aiize v budoucnu onemogmnadorovym
onemocgnim s utitou prav@&podobnosti. Této oselby el Iéka predavajici zpravu podat
informace o moznostech

 primarnich a sekundarni preventivni dpat

* konkrétniho programu preventivniho sledovani

* kontakty na informované odborniky

Kontrola kvality

Vzhledem k tomu, Ze se diky genetickému testovésiaya do rukou pacientiilezita

informace s klinickymi konsekvencemi, je vhodnéy &boratde poskytujici testovani pro

klinické &ely:

* Prochazely kazdotm¢ mezinarodni kontrolou kvality a vysledek gegmily na svych
internetovych strankach

* Prosly akrediténim procesem

* Mg¢ly zajis€ny smlouvy s pojigovnami
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