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Souhrn

Genetické testovani nadorovych syndromd je zalozeno na dosavadnich znalostech monogen- Podporeno VZ MZ0 MOU 2005.

nich pficin onkologickych onemocnéni. U vysoce rizikovych gend je mozné klinické vyuziti Autofi deklaruji, e v souvislosti s predmétem
zjisténi nosicstvi patogenni mutace v predikci rizika a v preventivni péci. U ne-nosi¢ll mutace studie nemaji zadné komeréni zajmy.

v rodiné s prokazanou mutaci nemusi byt riziko na drovni béZné populace a doporucuje se The authors declare they have no potential
preventivni sledovani. U gent s predpokladanym strednim a nizkym rizikem je klinické vyu- conflicts of interest concerning drugs, pruducts,
Ziti dosud sporné a mohlo by vést ke zkreslenym zavérdm o skutecné pficiné familiarni formy or services used in the study.

nemoci. U gent s predpokladanym stfednim rizikem nadoru (2-3krat) se prediktivni testovani Redakéni rada potvrzuje, e rukopis prace
nenabizi nebo se doporucuje ne-nosice mutace preventivné sledovat stejnym zpUlsobem jako splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
nosice. U gen s nizkym rizikem se klinické vyuziti viibec nedoporucuje. Molekularné genetické biomedicinskych ¢asopisti.

testovani ma také své limitace a jeho kvalita zavisi na pouzitych metodach, pfistrojové technice The Editorial Board declares that the manuscript
a dosavadnich znalostech o vyznamu mutaci. U nékterych zmén neni dosud jasné, zda se jedna met the ICMJE “uniform requirements” for
o nevyznamny polymorfizmus nebo patogenni mutaci. Interpretace vysledkl testovani v kon- biomedical papers.

textu rodinné anamnézy je dilezita.
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Summary

Genetic testing of cancer syndromes is based on the existing knowledge of monogenic causes
of oncologic diseases. In cases of high-risk genes, the findings concerning the carrier status of
pathogenic mutation can be of clinical use in the prediction of risks and for preventive care. In
non-carriers in families with mutation in the high-risk gene, the risk of cancer diseases may not
be the same as the population risk and some preventive follow-up is recommended. The clinical
use of genes with mild or moderate risk of cancer is problematic and could lead to distorted
conclusions about the actual cause of the familial form of the disease. Predictive testing in genes
with moderate risk of cancer (2-3 times) is not offered, or the non-carriers are followed in the
same way as carriers. The use of genes with mild risk is not recommended in clinical practice.
Molecular genetic testing also has its limitations and its quality depends on the methods and
technology used and the existing knowledge of the significance of mutations. In some variants it
is not clear yet whether they are just insignificant polymorphisms or pathogenic mutations. The
interpretation of test results in the context of the whole family history is important.
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Uvod

Kazdé onkologické onemocnéni muze
nom nebo vice genech, kterd zplsobuje
vys$si nachylnost ke vzniku nadord. Prav-
dépodobnost, Ze se nadorové onemoc-
néni skutecné béhem zivota objevi, zalezi
na mnoha dalSich genetickych i negene-
tickych faktorech.

U mnoha gent bylo prokazano, ze zdé-
déna patogenni mutace mlze zpUso-
bovat velmi vysoké riziko nadorového
onemocnéni, mnohdy pfesahujici dese-
tindsobek popula¢niho rizika (napt. mu-
tace v genech BRCA1/2, TP 53, MLH1,
MSH2). 1 v téchto genech v3ak razné typy
mutaci mohou zpUsobovat rlizné vysoka
rizika dle uloZeni mutace a typu poruchy
tvorby proteinu.

Postupné jsou zkoumany nové a nové
geny a je zjistovano, Zze mnohé hraji
také dulezitou ulohu v etiologii nadoro-
vych onemocnéni, nicméné ne tak vy-
znamnou jako geny vysokého rizika.

Pfedpoklada se, ze porucha jejich
funkce ovliviiuje narast rizika jen mirné
nebo stiedné zdvazné (napf. heterozy-
gotni mutace v genech CHEK2, BRIP1,
NBS1, PALB2 a ATM pro nadory prsu aj.)
[1-3].

V roce 1994 a 1995 byly objeveny geny
BRCAT a BRCA2, které jsou zodpovédné
za velkou ¢ast familidrni predispozice
k nddorovému onemocnéni prsu a ovaria
[4-6].V soucasné dobé jsou hledany dalsi
geny, které by byly schopny vyvolat po-
dobné vysoka rizika onemocnéni a které
by vysvétlovaly hereditarni predispozici
k nddorovému onemocnéni u vysoce ri-
zikovych rodin (4 a vice ptipadd v ro-
diné, vétsinou v mladém véku), kde byla
vazebnou analyzou vyloucena pfi¢inna
souvislost s geny BRCAT nebo BRCA2.

Tento vyzkum vsak dosud nebyl
uspésny a spekuluje se, Ze u mnoha rodin
se mUze jednat o polygenni model rizika
s aditivnim efektem vice (i mnoha) genli
s mirn&jsim rizikem.

Mutace a jejich vyznam

v genetickém testovani
nadorovych onemocnéni

Pokud mluvime o testovani suspektnich
hereditarnich forem nador(, provadi se
testovani zarode¢nych mutaci z DNA izo-
lované z krve pacient(.

Vyhledévani zmén (mutaci) v sekvenci
DNA se provadi riznymi zptsoby. Pokud
nejde o detekci jiz zndmé konkrétni mu-
tace a cilem je zachytit jakoukoli zménu,
Ize pouzit k testovani rlizné screeningové
metody, které umozni rychlé vyhledani
téch Usekd genu (¢ast sekvence DNA),
které jsou ,odlisné” od standardniho
typu. Konkrétni mutace je pak charakte-
rizovana sekvenovanim. Screeningové
metody se neustale vyvijeji, zvysuje se je-
jich senzitivita i specifita a také dochazi
k automatizaci prace, a tim k redukci
chyby zpUsobené lidskym faktorem.

Zameény bazi - substituce
Nukleotidové substituce jsou nejcas-
téjsi genetickou variaci, kterd predsta-
vuje az 90% z mnozstvi detekovanych
variant v DNA sekvenci [7]. Pfevazna vét-
$ina z nich jsou neskodné polymorfni
varianty bez fenotypového projevu. Prd-
mérna frekvence béznych nukleotido-
vych substituci v lidském genomu se po-
hybuje kolem jedné na 1 000 bazi [8].

Tzv. ,nonsense” substituce zpUsobuji
v misté zamény vznik termina¢niho ko-
donu a jsou patogenni. Mnohdy v3ak za-
ména baze vede ke zméné jedné amino-
kyseliny kédované danym tripletem a je
sporné, zda vibec ovliviiuje riziko one-
mocnéni, nebo nikoliv. Tyto varianty jsou
oznacovany jako varianty s neznamym
klinickym uc¢inkem a genetici nemohou
tyto varianty pouzit pro klinické testovani
pfibuznych osob, pokud neni dokazano
nékterym z funk¢nich testl, zda je nebo
neni skutecné patogenni. Pro mnoho
gend viak neexistuji validni funkéni testy
a varianty zUstavaji na dlouhou dobu klasi-
fikovény jako,Unknown Variants” (UV) [9].

Pokud se jedna o rodinu s vysoce ri-
zikovou rodinnou anamnézou (obr. 1),
potom je mozné nékolik vysvétleni to-
hoto sporného (neinformativniho) vy-
sledku: a) jedna se o variantu, ktera je pa-
togenni, ale nelze to v sou¢asné dobé
potvrdit, b) pfi¢ina hereditarni etiologie
je v jiném dosud neznamém nebo netes-
tovaném genu, c) pfi¢ina je ve vice ge-
netickych faktorech (polygenni), které
v soucasné dobé nelze identifikovat,
d) nebo se nejednd o hereditérni one-
mocnéni, ale to je mozné jen v rodinéch,
kde neni familiarni kumulace pfilis za-
vazna (obr. 2).
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Obr. 1. Rodina s vysokou pravdépodob-
nosti hereditarniho syndromu nadort
prsu. Zjisténa pouze varianta s neznamym
klinickym uc¢inkem v genu BRCAT (UV).
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Obr. 2. Rodina se dvéma ptipady nadoru
prsu ve vyssim véku. Pfi testovani gent
BRCA1 a BRCA2 byla nalezena varianta
s neznamym klinickym ucinkem v genu
BRCA2. V rodiné neni dle rodinné ana-
mnézy evidentni, ze by se muselo jednat
o dédi¢nou pficinu onemocnéni. Pfi¢inou
mohla byt i dlouhodobéjsi substitu¢ni
hormonalni Ié¢ba u probandky a vysoky
vék u jeji matky.

Zaména nukleotidu v koédujici sek-
venci, ktera zpUsobi zaménu aminokyse-
liny v polypeptidovém fetézci, mize byt
pfi¢cinou onemocnéni pouze tehdy, na-
rusuje-li dalezitou strukturni nebo pfimo
funk¢ni doménu proteinu. Obecné jsou
mezidruhové konzervativni aminoky-
seliny v polypeptidovém fetézci s vétsi
pravdépodobnosti funkéné vyznamné.
Zaroven mutace, které zaménuji pavodni
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aminokyselinu za aminokyselinu odlis-
nych fyzikalnich vlastnosti, s vétsi prav-
dépodobnosti mohou mit vliv na struk-
turu, a tim nasledné i stabilitu a funkci
polypeptidu [10].

Delece, inzerce a velké
prestavby genti
Delece nebo inzerce jedné a vice bazi
(zplGsobujici narudeni ¢teciho ramce)
a velké intragenové prestavby (delece
nebo duplikace oblasti zahrnujici celé
exony) jsou vétsinou zmény, které vy-
znamné méni strukturu a funkci proteinu
a je mozné je jednoznacné oznacit za pa-
togenni. Nékteré delece nebo inzerce,
které zpUsobuji ztratu jedné nebo vice
aminokyselin a nevedou k poruse ¢teciho
rdmce, mohou ale nemusi byt patogenni.
Zavéry molekuldrné genetického vy-
Setfeni vyzaduji znalost funkce a loka-
lizace jednotlivych funkénich domén
proteinu. Mutace lokalizované na termi-
nalnim 3’ konci proteinu jiz nemusi byt
funk¢éné vyznamné, ale mohou mit vliv
na stabilitu proteinu.

Mutace ménici misto sestfihu
Specidlni skupinou jsou mutace mé-
nici misto sestfihu - tzv. ,splice site” mu-
tace. Nejsnadnéji rozpoznatelné se vy-
skytuji ve 100% konzervativnich mistech
sestfihu dinukleotidu GT lokalizova-
ného na 5’ pocatku intronu (donorové
misto sestfihu) a dinukleotidu AG loka-
lizovaného na 3’ konci intronu (akcepto-
rové misto sestfihu). Dllezitou Glohu pfi
spravném sestiihu hraji také sekvence
pfilehlé k AG a GT sekvenci a ¢ast kon-
zervativni intronické sekvence (vétvici
misto — ,branch site”) lokalizované ve
vzdalenosti = 20-40 nukleotidd pred ter-
minalnim AG dinukleotidem [11].

Vzacné se mohou ,splice site” mutace
nachdzet vzdéalené od spravného mista
sestfihu v intronické sekvenci nebo kde-
koli v kédujici sekvenci, kde by na prvni
pohled nevyznamnd zdména treti baze
kodonu mohla aktivovat kryptické misto
sestiihu. K odhaleni mutaci ménicich
misto sestfihu mohou pfispét pocitacové
programy vyhleddvajici v zadané DNA
sekvenci lokalizaci pravdépodobného
mista sestfihu.

Pomoci predikéniho programu Ize zjis-
tit, s jakou pravdépodobnosti by mohla

studovand varianta ovlivnit spravny se-
stfih mRNA. Konec¢ny aberantni sestfih
vsak musi byt u pacienta prokazan ex-
perimentdlné [12]. V laboratornich pod-
minkach je nutno provést mRNA analyzu
soucasné s negativni kontrolou, aby ne-
doslo k chybné interpretaci pfirozeného
alternativniho sestfihu jako dusledku
mutace. Jako alternativni sestfih je ozna-
¢ovan jev, kdy z jednoho genu vznika
vice rlznych forem mRNA a proteinu. Al-
ternativni sestfih je v burnce regulovén
a vzniklé izoformy byvaji ¢asto tkanové
specifické nebo mohou mit rozdilnou lo-
kalizaci v bunce. Jednotlivé izoformy tak
mohou mit modifikovanou, az odliSnou
funkci [11].

Jaky je tedy vysledny efekt mutace mé-
nici misto sestfihu? Frekvencné nejcastéji
popisovanym dUsledkem je inaktivace
mista sestfihu a nasledné nerozeznani
exonu pfi sestfihu RNA probihajicim
v jadre, ktery vede ke konec¢né deleci ce-
Iého exonu v mRNA sekvenci - tzv. ,exon
skipping”. Castym dtsledkem je také ak-
tivace kryptického mista sestfihu, pokud
se nachazi v blizkosti ptirozeného mista
sestfihu. Pomérné vzacné pak dochazi
k vytvoreni pseudo-exonu v intronické
sekvenci, ptipadné k retenci celého in-
tronu v pfipadé velmi kratkych nebo ter-
mindlnich intrond. U nékterych mutaci
narusujicich misto sestfihu byla jako dd-
sledek popséna i kombinace vice variant
aberantniho sestfihu a rezidudlni spravny
sestfih [13-14]. Kone¢nym dusledkem
aberantniho sestfihu je delece nebo in-
zerce Usekl mRNA sekvence, coz vede
pfi translaci k deleci nebo inzerci &3sti
proteinové sekvence, nebo frekvencné
Castéji dochazi k posunu cteciho rdmce
a k predcasné terminaci translace.

Klinicka hodnoceni

vysledki testovani

Laboratorni zprava by méla byt pro klinic-
kého genetika jednoznacné srozumitelnd
a méla by popisovat i dosavadni znalosti
o uvedené mutaci. Na zakladé téchto po-
znatkl je mozné vyuziti vysledk( testo-
vani v praxi.

Neinformativni vysledek

u pacienta

Pokud je v rizikové rodiné testovan
pacient s typickym nadorovym one-

mocnénim syndromu a neni nalezena
kauzalni mutace, mize se jednat o: a) pfi-
¢inu hereditarni etiologie v jiném dosud
nezndmém nebo netestovaném genu
(monogenni), b) pfi¢inu ve vice gene-
tickych faktorech (polygenni), které
v soucasné dobé nelze identifikovat,
c) nebo se nejednd o hereditarni one-
mocnéni, ale o tom je mozné spekulo-
vat jen v pfipadé malo zdvazné rodinné
anamnézy a u typl nadorovych onemoc-
néni, které mohou mit i silnou negene-
tickou etiologickou p¥i¢inu (napf. nddory
kolorekta).

Genetik vzdy musi pfi interpretaci po-
suzovat vsechny rizikové faktory, které
mohly hrat dudlezitou ulohu. Jedna se
i o prfedchozi Ié¢bu, dlouhodobé chro-
nické onemocnéni, rizikové chovani
nebo zivotni a pracovni prostfedi atd.

VZdy je dulezité, aby si vySetfovana ro-
dina uvédomila, Ze negativni vysledek je
neinformativni a neni vylouc¢enim moz-
nosti dédi¢né pficiny.

Genetik ve zpravé odhaduje empiricka
rizika pokud mozno pro Sirsi rodinu a do-
porucuje vhodna preventivni opatfeni.

Pozitivni vysledek
a prediktivni testovani
Pokud je testovani u pacienta (probanda)
pozitivni a je zjisténa kauzalni mutace, je
vhodné pozvat rodinné pfislusniky k pre-
diktivnimu testovani. Prediktivni testo-
vani ma urcitou vypovédni hodnotu,
kterd mize byt do urcité miry limitovana.
Pokud se jedna o pfimé pribuzné testo-
vaného probanda nebo probandky a vy-
sledek prediktivniho testu je negativni,
je mozné fici, Ze s nejvétsi pravdépodob-
nosti bylo vysoké riziko nddorového syn-
dromu vylou¢eno. S nejvétsi pravdépo-
dobnosti z toho divodu, Ze nemGzeme
fici na sto procent, zda u nemocné osoby
byla zjisténd kauzalni mutace jedinou ge-
netickou zménou, ktera urcovala riziko
onemocnéni. V naprosté vétsiné rodin
se skute¢né bude jednat o monogenni
pficinu, ale existuji vzacné i rodiny, kde
je mozné zjistit homozygoty (identické
mutované alely stejného genu, napft. dvé
stejné mutace v genu BRCAT), slozené
heterozygoty (riizné alely stejného genu,
napf. dvé rizné mutace v genu BRCAT).
Tyto je mozné zjistit pfi dokonceni kom-
pletniho testovani viech exon(l daného
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Obr. 3. Rodina s mutaci ve dvou ge-
nech zvysujicich riziko nadorl prsu.
Probandka se zjisténou mutaci v genu
BRCA1 a v genu CHEK2 (2-3nasobné ri-
ziko nadoru prsu). Kazda dcera ma jiny
genotyp, nejstarsi dcera zdédila mutaci
v genu BRCAT, prostiedni dcera nezdédila
zadnou ze dvou mutaci. Nejmladsi dcera
zdédila pouze mutaci v CHEK2 genu. Jak
prostredni, tak nejmladsi dcera by mély
byt sledovany jako zeny s pfedpoklada-
nym 2-3nasobnym rizikem nadoru prsu.
U nejstarsi dcery je vhodny screening jako
u vysoce rizikové Zeny.

genu (i po zachyceni patogenni mutace).
Nebo se mize jednat o dvojité heterozy-
goty (mutace ve dvou rlznych genech,
napt. BRCAT a CHEK?2 aj.), coz by mohlo
byt nejcastéjsi variantou, i kdyz dosud
malo prozkoumanou (obr. 3). Kombinace
genl vysokého rizika a mnoha gen niz-
siho a stfedniho rizika, které budou mo-
dulovat vysi rizika onemocnéni, je v on-
kologii pravdépodobna. Toto musime mit
na paméti pfi uzavirani kazdého genetic-
kého vysetfeni a indikovani preventivni
péce v onkologii.

U osob z rodiny s prokazanou kauzalni
vysoce penetrantni mutaci, kde predik-

tivni test u pfibuzné osoby tuto mutaci
vyloucil, nemizeme vyloucit dal$i mozné
genetické modifikatory rizika, které ne-
jsme schopni v sou¢asné dobé identifi-
kovat. Tuto skutecnost potvrzuje i epi-
demiologickd studie, kterd prokazala
velky pocet fenokopii (24 % Zen s nado-
rem prsu bez BRCA1/2 mutace) v rodi-
nach s prokazanou BRCA1/2 mutaci [15].
Studie upozoriuje, Ze pfi kalkulaci rizik
onemocnéni u ne-nosi¢l BRCAT nebo
BRCA2 mutaci v rodinach s prokazanou
patogenni mutaci u probanda je riziko
onemocnéni nddorem prsu vyssi nez ri-
ziko bézné populace, RR je uvadéno 5,0.
U dalSich studii je odhad tohoto rezidual-
niho familiarniho rizika v pasmu stred-
nich rizik (2-3krat) [16]. Proto v soucasné
dobé indikujeme i u zdravych ne-nosicek
mutaci v BRCA1 a BRCA2 genech preven-
tivni sledovani tak jako u Zen s odhado-
vanym stfednim rizikem z3atéZe (vétSinou
ro¢ni kontroly se zac¢atkem o deset let
dfive, nez byl nej¢asnéjsi vyskyt nadoru
prsu v roding, kombinace UZ a MMG dle
véku). Stejné tak bychom méli postupo-
vat u ne-nosi¢d mutaci pro LynchGv syn-
drom a dalsi syndromy a doporucit pre-
ventivni sledovani jako u stfedniho rizika
onemocnéni.

Zaveér

Moznosti genetického testovani v onko-
chytnost mutaci diky novym pfistrojim
a metodam. Klinické testovani ma vy-
znam predevsim u gend s vysokym rizi-
kem onemocnéni. Geny stfedniho a niz-
kého rizika jsou stale ve vétsiné pfipadu
pouzivany ve vyzkumu.

Vylouceni zvyseného rizika onemoc-
néni i u ne-nosicl vysoce penetrantnich
mutaci v pozitivné testované rodiné je
problematické. S velkou pravdépodob-
nosti je mozné jim vyloucit vysoka rizika

onemocnéni, kterd existuji u nosicd, nic-
méné je dulezité na né pohlizet z mnoha
dlvodu jako na osoby s rodinnou zatézi
s moznosti mirné az stredné zvysenych
rizik nadord daného syndromu a doporu-
¢it vhodnou prevenci.
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