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Limitace genetického testování v onkologii

Limitati ons of Genetic Testing in Oncology

Foretová L.1, Navrátilová M.1, Macháčková E.1

1 Oddělení epidemi ologi e a genetiky nádorů, Masarykův onkologický ústav, Brno

So uhrn
Genetické testování nádorových syndromů je založeno na dosavadních znalostech monogen‑
ních příčin onkologických onemocnění. U  vysoce rizikových genů je možné klinické využití 
zjištění nosičství patogenní mutace v predikci rizika a v preventivní péči. U ne- nosičů mutace 
v  rodině s prokázano u mutací nemusí být riziko na úrovni běžné populace a doporučuje se 
preventivní sledování. U genů s předpokládaným středním a nízkým rizikem je klinické vyu‑
žití dosud sporné a mohlo by vést ke zkresleným závěrům o skutečné příčině famili ární formy 
nemoci. U genů s předpokládaným středním rizikem nádoru (2– 3krát) se prediktivní testování 
nenabízí nebo se doporučuje ne- nosiče mutace preventivně sledovat stejným způsobem jako 
nosiče. U genů s nízkým rizikem se klinické využití vůbec nedoporučuje. Molekulárně genetické 
testování má také své limitace a jeho kvalita závisí na po užitých metodách, přístrojové technice 
a dosavadních znalostech o významu mutací. U některých změn není dosud jasné, zda se jedná 
o nevýznamný polymorfizmus nebo patogenní mutaci. Interpretace výsledků testování v kon‑
textu rodinné anamnézy je důležitá.
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Summary
Genetic testing of cancer syndromes is based on the existing knowledge of monogenic ca uses 
of oncologic dise ases. In cases of high‑risk genes, the findings concerning the carri er status of 
pathogenic mutati on can be of clinical use in the predicti on of risks and for preventive care. In 
non‑carri ers in famili es with mutati on in the high‑risk gene, the risk of cancer dise ases may not 
be the same as the populati on risk and some preventive follow‑up is recommended. The clinical 
use of genes with mild or moderate risk of cancer is problematic and co uld le ad to distorted 
conclusi ons abo ut the actu al ca use of the famili al form of the dise ase. Predictive testing in genes 
with moderate risk of cancer (2– 3 times) is not offered, or the non‑carri ers are followed in the 
same way as carri ers. The use of genes with mild risk is not recommended in clinical practice. 
Molecular genetic testing also has its limitati ons and its qu ality depends on the methods and 
technology used and the existing knowledge of the significance of mutati ons. In some vari ants it 
is not cle ar yet whether they are just insignificant polymorphisms or pathogenic mutati ons. The 
interpretati on of test results in the context of the whole family history is important.
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Úvod
Každé onkologické onemocnění může 
být zapříčiněno zděděno u mutací v jed‑
nom nebo více genech, která způsobuje 
vyšší náchylnost ke vzniku nádorů. Prav‑
děpodobnost, že se nádorové onemoc‑
nění skutečně během života objeví, záleží 
na mnoha dalších genetických i negene‑
tických faktorech.

U mnoha genů bylo prokázáno, že zdě‑
děná patogenní mutace může způso‑
bovat velmi vysoké riziko nádorového 
onemocnění, mnohdy přesahující dese‑
tinásobek populačního rizika (např. mu‑
tace v  genech BRCA1/ 2, TP 53, MLH1, 
MSH2). I v těchto genech však různé typy 
mutací moho u způsobovat různě vysoká 
rizika dle uložení mutace a typu poruchy 
tvorby proteinu.

Postupně jso u zko umány nové a nové 
geny a  je zjišťováno, že mnohé hrají 
také důležito u úlohu v eti ologii nádoro‑
vých onemocnění, nicméně ne tak vý‑
znamno u jako geny vysokého rizika.

Předpokládá se, že porucha jejich 
funkce ovlivňuje nárůst rizika jen mírně 
nebo středně závažně (např. heterozy-
gotní mutace v  genech CHEK2, BRIP1, 
NBS1, PALB2 a  ATM pro nádory prsu aj.) 
[1– 3].

V roce 1994 a 1995 byly objeveny geny 
BRCA1 a  BRCA2, které jso u zodpovědné 
za velko u část famili ární predispozice 
k nádorovému onemocnění prsu a ovari a 
[4– 6]. V so učasné době jso u hledány další 
geny, které by byly schopny vyvolat po‑
dobně vysoká rizika onemocnění a které 
by vysvětlovaly hereditární predispozici 
k nádorovému onemocnění u vysoce ri‑
zikových rodin (4  a  více případů v  ro‑
dině, většino u v mladém věku), kde byla 
vazebno u analýzo u vylo učena příčinná 
so uvislost s geny BRCA1 nebo BRCA2.

Tento výzkum však dosud nebyl 
úspěšný a spekuluje se, že u mnoha rodin 
se může jednat o polygenní model rizika 
s aditivním efektem více (i mnoha) genů 
s mírnějším rizikem.

Mutace a jejich význam 
v genetickém testování 
nádorových onemocnění
Pokud mluvíme o testování suspektních 
hereditárních forem nádorů, provádí se 
testování zárodečných mutací z DNA izo‑
lované z krve paci entů.

Vyhledávání změn (mutací) v sekvenci 
DNA se provádí různými způsoby. Pokud 
nejde o detekci již známé konkrétní mu‑
tace a cílem je zachytit jako ukoli změnu, 
lze po užít k testování různé screeningové 
metody, které umožní rychlé vyhledání 
těch úseků genu (část sekvence DNA), 
které jso u „odlišné“ od standardního 
typu. Konkrétní mutace je pak charakte‑
rizována sekvenováním. Screeningové 
metody se ne ustále vyvíjejí, zvyšuje se je‑
jich senzitivita i specifita a také dochází 
k  a utomatizaci práce, a  tím k  redukci 
chyby způsobené lidským faktorem.

Záměny bazí –  substituce
Nukle otidové substituce jso u nejčas‑
tější geneticko u vari ací, která předsta‑
vuje až 90 % z  množství detekovaných 
vari ant v DNA sekvenci [7]. Převážná vět‑
šina z  nich jso u neškodné polymorfní 
vari anty bez fenotypového projevu. Prů‑
měrná frekvence běžných nukle otido‑
vých substitucí v lidském genomu se po‑
hybuje kolem jedné na 1 000 bazí [8].

Tzv. „nonsense“ substituce způsobují 
v  místě záměny vznik terminačního ko‑
donu a jso u patogenní. Mnohdy však zá‑
měna baze vede ke změně jedné amino‑
kyseliny kódované daným tripletem a  je 
sporné, zda vůbec ovlivňuje riziko one‑
mocnění, nebo nikoliv. Tyto vari anty jso u 
označovány jako vari anty s  neznámým 
klinickým účinkem a genetici nemoho u 
tyto vari anty po užít pro klinické testování 
příbuzných osob, pokud není dokázáno 
některým z funkčních testů, zda je nebo 
není skutečně patogenní. Pro mnoho 
genů však neexistují validní funkční testy 
a vari anty zůstávají na dlo uho u dobu klasi‑
fikovány jako „Unknown Vari ants“ (UV) [9].

Pokud se jedná o  rodinu s  vysoce ri‑
zikovo u rodinno u anamnézo u (obr.  1), 
potom je možné několik vysvětlení to‑
hoto sporného (neinformativního) vý‑
sledku: a) jedná se o vari antu, která je pa‑
togenní, ale nelze to v  so učasné době 
potvrdit, b) příčina hereditární eti ologi e 
je v jiném dosud neznámém nebo netes‑
tovaném genu, c) příčina je ve více ge‑
netických faktorech (polygenní), které 
v  so učasné době nelze identifikovat, 
d)  nebo se nejedná o  hereditární one‑
mocnění, ale to je možné jen v rodinách, 
kde není famili ární kumulace příliš zá‑
važná (obr. 2).

Záměna nukle otidu v  kódující sek‑
venci, která způsobí záměnu aminokyse‑
liny v polypeptidovém řetězci, může být 
příčino u onemocnění po uze tehdy, na‑
rušuje‑li důležito u strukturní nebo přímo 
funkční doménu proteinu. Obecně jso u 
mezidruhově konzervativní aminoky‑
seliny v  polypeptidovém řetězci s  větší 
pravděpodobností funkčně významné. 
Zároveň mutace, které zaměňují původní 

Obr. 2. Rodina se dvěma případy nádoru 
prsu ve vyšším věku. Při testování genů 
BRCA1  a  BRCA2  byla nalezena vari anta 
s  neznámým klinickým účinkem v  genu 
BRCA2. V  rodině není dle rodinné ana-
mnézy evidentní, že by se muselo jednat 
o dědično u příčinu onemocnění. Příčino u 
mohla být i  dlo uhodobější substituční 
hormonální léčba u probandky a vysoký 
věk u její matky.

karcinom 
 prsu 

v 78 letech

zemřela 
 v 85 letech

zemřela 
 v 88 letech

karcinom prsu 
ve 49 letech

Obr.  1. Rodina s  vysoko u pravděpodob-
ností hereditárního syndromu nádorů 
prsu. Zjištěna po uze vari anta s neznámým 
klinickým účinkem v genu BRCA1 (UV).
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karcinom 
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karcinom 
prsu  

ve 42 letech

karcinom prsu  
ve 30 a 33  letech
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mocněním syndromu a  není nalezena 
ka uzální mutace, může se jednat o: a) pří‑
činu hereditární eti ologi e v jiném dosud 
neznámém nebo netestovaném genu 
(monogenní), b) příčinu ve více gene‑
tických faktorech (polygenní), které 
v  so učasné době nelze identifikovat, 
c)  nebo se nejedná o  hereditární one‑
mocnění, ale o  tom je možné spekulo‑
vat jen v případě málo závažné rodinné 
anamnézy a u typů nádorových onemoc‑
nění, které moho u mít i silno u negene‑
ticko u eti ologicko u příčinu (např. nádory 
kolorekta).

Genetik vždy musí při interpretaci po‑
suzovat všechny rizikové faktory, které 
mohly hrát důležito u úlohu. Jedná se 
i  o  předchozí léčbu, dlo uhodobé chro‑
nické onemocnění, rizikové chování 
nebo životní a pracovní prostředí atd.

Vždy je důležité, aby si vyšetřovaná ro‑
dina uvědomila, že negativní výsledek je 
neinformativní a není vylo učením mož‑
nosti dědičné příčiny.

Genetik ve zprávě odhaduje empirická 
rizika pokud možno pro širší rodinu a do‑
poručuje vhodná preventivní opatření.

Pozitivní výsledek  
a prediktivní testování
Pokud je testování u paci enta (probanda) 
pozitivní a je zjištěna ka uzální mutace, je 
vhodné pozvat rodinné příslušníky k pre‑
diktivnímu testování. Prediktivní testo‑
vání má určito u výpovědní hodnotu, 
která může být do určité míry limitovaná.

Pokud se jedná o přímé příbuzné testo‑
vaného probanda nebo probandky a vý‑
sledek prediktivního testu je negativní, 
je možné říci, že s největší pravděpodob‑
ností bylo vysoké riziko nádorového syn‑
dromu vylo učeno. S největší pravděpo‑
dobností z toho důvodu, že nemůžeme 
říci na sto procent, zda u nemocné osoby 
byla zjištěná ka uzální mutace jedino u ge‑
neticko u změno u, která určovala riziko 
onemocnění. V  naprosté většině rodin 
se skutečně bude jednat o  monogenní 
příčinu, ale existují vzácně i  rodiny, kde 
je možné zjistit homozygoty (identické 
mutované alely stejného genu, např. dvě 
stejné mutace v  genu BRCA1), složené 
heterozygoty (různé alely stejného genu, 
např. dvě různé mutace v genu BRCA1). 
Tyto je možné zjistit při dokončení kom‑
pletního testování všech exonů daného 

studovaná vari anta ovlivnit správný se‑
střih mRNA. Konečný aberantní sestřih 
však musí být u  paci enta prokázán ex‑
perimentálně [12]. V laboratorních pod‑
mínkách je nutno provést mRNA analýzu 
so učasně s negativní kontrolo u, aby ne‑
došlo k chybné interpretaci přirozeného 
alternativního sestřihu jako důsledku 
mutace. Jako alternativní sestřih je ozna‑
čován jev, kdy z  jednoho genu vzniká 
více různých forem mRNA a proteinu. Al‑
ternativní sestřih je v  buňce regulován 
a vzniklé izoformy bývají často tkáňově 
specifické nebo moho u mít rozdílno u lo‑
kalizaci v buňce. Jednotlivé izoformy tak 
moho u mít modifikovano u, až odlišno u 
funkci [11].

Jaký je tedy výsledný efekt mutace mě‑
nící místo sestřihu? Frekvenčně nejčastěji 
popisovaným důsledkem je inaktivace 
místa sestřihu a  následné nerozeznání 
exonu při sestřihu RNA probíhajícím 
v jádře, který vede ke konečné deleci ce‑
lého exonu v mRNA sekvenci –  tzv. „exon 
skipping“. Častým důsledkem je také ak‑
tivace kryptického místa sestřihu, pokud 
se nachází v blízkosti přirozeného místa 
sestřihu. Poměrně vzácně pak dochází 
k  vytvoření pse udo- exonu v  intronické 
sekvenci, případně k  retenci celého in‑
tronu v případě velmi krátkých nebo ter‑
minálních intronů. U  některých mutací 
narušujících místo sestřihu byla jako dů‑
sledek popsána i kombinace více vari ant 
aberantního sestřihu a rezidu ální správný 
sestřih [13– 14]. Konečným důsledkem 
aberantního sestřihu je delece nebo in‑
zerce úseků mRNA sekvence, což vede 
při translaci k  deleci nebo inzerci části 
proteinové sekvence, nebo frekvenčně 
častěji dochází k posunu čtecího rámce 
a k předčasné terminaci translace.

Klinická hodnocení  
výsledků testování
Laboratorní zpráva by měla být pro klinic‑
kého genetika jednoznačně srozumitelná 
a měla by popisovat i dosavadní znalosti 
o uvedené mutaci. Na základě těchto po‑
znatků je možné využití výsledků testo‑
vání v praxi.

Neinformativní výsledek 
u paci enta
Pokud je v  rizikové rodině testován 
paci ent s  typickým nádorovým one‑

aminokyselinu za aminokyselinu odliš‑
ných fyzikálních vlastností, s větší prav‑
děpodobností moho u mít vliv na struk‑
turu, a  tím následně i  stabilitu a  funkci 
polypeptidu [10].

Delece, inzerce a velké  
přestavby genů
Delece nebo inzerce jedné a  více bazí 
(způsobující narušení čtecího rámce) 
a  velké intragenové přestavby (delece 
nebo duplikace oblastí zahrnující celé 
exony) jso u většino u změny, které vý‑
znamně mění strukturu a funkci proteinu 
a je možné je jednoznačně označit za pa‑
togenní. Některé delece nebo inzerce, 
které způsobují ztrátu jedné nebo více 
aminokyselin a nevedo u k poruše čtecího 
rámce, moho u ale nemusí být patogenní.

Závěry molekulárně genetického vy‑
šetření vyžadují znalost funkce a  loka‑
lizace jednotlivých funkčních domén 
proteinu. Mutace lokalizované na termi‑
nálním 3’ konci proteinu již nemusí být 
funkčně významné, ale moho u mít vliv 
na stabilitu proteinu.

Mutace měnící místo sestřihu
Speci ální skupino u jso u mutace mě‑
nící místo sestřihu –  tzv. „splice site“ mu‑
tace. Nejsnadněji rozpoznatelné se vy‑
skytují ve 100% konzervativních místech 
sestřihu dinukle otidu GT lokalizova‑
ného na 5’ počátku intronu (donorové 
místo sestřihu) a dinukle otidu AG loka‑
lizovaného na 3’ konci intronu (akcepto‑
rové místo sestřihu). Důležito u úlohu při 
správném sestřihu hrají také sekvence 
přilehlé k  AG a  GT sekvenci a  část kon‑
zervativní intronické sekvence (větvící 
místo  –  „branch site“) lokalizované ve 
vzdálenosti ≈ 20– 40 nukle otidů před ter‑
minálním AG dinukle otidem [11].

Vzácně se moho u „splice site“ mutace 
nacházet vzdáleně od správného místa 
sestřihu v intronické sekvenci nebo kde‑
koli v kódující sekvenci, kde by na první 
pohled nevýznamná záměna třetí baze 
kodonu mohla aktivovat kryptické místo 
sestřihu. K  odhalení mutací měnících 
místo sestřihu moho u přispět počítačové 
programy vyhledávající v  zadané DNA 
sekvenci lokalizaci pravděpodobného 
místa sestřihu.

Pomocí predikčního programu lze zjis‑
tit, s  jako u pravděpodobností by mohla 
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onemocnění, která existují u nosičů, nic‑
méně je důležité na ně pohlížet z mnoha 
důvodů jako na osoby s rodinno u zátěží 
s možností mírně až středně zvýšených 
rizik nádorů daného syndromu a doporu‑
čit vhodno u prevenci.
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tivní test u příbuzné osoby tuto mutaci 
vylo učil, nemůžeme vylo učit další možné 
genetické modifikátory rizika, které ne‑
jsme schopni v  so učasné době identifi‑
kovat. Tuto skutečnost potvrzuje i  epi‑
demi ologická studi e, která prokázala 
velký počet fenokopi í (24 % žen s nádo‑
rem prsu bez BRCA1/ 2  mutace) v  rodi‑
nách s prokázano u BRCA1/ 2 mutací [15]. 
Studi e upozorňuje, že při kalkulaci rizik 
onemocnění u  ne- nosičů BRCA1  nebo 
BRCA2 mutací v  rodinách s prokázano u 
patogenní mutací u  probanda je riziko 
onemocnění nádorem prsu vyšší než ri‑
ziko běžné populace, RR je uváděno 5,0. 
U dalších studi í je odhad tohoto rezidu ál-
ního famili árního rizika v pásmu střed‑
ních rizik (2– 3krát) [16]. Proto v so učasné 
době indikujeme i u zdravých ne- nosiček 
mutací v BRCA1 a BRCA2 genech preven‑
tivní sledování tak jako u žen s odhado‑
vaným středním rizikem zátěže (většino u 
roční kontroly se začátkem o  deset let 
dříve, než byl nejčasnější výskyt nádoru 
prsu v rodině, kombinace UZ a MMG dle 
věku). Stejně tak bychom měli postupo‑
vat u ne- nosičů mutací pro Lynchův syn‑
drom a další syndromy a doporučit pre‑
ventivní sledování jako u středního rizika 
onemocnění.

Závěr
Možnosti genetického testování v onko‑
logii se ne ustále rozšiřují. Zlepšuje se i zá‑
chytnost mutací díky novým přístrojům 
a  metodám. Klinické testování má vý‑
znam především u genů s vysokým rizi‑
kem onemocnění. Geny středního a níz‑
kého rizika jso u stále ve většině případů 
po užívány ve výzkumu.

Vylo učení zvýšeného rizika onemoc‑
nění i u ne- nosičů vysoce penetrantních 
mutací v  pozitivně testované rodině je 
problematické. S  velko u pravděpodob‑
ností je možné jim vylo učit vysoká rizika 

genu (i po zachycení patogenní mutace). 
Nebo se může jednat o dvojité heterozy‑
goty (mutace ve dvo u různých genech, 
např. BRCA1 a  CHEK2 aj.), což by mohlo 
být nejčastější vari anto u, i  když dosud 
málo prozko umano u (obr. 3). Kombinace 
genů vysokého rizika a mnoha genů niž‑
šího a středního rizika, které budo u mo‑
dulovat výši rizika onemocnění, je v on‑
kologii pravděpodobná. Toto musíme mít 
na paměti při uzavírání každého genetic‑
kého vyšetření a  indikování preventivní 
péče v onkologii.

U osob z rodiny s prokázano u ka uzální 
vysoce penetrantní mutací, kde predik‑

Obr.  3. Rodina s  mutací ve dvo u ge-
nech zvyšujících riziko nádorů prsu. 
Probandka se zjištěno u mutací v  genu 
BRCA1  a  v  genu CHEK2  (2– 3násobné ri-
ziko nádoru prsu). Každá dcera má jiný 
genotyp, nejstarší dcera zdědila mutaci 
v genu BRCA1, prostřední dcera nezdědila 
žádno u ze dvo u mutací. Nejmladší dcera 
zdědila po uze mutaci v CHEK2 genu. Jak 
prostřední, tak nejmladší dcera by měly 
být sledovány jako ženy s  předpokláda-
ným 2– 3násobným rizikem nádoru prsu. 
U nejstarší dcery je vhodný screening jako 
u vysoce rizikové ženy.
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