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Úvod
Karcinom prsu je v na‰í republice závaÏn˘m onemocnûním.
Díky vysokému celoÏivotnímu riziku onemocní karcinomem
prsu témûfi kaÏdá dvanáctá Ïena. Z tûchto dÛvodÛ je nezbytné,
aby bylo vynaloÏeno adekvátní úsilí nejen pro hledání nov˘ch
metod ãasné diagnostiky, ale také postupÛ, které by umoÏÀo-
valy selekci osob se zv˘‰en˘m rizikem vzniku nádorového
onemocnûní. Následnû tak mohou b˘t predisponovaní jedinci
zafiazeni do racionálních screeningov˘ch ãi intervenãních pre-
ventivních programÛ.
Nádorová onemocnûní jsou zpÛsobena poruchami DNA posti-
hujícími geny ovládající homeostázu bunûãn˘ch populací.

Aãkoliv se ve valné vût‰inû pfiípadÛ jedná o polygenní one-
mocnûní s kumulací genomov˘ch defektÛ v prÛbûhu Ïivota
nemocného, mÛÏe b˘t jejich vznik v˘znamnû urychlen gene-
tick˘mi aberacemi tumor supresorov˘ch genÛ. Doposud byly
popsány vrozené mutace nûkolika tumor supresorov˘ch genÛ
- BRCA1 (OMIM 113705), BRCA2 (OMIM 600185), p53
(OMIM 191170), ATM (OMIM 191170), PTEN (OMIM
601728) – které zpÛsobují dûdiãné nádorové syndromy v posti-
Ïen˘ch rodinách s ãast˘m v˘skytem karcinom prsu. Nosiãství
mutací v genech BRCA1 a BRCA2 tvofií kolem 90% v‰ech pfií-
padÛ z doposud definovan˘ch hereditárních predispozic ke
vzniku karcinomu prsu a je zodpovûdné za 5 - 10% pfiípadÛ
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Souhrn: V˘chodisko: Karcinom prsu je dlouhodobû nejãastûj‰ím maligním nádorov˘m onemocnûním v populaci Ïen v âR.
PfiibliÏnû 5 – 10% nádorÛ vzniká na podkladû zárodeãn˘ch mutací v predispoziãních genech. Kromû majoritních predispoziã-
ních genÛ je v poslední dobû studována i úloha tzv. genÛ s nízkou penetrancí, mezi které patfií i gen CHEK2 (checkpoint kina-
se 2). V nedávné dobû byl popsán podíl mutací v genu CHEK2 na vzniku hereditárních nádorov˘ch onemocnûní, vãetnû kar-
cinomu prsu. Metody: Provedli jsme detekci patogenní mutace c. CHEK2 1100delC u 1 776 osob zahrnujících 688 pacientek
s karcinomem prsu, 358 osob vy‰etfiovan˘ch v rámci screeningu mutací v genech BRCA1/BRCA2 a 730 osob bez nádorového
onemocnûní v kontrolním souboru. Identifikace mutací byla provádûna s vyuÏitím DHPLC anal˘zy PCR amplifikátu zahrnu-
jícího exon 10 genu CHEK2. Nalezené mutace byly ovûfieny sekvenováním. V˘sledky: V souboru jsme identifikovali celkem
6 nosiãÛ mutací: 3 v souboru pacientek s karcinomem prsu, jednoho muÏe s karcinomem prsu ze souboru osob vy‰etfiovan˘ch
na pfiítomnost mutací v genech BRCA1 a BRCA2 a 2 osoby v kontrolním souboru. Závûry: âetnost nosiãství mutace c.1100delC
v âeské populaci je nízká. Klinická vyuÏitelnost takovéhoto vy‰etfiení je tedy u pacientek s karcinomem prsu sporná. 
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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 (CHEK2). 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 CHEK2 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 CHEK2 c1100delC allele, which limits clinical utilization of CHEK2 genetic analysis. 
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vzniku karcinomu prsu v celé populaci 1). CeloÏivotní riziko
vzniku karcinomu prsu u nosiãek mutací v tûchto – tzv. hlav-
ních predispoziãních genech – vzrÛstá na 60 – 90%. Odhadu-
je se, Ïe na vzniku dal‰ích 10-15% mamárních karcinomÛ se
podílejí dûdiãné mutace v dal‰ích, doposud nejednoznaãnû
definovan˘ch genech. Mezi nû patfií i tzv. geny s nízkou pene-
trancí. Mutace v genech s nízkou penetrancí zvy‰ují celoÏi-
votní riziko vzniku karcinomu prsu u nosiãÛ v˘raznû ménû,
neÏ je tomu u hlavních predispoziãních genÛ (obvykle do dvoj-
násobku RR) 2). Ke vzniku maligního nádoru u jejich nosiãÛ
je nezbytná inaktivace dal‰ích, opût nejednoznaãnû definova-
n˘ch, genÛ.
Jedním z intenzivnû studovan˘ch genÛ s nízkou penetrancí je
CHEK2 (checkpoint kinase 2, OMIM 604373) - proteinkiná-
za aktivovaná v odpovûdi na po‰kození genomové DNA. Svou
aktivitou se podílí na zástavû bunûãného cyklu v kontrolních
bodech (pfiedev‰ím na zástavû pfiechodu z G2 do M fáze)
a indukci apoptózy3). Pfii vzniku dvoufietûzcov˘ch zlomÛ geno-
mové DNA (napfiíklad ionizujícím záfiení) je molekula CHEK2
fosforylována proteinem ATM. Aktivovan˘ protein CHEK2
následnû fosforyluje nûkolik substrátÛ, mezi které patfií i pro-
tein p53 (obr. 1.). V genu CHEK2 bylo doposud popsáno nûko-
lik inaktivujících mutací v souvislosti se vznikem jak spora-
dick˘ch maligních nádorÛ (karcinom prsu, kolorekta, prostaty,
‰títné Ïlázy, osteosarkom), tak i hereditárních nádorov˘ch syn-
dromÛ (Li-Fraumeni syndrom). Delece cytosinu v pozici 1100
od zaãátku iniciaãního kodonu mRNA genu CHEK2 (alela
CHEK2*1100delC), která zpÛsobuje inaktivaci proteinu
CHEK2 díky zkrácení proteinového produktu v místû kinázo-
vé domény, je nejstudovanûj‰í mutací s jasnû prokázan˘m vzta-
hem k fiadû karcinomÛ 4). Na základû rozsáhl˘ch populaãních
studií v rÛzn˘ch zemích je tato mutace uvádûna v souvislosti
se zv˘‰en˘m rizikem vzniku karcinomu prsu (RR = 2) a v˘sky-
tem HBCC syndromu - rodinného v˘skytu karcinomu prsu
a kolorekta 5,6). V nedávné dobû byla popsána i dal‰í mutace
I157T zasahující FHA (fork head assocaiated) doménu prote-
inu, která se rovnûÏ vyskytuje signifikantnû ãastûji u pacien-
tek s karcinomem prsu 7).

Obr. 1.: Schéma aktivace CHEK2 v dÛsledku genotoxického po‰kození a proteiny regulované aktivovanou molekulou CHEK2.
Po genotoxickém po‰kození je proteinkináza CHEK2 aktivována fosforylací zprostfiedkovanou proteinem ATM. Aktivovaná molekula CHEK2 pfií-
mo fosforyluje protein p53 na místû serinu 20. Tato modifikace má za následek pfieru‰ení zpûtnovazebné autoregulaãní smyãky degradace p53 indu-
kované ubikvitin-ligázovou aktivitou mdm2. Aktivace a následná kumulace p53 indukuje syntézu fiady proteinÛ s negativní regulaãní funkcí na bunûã-
n˘ cyklus (inhibitory komplexÛ cyklinÛ a CDKs) a indukci apoptózy. Fosforylace fosfatázy CDC25c na serinu v pozici 216 vede k její inaktivaci, která
znemoÏÀuje plnou aktivaci komplexu MPF (mitosis promoting factor) a tím pfiechod buÀky z S2 fáze do vlastní mitózy. Dal‰í fosfatázou, která je cílem
CHEK2 je CDC25A. Inaktivací tohoto enzymu fosforylací serinu 123 se CHEK2 podílí na zástavû bunûãného cyklu v S-fázi cestou inaktivace cdk2.
Po po‰kození genomové DNA fosforyluje CHEK2 protein BRCA1 na místû serinu 988. V nedávné dobû byl rovnûÏ popsán kooperativní podíl akti-
vace CHEK2 a BRCA1 a následné zástavy bunûãného cyklu bez úãasti proteinu p53.

Cíl studie
Rozhodli jsme se provést testování ãetnosti alely
CHEK2*1100delC u neselektované populace pacientek s kar-
cinomem prsu, v populaci pacientÛ splÀujících kritéria k tes-
tování na pfiítomnost mutací v hlavních predispoziãních genech
pro vznik karcinomu prsu 8,9), a v kontrolní populaci bez pfií-
tomnosti nádorového onemocnûní.

Metody
Pacientkám zafiazen˘m do studie bylo, po podpisu informova-
ného souhlasu schváleného etickou komisí, odebráno 5 ml nes-
ráÏlivé Ïilní krve. Genomová DNA byla izolována pomocí JetS-
tar 96 blood kitu (Genomed, Löhne, BRD) dle protokolu
v˘robce. Sekvence vysoce homologní CHEK2 genu (pfiede-
v‰ím exonÛm 10-14) se nacházejí v rÛzn˘ch oblastech genomu
(chromosomy 5, 7, 10, 15, 16, 22 a X). Proto byla oblast, zahr-
nující exon 10 genu CHEK2, amplifikována pomocí nested PCR
na základû publikovan˘ch postupÛ 10,11) . První amplifikace
(1284 bp) byla provedena s pouÏitím 50 – 150 ng genomové
DNA, 0.4 U DynaZyme II polymerázy (Finnzymes, Turku, FI),
0.2 µl 50xdNTP’s (Invitek, Berlin, BRL) 1,0 µl 10x DynaZy-
me II PCR buffer (Finnzymes), 0,3 µl 50 mM MgCl2 a 0,6 pmol
primerÛ (CHEK04: 5‘-GGAGGTGATTAGATGAAGTCA-
CAAAT-3‘ a 5‘-CHEK07: AGTCCTCTTCTTGAGATGA-
CAG-3‘; Generi Biotech, Hradec Králové). Z této PCR byl
amplifikován amplikon o délce 247bp za pouÏití 0,1 µl první-
ho PCR produktu, 0.5 U GoldTaq DNA polymerázy (Applied
Biosystems, Foster City, CA), 0,5 µl 50xdNTP’s (Invitek, Ber-
lin, BRL) 2,5 µl 10x GoldTaq PCR bufferu (Applied Biosys-
tems), 0,75 µl 50 mM MgCl2 a 3pmol primerÛ (CHEK05:
5‘-TGGCAAGTTCAACATTATTCCC-3‘ a 5‘-CHEK06:
GAATAACTCCTAAACTCCAGC-3‘; Generi Biotech).
V˘sledn˘ PCR produkt byl analyzován pomocí denaturaãní
vysokoúãinné kapalinové chromatografie (DHPLC) v systému
WAVE (Transgenomic, Omaha, NE) na DNASep kolonû sgra-
dientem acetonitrilu. Vzorky s aberantním eluãním profilem na
DHPLC byly charakterizovány sekvenováním (BigDye Ter-
minator ver. 3.1, Applied Biosystems, Foster City, CA) na
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sekvenátoru ABI310 (Applied Biosystems) z nezávisle ampli-
fikovaného vzorku de novo izolované DNA pacienta.

V˘sledky
Celkem byl analyzován genetick˘ materiál od 688 pacientek
s karcinomem prsu, 358 pacientÛ(ek) testovan˘ch na pfiítom-
nost mutace v genech BRCA1 a BRCA2 z dÛvodÛ hereditární-
ho nebo ãasného v˘skytu (<35 let vûku) karcinomu prsu ãi pfií-
padÛ karcinomu prsu u muÏe (6 osob) a 730 kontrol – osob bez
známek nádorového onemocnûní.
Na základû vy‰etfiení 1046 pacientÛ s hereditárním i spora-
dick˘m karcinomem prsu a 730 osob kontrolního souboru
jsme nalezli 6 nosiãÛ mutací. Ve skupinû 688 pacientek se
sporadick˘m v˘skytem karcinomu prsu byly nalezeny 3 Ïeny
s mutací CHEK2*1100delC (0,44%; obr. 2). Jeden v˘skyt sle-
dované alely byl nalezen ve vzorcích 358 pacientÛ(-tek) s kar-
cinomem prsu (0,28%) z rodin splÀujících kritéria testování
na pfiítomnost mutací v genech BRCA1 a BRCA2. V tomto pfií-
padû se jednalo o pacienta s karcinomem prsu u muÏe. Rele-
vantní klinicko-patologické charakteristiky nemocn˘ch nosi-
ãÛ studované mutace jsou uvedeny v tabulce 1. V kontrolním
souboru bylo vy‰etfieno 730 vzorkÛ a byly zaznamenány dvû
analyzované mutace (0,27%). Na‰e v˘sledky ukazují, Ïe ãet-
nost v˘skytu mutace CHEK2*1100delC je v na‰í republice
nízká. Díky tomu je obtíÏné relevantní statistické zpracová-
ní. âetnost v˘skytu studované alely se ve skupinû osob s dûdiã-

n˘m charakterem onemocnûní nebo jeho ãas-
n˘m nástupem li‰í pouze o 0,1% od ãetnosti
zaznamenané v kontrolním souboru (hodno-
ta p = 0,9999; FisherÛv exaktní test). 

Diskuse
Od roku 2002 bylo provedeno testování nûko-
lika rozsáhl˘ch souborÛ pacientÛ s hereditární-
mi i sporadick˘mi nádory na pfiítomnost muta-
ce CHEK2*1100delC (tab. 2.). Z v˘sledkÛ
tûchto ‰etfiení vypl˘vá, Ïe gen CHEK2 patfií
mezi geny s nízkou penetrancí a specificky dele-
ce C v místû 1100 mÛÏe modifikovat riziko
vzniku nûkter˘ch nádorÛ. V˘sledky jsou v‰ak
celosvûtovû pomûrnû heterogenní. Zatímco
v˘sledky populaãních studií ze severní Evropy
nacházejí pomûrnû vysoké ãetnosti v˘skytu stu-
dované alely (Meijers-Heijbroer a kol zazna-
menali aÏ 5,1% v˘skyt alely u osob z rodin tes-
tovan˘ch na pfiítomnost mutací v genech
BRCA1/2) 12), v˘raznû niÏ‰í jsou zaznamenané
nálezy z oblastí stfiedoevropsk˘ch a USA 13,11).
V zemích stfiedomofiské oblasti Evropy je
v˘skyt CHEK2*1100delC velmi raritní 14,15).
Rozporuplné v˘sledky se t˘kají i rizika vzni-
ku karcinomu prsu u muÏÛ – nosiãÛ studova-
né alely. První v˘sledky poukazovaly na 10-
násobné zv˘‰ení rizika vzniku tohoto
onemocnûní u nosiãÛ mutací 12). Tento nález
v‰ak nebyl dále potvrzen, a lze tedy pfiedpo-
kládat, Ïe aãkoliv je riziko vzniku karcinomu
prsu u muÏÛ – nosiãÛ zv˘‰ené, nedosahuje
pÛvodnû uveden˘ch hodnot 16,17,18).
Znalost mutaãního stavu genu CHEK2 mÛÏe
b˘t pfiínosná pro plánování léãebného postu-
pu u Ïen s rakovinou prsu, neboÈ v nedávno
publikované práci bylo popsáno 2,5násobné
zv˘‰ení rizika metachronního kontralaterální-
ho karcinomu prsu u Ïen, které podstoupily
v rámci léãby prvního nádoru radioterapii 19).
Díky nízké ãetnosti studované mutace nebyl
v na‰em souboru zaznamenán ani jeden pfiípad
v˘skytu bilaterálního karcinomu. 

Obr. 2.: Mutaãní anal˘za CHEK.
A. Eluãní profil zdravé (wt) a mutované (mut) alely 1100delC na DHPLC.
B. V˘sledek sekvenaãní reakce alely s deletovan˘m cytosinem v pozici
1100 (‰ipka) zpÛsobující posun ãtecího rámce.

A

B

Tab. 1: Klinické a histopatologické charakteristiky pacientÛ s karcinomem prsu a muta-
cí CHEK2*1100delC.

Zkratky: ER – estrogenní receptor; PR – progesteronov˘ receptor; NHL – Non-Hodgkinsk˘
lymfom; O - otec; M – matka; B – bratr

* sdruÏené údaje

Tab. 2: âetnost mutace CHEK2*1100delC u pacientÛ s karcinomem prsu a v kontrolní
nenádorové populaci v rÛzn˘ch státech.
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Závûr
V˘skyt mutace CHEK2*1100delC je v âeské republice níz-
k˘. Aãkoliv ãetnost nálezu mutace v populaci pacientÛ s kar-
cinomem prsu je vy‰‰í, je pravdûpodobné, Ïe nosiãi mutace
pfiedstavují ménû neÏ 0,5% v‰ech nemocn˘ch s karcinomem
prsu. Vzhledem k mírnû zv˘‰enému riziku vzniku onemocnû-
ní a nízké penetranci alely nelze doporuãit samotné vy‰etfiení
mutace CHEK2*1100delC jako predispoziãního znaku pro
vznik karcinomu prsu. Vzhledem k rychlosti stanovení a jeho
relativní jednoduchosti ve srovnání s anal˘zami hlavních pre-
dispoziãních genÛ, by bylo moÏné uvaÏovat o zafiazení toho-
to vy‰etfiení do bloku anal˘z genÛ BRCA1/2. Získání dal‰ích
v˘sledkÛ by umoÏnilo relevantní statistické zpracování ãet-
nosti v˘skytu i stanovení rizika v ãeské populaci. Hodnocení

vztahu studované alely ke vzniku dal‰ích onemocnûní, pfiede-
v‰ím karcinomu kolorekta je v souãasnosti pfiedmûtem na‰í
dal‰í práce. 
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