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Souhrn

Vychodisko: Cesk4 republika patfi mezi staty s nejvy$§i incidenci kolorektélniho karcinomu. PrestoZe je vétsina kolorektdlnich kar-
cinomu sporadického plivodu, vyznamnou ¢4st pacientll, pfedevsim z hlediska prediktivni onkologie, tvofi nemocni s vyskytem here-
ditdrnich nadort. Do soucasné doby byla charakterizovana fada gent, jejichZ mutace zvySuji riziko vzniku kolorektalniho karcinomu
(APC,MLHI, MSH2, MSH6, SMAD4, BMPR1a) a zptsobuji vznik hereditarnich nddorovych syndromil, jako je napfiklad familidrni
adenomat6zni polyp6za (FAP). Intenzivni pozornost je vénovana rovnéz genetické modifikaci nddorového rizika na zakladé mutaci
v tzv. ,genech s nizkou penetranci“. Mezi tyto geny patii i gen CHEK2, u kterého byla popsédna patogenni mutace 1100delC podileji-
ci se na vzniku syndromu hereditarniho vyskytu kolorektdlniho karcinomu a karcinomu prsu (HBCC). Metody: Provedli jsme detek-
ci patogenni mutace CHEK?2 ¢.1100delC u 433 pacientt s kolorektalnim karcinomem a 113 pacientli s FAP a jeji atenuovanou formou
(AFAP). Mutace byly analyzovany pomoci denatura¢ni vysokotcinné kapalinové chromatografie (DHPLC) produktu PCR zahrnuji-
ciho exon 10 genu CHEK?2. Nalezené mutace byly ovéfeny sekvenovanim. Vysledky: V souboru 433 pacientl jsme identifikovali cel-
kem 3 nosice sledované mutace (0,7%); v souboru pacienti s diagnézou FAP nebyla mutace nalezena. Zavéry: Vyskyt alely
CHEK2#1100delC je v Ceské republice nizky. A¢koliv ¢etnost nilezu mutace v populaci pacientii s kolorektilnim karcinomem je
vy$§i neZ v nenddorové populace, je pravdépodobné, Ze nosic¢i mutace predstavuji méné nez 1% vSech nemocnych.
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Summary

Backgrounds: Czech republic belongs to the countries with the highest incidence of colorectal cancer in both male and female popu-
lation. The vast majority of colorectal cancer diagnoses arise in a form of sporadic disease. The hereditary predisposition for colorec-
tal cancer development could be found in about 5%. Along with mutations in the major predisposing genes (APC, MLHI, MSH2,
MSH6, SMAD4, BMPRIa), the role of mutations in low penetrance genes is intensively studied. Recently it has been found that the
frame-shifting CHEK?2 c.1100delC mutation contributes to the development of hereditary breast and colorectal cancer syndrome
(HBCC). Methods: We have performed mutation analysis of pathogenic CHEK? allele ¢.1100delC in 546 patients including 433 colo-
rectal cancer patients and 113 patients with familial adenomatous polyposis (FAP). Mutation analysis was based on DHPLC prescre-
ening, mutations were confirmed by sequencing. Results: We have characterized 3 mutation carriers, all in the colorectal cancer pati-
ents’ cohort (0.7%). Conclusion: Based on our data we can speculate that Czech Republic belongs to countries with low occurrence
of CHEK?2 c.1100delC allele, which therefore rarely contributes to the development of colorectal cancer and plays an insignificant role
in cancer development in patients with FAP/AFAP.
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Uvod MMR systému) davajici vzniknout syndromim familiarni

Ceskarepublika patif mezi pfedni zemé s ohledem na vyskyt
karcinomu kolorekta (1). Incidence jevi trvale rostouci cha-
rakter a v roce 2001 dosdhla u muzu 61,8/100 000, u zZen
pak 46,1/100 000 (UZIS CR, NOR CR 2001). Okolnosti
vzniku kolorektdlniho karcinomu ovliviiuje fada faktort,
mezi které pocitame vlivy prostiedi, dietni ndvyky i dédic-
né vlohy. Doposud charakterizované genetické rizikové fak-
tory (pfedevsim zarode¢né mutace v genu APC a genech
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adenomatdzni polyp6zy (FAP), hereditdrniho nepolyp6z-
niho kolorektélniho karcinomu (HNPCC - Lynchtv syn-
drom) a Lynchova syndromu. Zakladni charakteristikou
FAP je vyskyt mnohocetnych polypt, které s téméf 100%
pravdépodobnosti progreduji ke vzniku kolorektalniho kar-
cinomu v pribéhu pacientova zivota. Kromé syndromu FAP
se vyskytujiipacienti s atenuovanou formou FAP (AFAP),
u kterych je nachdzen niZ$i pocet polypt a pozdé&jsi nastup
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onemocnéni . Hereditarni formy kolorektalniho karcinomu
zplisobuji necelych 5% karcinomil kolorekta. Prevalence
FAP se v CR pohybuje kolem 1 na 5000-7000 obyvatel (2).
Vznik kolorektdlniho karcinomu je krom& mutaci v hlav-
nich predispozi¢nich genech ovlivnén i alteracemi v fadé
dalSich gent. Jednim z moZnych kandidatnich geni je
CHEK? (checkpoint kinase 2, OMIM 604373) - proteinki-
ndza modulujici odpovéd na genotoxickd poSkozeni. Sté-
Zejnirole proteinu CHEK2 spociva v aktivaci (fosforylaci)
proteinu p53. Delece cytosinu v pozici 1100 (CHEK?2 c.-
1100delC) zptsobuje inaktivaci proteinu CHEK?2. Diky
posunu ¢teciho rdmce dochazi k pred¢asné terminaci trans-
lace se zkracenim proteinového produktu v misté kindzo-
vé domény. CHEK? c¢.1100delC je nejstudovanéj$i mutaci
s prokdzanym vztahem k fadé€ karcinomi (3). Na zdkladé
rozsahlych populacnich studii v riznych zemich je tato
mutace uvadéna v souvislosti se zvySenym rizikem vzniku
karcinomu prsu (RR = 2) a vyskytem HBCC syndromu -
rodinného vyskytu karcinomu prsu a kolorekta (4,5). V genu
CHEK? bylo doposud popsano nékolik dalSich inaktivuji-
cich mutaci v souvislosti se vznikem jak sporadickych
malignich nadori (karcinom prsu, kolorekta, prostaty, Stit-
né 7lazy, osteosarkom) tak i hereditarnich nadorovych syn-
dromi (Li-Fraumeni syndrom). Napfiklad mutace
c.470T>C [I1157T] se vyskytuje signifikantné ¢astéji u paci-
entek s karcinomem prsu a u pacientd s karcinomem pro-
staty (6,7).

Cil studie

Provedli jsme vySetieni Cetnosti alely CHEK2*1100delC
u neselektované populace pacientl s karcinomem kolorek-
ta a v populaci pacienti s FAP a AFAP s cilem zhodnoce-
ni vlivu této alely na vznik hereditarni a sporadické formy
karcinomu kolorekta.

Metody

Pacientkdm zatfazenym do studie bylo odebrdano 5 ml nes-
razlivé Zilni krve po podpisu informovaného souhlasu
schvaleného etickou komisi. Genomova DNA byla izolo-
véana pomoci JetStar 96 blood kitu (Genomed, Lohne, BRD)
dle protokolu vyrobce. Z diivodi homolognich sekvenci
v lidském genomu byla oblast, zahrnujici exon 10 genu
CHEK?2 amplifikovana dvoukrokové pomoci nested PCR
na zékladé publikovanych postupt (8,9). Vysledny PCR
produkt byl analyzovan pomoci denaturacni vysokodcinné
kapalinové chromatografie (DHPLC) systému WAVE
(Transgenomic, Omaha, NE) na DNASep koloné pfi tep-
loté 55°C v gradientu acetonitrilu 50,4-59,4% (Buffer B,
Transgenomic). Vzorky s aberantnim elu¢nim profilem na
DHPLC byly charakterizovany sekvenovinim (BigDye
Terminator ver. 3.1, Applied Biosystems, Foster City, CA)
na sekvenatoru ABI310 (Applied Biosystems).

Vysledky

Celkem bylo analyzovano 433 vzorki od pacienti s kolo-
rektdlnim karcinomem a 113 vzorkii od pacientl
s FAP/AFAP. Mutac¢ni analyza v tomto souboru odhalila
pfitomnost tii nosicl patogenni alely 1100delC v souboru
433 nemocnych s kolorektdlnim karcinomem (0, 69%). Kli-
nicko-patologické charakteristiky nosicii nalezené mutace
jsou uvedeny v tabulce €.1. Pouze u jedné ze tii pozitivné
testovanych osob ve skupin€ karcinomu kolorekta byl
zaznamendn rodinny vyskyt karcinomu prsu (u matky
vySetfované osoby).

Ve skupiné 113 nemocnych s FAP/AFAP nebyla studova-
nd mutace CHEK? c.1100delC nalezena.

Frekvence vyskytu mutace CHEK?2 c.1100delC v neselek-
tované obecné populaci (2/720; 0,27%) byla stanovena
v pfedchozi studii (10) .

Tabulka 1.: Klinickeé a histopatologické charakteristiky pacientil s karcinomem kolorekta a mutaci CHEK?2 ¢.1100delC. Ve vSech tfech piipadech se

jednalo o pacienty muZského pohlavi.

. e Charakteristiky nadoru Sekundarni Y Maligni onemocnéni
Pacient Vek pii dg. - — — L Koufeni .
Histologie naddoru Stadium malignita v roding (vék dg)
stfedné diferencovany
R72 57 adenokarcinom Dukes D 0 Ano ?
Tubularné usporadany
loZiskové povrchng
No340 60 ) Dukes B 0 Ano 0
ulcerovany
adenokarcinom
Tubuldrni .
No366 52 . Dukes C 0 Ano Matka: karcinom prsu (45)
adenokarcinom
Diskuse ¢.1100delC u pacientl s karcinomem kolorekta a pacient

Od roku 2002 bylo provedeno testovani nékolika rozsah-
lych soubort pacientl s hereditarnimi i sporadickymi kar-
cinomy prsu na pfitomnost mutace CHEK?2 c¢.1100delC
u nés i v zahranici. Z vysledku téchto Setfeni vyplyva, Ze
gen CHEK? patfi mezi geny s nizkou penetranci a speci-
ficky delece cytosinu v pozici 1100 kodujici sekvence miize
modifikovat riziko vzniku nadori prsu, kolorekta, nebo pro-
staty. Vysledky rovnéZ naznacuji, Ze vyskyt nosici této
mutace se v evropském regionu sniZuje smérem od severu
ke stfedomofti. Mensi pocet praci, ve srovnini s pracemi
vénovanymi karcinomu prsu, je vénovan vyskytu mutace

s HNPCC (11,12,13). I vysledky téchto analyz ukazuji na
podobny trend dany geografickym rozloZenim cetnosti
vyskytu alely CHEK2*1100delC, jako je tomu v piipadé
karcinomu prsu. Zatimco studie pacientl s kolorektalnim
karcinomem v Nizozemi prokdzala zvySeni relativnihorizi-
ka vzniku kolorektdlniho karcinomu u nemocnych s kolo-
rektdlnim karcinomem (RR=1,5-2,0), podobnd price ve
Spanélsku nenalezla Zadného nosi¢e mutace c.1100delC
u 182 pacienti s HNPCC/HNPCC-like/HBCC. Cetnost
mutace c.1100delC u pacientl s kolorektdlnim karcinomem
v nasi populaci dosahuje 0,69%. Ttebaze je tato hodnota
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vy$$i, neZ Cetnost v populaci pacientek s karcinomem prsu
(4 ze 1046 pacientek s hereditarnim a sporadickym karci-
nomem prsu; 0,38%), i vy$$i neZ u nenddorovych kontrol
(0,27%), k potvrzeni nalezu by bylo nezbytné vySetfit vel-
mi rozséhlou populaci nemocnych (10).

Zavér

Vyskyt alely CHEK2*1100delC je v Ceské republice niz-
ky. Ackoliv Cetnost ndlezu mutace v populaci pacientil
skolorektalnim karcinomem je vy$si, je pravdépodobné, Ze
nosic¢i mutace pfedstavuji méné neZ 1% vSech nemocnych.
Ze zahrani¢nich udaji vyplyvé, Ze zvySeni rizika vzniku
onemocnéni je mirné (RR = 1,5-2,0). To spolu s nizkou
penetranci alely omezuje klinickou pouZitelnost jako pre-
dispozi¢niho faktoru pro vznik kolorektalniho karcinomu.
Na druhé strané, vzhledem k rychlosti stanoveni je moZné
uvazovat o zafazeni tohoto vySetfeni do bloku genetické
analyzy predispozi¢nich genil u osob se zvySenym rizikem

vzniku onemocnéni, kde je provadéno genetické testovani.
Ziskani dalSich vysledkd by umoZnilo relevantni statistic-
ké zpracovéni Cetnosti vyskytu i stanoveni rizika v ¢eské
populaci.

Seznam zkratek

AFAP - atenuated familial adenomatous polyposis (OMIM
175100), HBCC - hereditary breast and colorectal cancer
syndrome; FAP - familial adenomatous polyposis (OMIM
175100), FHA - fork head associated; HNPCC - heredita-
ry nonpolyposis colorectal cancer (OMIM 120435),
CHEK? - checkpoint kinase 2 (OMIM 604373); p53 (OM-
IM 191170); PCR - polymerase chain reaction; DHPLC -
denaturant high performance liquid chromatography
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