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Souhrn: Vychodisko: Karcinom prsu je dlouhodobé nej¢ast&j$im malignim nadorovym onemocnénim v populaci Zen v CR.
Pfiblizné 5 — 10% nadort vznika na podkladé zdrode¢nych mutaci v predispozi¢nich genech. Kromé majoritnich predispozic-
nich gent je v posledni dobé studovana i Gloha tzv. gent s nizkou penetranci, mezi které patfi i gen CHEK?2 (checkpoint kina-
se 2). V nedavné dobé byl popsan podil mutaci v genu CHEK? na vzniku hereditarnich nddorovych onemocnéni, vcetné kar-
cinomu prsu. Metody: Provedli jsme detekci patogenni mutace c. CHEK2 1100delC u 1 776 osob zahrnujicich 688 pacientek
s karcinomem prsu, 358 osob vySetfovanych v rdmci screeningu mutaci v genech BRCA1/BRCA2 a 730 osob bez nddorového
onemocnéni v kontrolnim souboru. Identifikace mutaci byla provddéna s vyuzitim DHPLC analyzy PCR amplifikatu zahrnu-
jiciho exon 10 genu CHEK?2. Nalezené mutace byly ovéfeny sekvenovanim. Vysledky: V souboru jsme identifikovali celkem
6 nosi¢l mutaci: 3 v souboru pacientek s karcinomem prsu, jednoho muZe s karcinomem prsu ze souboru osob vySetfovanych
na piftomnost mutaci v genech BRCAI a BRCA2 a2 osoby v kontrolnim souboru. Zdvéry: Cetnost nosi¢stvi mutace c¢.1100delC
v Ceské populaci je nizkd. Klinicka vyuzitelnost takovéhoto vysetfeni je tedy u pacientek s karcinomem prsu sporna.

Klicova slova: karcinom prsu, CHEK2, dédi¢na dispozice, zdrode¢nd mutace

Summary: Backgrounds: Breast cancer belongs to the most serious malignant diseases in the female population in the Czech
Republic. It is assumed that inherited mutations contribute to the development of 5-10% of cancers. In recent years, the role of
mutations of the low penetrance genes is studied intensively. One of them is checkpoint kinase 2 (CHEK?2). Mutations in this
gene were shown to predispose to the development of several inherited cancer syndromes, including breast cancer. Study design:
We have performed mutation analysis of pathogenic CHEK? allele c1100delC in 1776 subjects including 688 breast cancer
patients, 358 patients screened for mutations in major predisposing genes and 730 non cancer controls. Mutation analysis was
based on DHPLC prescreening, mutations were confirmed by sequencing. Results: We have found 6 mutation carriers: 3 in
sporadic breast cancer patients’ cohort, one male breast cancer patient in hereditary breast cancer patients’ cohort and 2 among
730 controls. Conclusion: Based on our data, we can speculate that Czech Republic belongs to the countries with low occur-
rence of CHEK?2 c1100delC allele, which limits clinical utilization of CHEK?2 genetic analysis.
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Uvod

Karcinom prsu je v nasi republice zdvaZzZnym onemocnénim.
Diky vysokému celoZivotnimu riziku onemocni karcinomem
prsu témér kazda dvanicté Zena. Z téchto diivodi je nezbytné,
aby bylo vynaloZeno adekvétni usili nejen pro hled4ni novych
metod Casné diagnostiky, ale také postupt, které by umoZziio-
valy selekci osob se zvySenym rizikem vzniku nddorového
onemocnéni. Nésledné tak mohou byt predisponovani jedinci
zafazeni do raciondlnich screeningovych ¢i interven¢nich pre-
ventivnich programda.

Nadorova onemocnéni jsou zptisobena poruchami DNA posti-
hujicimi geny ovladajici homeostdzu buné¢nych populaci.
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Ackoliv se ve valné vétSing piipadl jedna o polygenni one-
mocnéni s kumulaci genomovych defektl v pribéhu Zivota
nemocného, miZe byt jejich vznik vyznamné urychlen gene-
tickymi aberacemi tumor supresorovych gentl. Doposud byly
popsény vrozené mutace né€kolika tumor supresorovych gent
- BRCAI (OMIM 113705), BRCA2 (OMIM 600185), p53
(OMIM 191170), ATM (OMIM 191170), PTEN (OMIM
601728) —které zptisobuji dédi¢né nddorové syndromy v posti-
Zenych rodindch s Castym vyskytem karcinom prsu. Nosicstvi
mutaci v genech BRCA1 a BRCA2 tvoii kolem 90% vSech pii-
padil z doposud definovanych hereditirnich predispozic ke
vzniku karcinomu prsu a je zodpovédné za 5 - 10% piipada



Obr. 1.: Schéma aktivace CHEK?2 v diisledku genotoxického poskozeni a proteiny regulované aktivovanou molekulou CHEK2.

Po genotoxickém poskozeni je proteinkindza CHEK?2 aktivovana fosforylaci zprostfedkovanou proteinem ATM. Aktivovanid molekula CHEK?2 pii-
mo fosforyluje protein p53 na mist€ serinu 20. Tato modifikace ma za nédsledek pferuSeni zpétnovazebné autoregulacni smycky degradace p53 indu-
kované ubikvitin-ligdzovou aktivitou mdm2. Aktivace a naslednd kumulace p53 indukuje syntézu fady proteinil s negativni regula¢ni funkci na bunéc-
ny cyklus (inhibitory komplext cyklini a CDKs) a indukci apoptozy. Fosforylace fosfatdzy CDC25c¢ na serinu v pozici 216 vede k jeji inaktivaci, kterd
znemoZiiuje plnou aktivaci komplexu MPF (mitosis promoting factor) a tim pfechod buiiky z S2 faze do vlastni mit6zy. Dalsi fosfatdzou, kterd je cilem
CHEK?2 je CDC25A. Inaktivaci tohoto enzymu fosforylaci serinu 123 se CHEK2 podili na zastavé bunécného cyklu v S-fazi cestou inaktivace cdk2.
Po poskozeni genomové DNA fosforyluje CHEK2 protein BRCA1 na misté serinu 988. V nedavné dob& byl rovnéZ popsan kooperativni podil akti-
vace CHEK2 a BRCAL a nasledné zdstavy bunécného cyklu bez acasti proteinu pS53.

vzniku karcinomu prsu v celé populaci V. CeloZivotni riziko
vzniku karcinomu prsu u nosi¢ek mutaci v t€chto — tzv. hlav-
nich predispozi¢nich genech — vzriista na 60 — 90%. Odhadu-
je se, Ze na vzniku dalSich 10-15% mamérnich karcinomd se
podileji dédi¢né mutace v dal§ich, doposud nejednoznacné
definovanych genech. Mezi né€ patii i tzv. geny s nizkou pene-
tranci. Mutace v genech s nizkou penetranci zvySuji celoZi-
votni riziko vzniku karcinomu prsu u nosicti vyrazné méné,
neZ je tomu u hlavnich predispozi¢nich genil (obvykle do dvoj-
nasobku RR) 2. Ke vzniku maligniho nadoru u jejich nosi¢u
je nezbytnd inaktivace dalSich, opét nejednoznacné definova-
nych, gentl.

Jednim z intenzivné studovanych gent s nizkou penetranci je
CHEK? (checkpoint kinase 2, OMIM 604373) - proteinkina-
za aktivovand v odpovédi na poSkozeni genomové DNA. Svou
aktivitou se podili na zastavé bunééného cyklu v kontrolnich
bodech (pfedevSim na zastavé prechodu z G2 do M faze)
aindukci apoptézy . Pii vzniku dvoufetézcovych zlomi geno-
mové DNA (napfiklad ionizujicim zafeni) je molekula CHEK?2
fosforylovana proteinem ATM. Aktivovany protein CHEK?2
nasledné fosforyluje nékolik substratli, mezi které patii i pro-
tein pS3 (obr. 1.). V genu CHEK? bylo doposud popséno néko-
lik inaktivujicich mutaci v souvislosti se vznikem jak spora-
dickych malignich nadort (karcinom prsu, kolorekta, prostaty,
Stitné Z1azy, osteosarkom), tak i hereditarnich nadorovych syn-
dromi (Li-Fraumeni syndrom). Delece cytosinu v pozici 1100

CHEK2*1100delC), kterd zpisobuje inaktivaci proteinu
CHEK?2 diky zkréceni proteinového produktu v misté kinazo-
vé domény, je nejstudovanéjsi mutaci s jasné prokdzanym vzta-
hem k fadé karcinomii ¥). Na z4kladé rozsahlych populagnich
studii v riznych zemich je tato mutace uvddéna v souvislosti
se zvySenym rizikem vzniku karcinomu prsu (RR =2) a vysky-
tem HBCC syndromu - rodinného vyskytu karcinomu prsu
a kolorekta >, V ned4vné dobé byla popsina i dal3i mutace
1157T zasahujici FHA (fork head assocaiated) doménu prote-
inu, kterd se rovnéz vyskytuje signifikantné astéji u pacien-
tek s karcinomem prsu 7).

Cil studie

Rozhodli jsme se provést testovani Cetnosti alely
CHEK?2*1100delC u neselektované populace pacientek s kar-
cinomem prsu, v populaci pacientd spliiujicich kritéria k tes-
tovéni na pfitomnost mutaci v hlavnich predispozi¢nich genech
pro vznik karcinomu prsu %), a v kontrolni populaci bez pi-
tomnosti nddorového onemocnéni.

Metody

Pacientkdm zatfazenym do studie bylo, po podpisu informova-
ného souhlasu schvaleného etickou komisi, odebrano 5 ml nes-
razlivé Zilni krve. Genomova DNA bylaizolovana pomoci JetS-
tar 96 blood kitu (Genomed, Lohne, BRD) dle protokolu
vyrobce. Sekvence vysoce homologni CHEK?2 genu (pfede-
v§im exondm 10-14) se nachazeji v riiznych oblastech genomu
(chromosomy 35, 7, 10, 15, 16, 22 a X). Proto byla oblast, zahr-
nujiciexon 10 genu CHEK?2, amplifikovana pomoci nested PCR
na zdkladé publikovanych postupt '%!D | Prvni amplifikace
(1284 bp) byla provedena s pouZitim 50 — 150 ng genomové
DNA, 0.4 U DynaZyme II polymerazy (Finnzymes, Turku, FI),
0.2 pl 50xdNTP’s (Invitek, Berlin, BRL) 1,0 pl 10x DynaZy-
me I PCR buffer (Finnzymes), 0,3 pl 50 mM MgCl2 a 0,6 pmol
primert (CHEKO04: 5°-GGAGGTGATTAGATGAAGTCA-
CAAAT-3 a 5°-CHEK07: AGTCCTCTTCTTGAGATGA-
CAG-3*; Generi Biotech, Hradec Kralové). Z této PCR byl
amplifikovan amplikon o délce 247bp za pouZiti 0,1 pl prvni-
ho PCR produktu, 0.5 U GoldTaq DNA polymerazy (Applied
Biosystems, Foster City, CA), 0,5 il 50xdNTP’s (Invitek, Ber-
lin, BRL) 2,5 pl 10x GoldTaq PCR bufferu (Applied Biosys-
tems), 0,75 pl 50 mM MgClz a 3pmol primerd (CHEKOS:
5°-“TGGCAAGTTCAACATTATTCCC-3‘ a 5°-CHEKO06:
GAATAACTCCTAAACTCCAGC-3%; Generi Biotech).
Vysledny PCR produkt byl analyzovan pomoci denatura¢ni
vysokoucinné kapalinové chromatografie (DHPLC) v systému
WAVE (Transgenomic, Omaha, NE) na DNASep koloné s gra-
dientem acetonitrilu. Vzorky s aberantnim elu¢nim profilem na
DHPLC byly charakterizovany sekvenovanim (BigDye Ter-
minator ver. 3.1, Applied Biosystems, Foster City, CA) na
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sekvendtoru ABI310 (Applied Biosystems) z nezavisle ampli-
fikovaného vzorku de novo izolované DNA pacienta.

Vysledky

Celkem byl analyzovan geneticky materidl od 688 pacientek
s karcinomem prsu, 358 pacientt(ek) testovanych na pfitom-
nost mutace v genech BRCAI a BRCA2 z diivodt hereditarni-
ho nebo ¢asného vyskytu (<35 let véku) karcinomu prsu ¢i pii-
padt karcinomu prsu u muze (6 osob) a 730 kontrol — osob bez
zndmek nddorového onemocnéni.

Na zdkladé€ vySetfeni 1046 pacientl s hereditarnim i spora-
dickym karcinomem prsu a 730 osob kontrolniho souboru
jsme nalezli 6 nosi¢ll mutaci. Ve skupiné 688 pacientek se
sporadickym vyskytem karcinomu prsu byly nalezeny 3 Zeny
smutaci CHEK2*1100delC (0,44%; obr. 2). Jeden vyskyt sle-
dované alely byl nalezen ve vzorcich 358 pacienti(-tek) s kar-
cinomem prsu (0,28%) z rodin spliiujicich kritéria testovéni
na pfitomnost mutaci v genech BRCAI a BRCA2. V tomto pii-
padé se jednalo o pacienta s karcinomem prsu u muZe. Rele-
vantni klinicko-patologické charakteristiky nemocnych nosi-
¢t studované mutace jsou uvedeny v tabulce 1. V kontrolnim
souboru bylo vySetfeno 730 vzorkl a byly zaznamenany dvé
analyzované mutace (0,27%). NaSe vysledky ukazuji, Ze Cet-
nost vyskytu mutace CHEK2*1100delC je v nasi republice
nizk4. Diky tomu je obtiZné relevantni statistické zpracova-
ni. Cetnost vyskytu studované alely se ve skuping osob s d&dic-

Tab. 1: Klinické a histopatologické charakteristiky pacienti s karcinomem prsu a muta-

Obr. 2.: Mutacni analyza CHEK.

A. Elucni profil zdravé (wt) a mutované (mut) alely 1100delC na DHPLC.
B. Vysledek sekvenacni reakce alely s deletovanym cytosinem v pozici
1100 (3ipka) zpusobujici posun ¢tectho ramce.
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Tab. 2: Cetnost mutace CHEK2%1100delC u pacientii s karcinomem prsu a v kontrolni

nenadorové populaci v raznych statech.

Pacienti s karcinomem
Kontroly Literatura
Populace prsu
Celkem |1100delC (%)| Celkem 1100delC (%) 20)
Nizozemi* 2851 102 (3.58) 909 9 (0.99) 20)
Finsko* 1489 34 (2.28) 2332 31 (1.33) 20)
Velka Britanie* | 3450 42 (1.21) 4037 21 (0.52) 20)
Némecko 516 8 (1.55) 1315 6 (0.46) 13)
USA 300 3(1.00) 1665 5(0.30) 11)
Izrael 219 1(0.46) 146 0 18)
Ceska
) 1046 4(0.38) 730 2(0.27) nase Udaje
republika
Polsko N.S. - 1921 4(0.21) 5)
Austrélie 1474 10 (0.68) 736 1(0.14) 20)
ltalie 939 1(0.11) 334 0 15)
Spanéisko 456 0 400 0 14)

* sdruZené idaje
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Od roku 2002 bylo provedeno testovani néko-
lika rozsahlych souborti pacientt s hereditarni-
mi i sporadickymi nddory na piftomnost muta-
ce CHEK2*1100delC (tab. 2.). Z vysledki
téchto Setteni vyplyva, Ze gen CHEK?2 patii
mezi geny s nizkou penetranci a specificky dele-
ce C v mist¢ 1100 miZe modifikovat riziko
vzniku nekterych nidort. Vysledky jsou vSak
celosvétové pomérné heterogenni. Zatimco
vysledky populacnich studii ze severni Evropy
nachézeji pomérné vysoké ¢etnosti vyskytu stu-
dované alely (Meijers-Heijbroer a kol zazna-
menali aZ 5,1% vyskyt alely u osob z rodin tes-
tovanych na pritomnost mutaci v genech
BRCA1/2)'?, vyrazng niZ§i jsou zaznamenané
nélezy z oblasti sttedoevropskych a USA 131D,
V zemich stfedomotské oblasti Evropy g'e
vyskyt CHEK2*1100delC velmi raritni 1415,
Rozporuplné vysledky se tykaji i rizika vzni-
ku karcinomu prsu u muzi — nosi¢t studova-
né alely. Prvni vysledky poukazovaly na 10-
nidsobné zvySeni rizika vzniku tohoto
onemocnéni u nosi¢t mutaci 2. Tento nalez
vSak nebyl dile potvrzen, a lze tedy predpo-
kladat, Ze ackoliv je riziko vzniku karcinomu
prsu u muzil — nosicll zvysené, nedosahuje
plivodné uvedenych hodnot 16-17:18),

Znalost muta¢niho stavu genu CHEK2 muzZe
byt pfinosna pro planovani 1é¢ebného postu-
pu u Zen s rakovinou prsu, nebot v nedavno
publikované praci bylo popsano 2,5ndsobné
zvySeni rizika metachronniho kontralateralni-
ho karcinomu prsu u Zen, které podstoupil;f
v rdmci 16¢by prvniho nddoru radioterapii ).
Diky nizké Cetnosti studované mutace nebyl
v naSem souboru zaznamendn ani jeden pfipad
vyskytu bilaterdlniho karcinomu.



Zavér

Vyskyt mutace CHEK2*1100delC je v Ceské republice niz-
ky. Ac¢koliv Cetnost ndlezu mutace v populaci pacientl s kar-
cinomem prsu je vyssi, je pravdépodobné, Ze nosi¢i mutace
predstavuji méné nez 0,5% vSech nemocnych s karcinomem
prsu. Vzhledem k mirn€ zvySenému riziku vzniku onemocné-
ni a nizké penetranci alely nelze doporucit samotné vySetieni
mutace CHEK2*1100delC jako predispozi¢niho znaku pro
vznik karcinomu prsu. Vzhledem k rychlosti stanoveni a jeho
relativni jednoduchosti ve srovnani s analyzami hlavnich pre-
dispozi¢nich gent, by bylo mozné uvazovat o zafazeni toho-
to vySetieni do bloku analyz genit BRCA1/2. Ziskéni dalSich
vysledkll by umoZnilo relevantni statistické zpracovani cet-
nosti vyskytu i stanoveni rizika v ¢eské populaci. Hodnoceni

vztahu studované alely ke vzniku dalSich onemocnéni, prede-
v§im karcinomu kolorekta je v souCasnosti pfedmétem nasi
dalsi prace.

Podpora
Projekt byl podpofen finan¢nimi prostfedky z nadace Béhu
Terryho Foxe a vyzkumnym zdmérem 1. LF UK # 111100004.

Seznam zkratek

ATM - ataxia telangiectasia mutated; HBCC — hereditary breast and
colorectal cancer syndrome; BRCA1 - breast cancer gene 1; BRCA2 -
breast cancer gene 2; FHA — fork head associated; CHEK?2 - check-
pointkinase 2; PCR — polymerazovéfetézova reakce; DHPLC —dena-
turacni vysokoucinnd kapalinovéa chromatografie; PTEN — phospha-
tase and tensin homolog
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