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Souhrn

Vychodiska: Dédi¢né mutace v genu CHEK2 kodujicim CHK2 proteinkinazu zpudsobuji stiedné zvy-
$ené riziko vzniku karcinomu prsu (breast cancer — BC) a dal3ich nddorovych onemocnéni. Vysoka
populacni variabilita CHEK2 mutaci a vyskyt vzacnych missense variant nejasného vyznamu (variants
of unknown clinical significance - VUS) komplikuje odhad rizika vzniku nddorovych onemocnéni
u nosict germindlnich variant. Soubor pacientti a metody: Mutacni analyzu CHEK2, v¢. analyzy velkych
prestaveb, jsme provedli u 1 526 vysoce rizikovych pacientek s BC a 3 360 kontrol z CR. Nalezené VUS
jsme klasifikovali pomoci funkéni analyzy v modelovém systému lidské bunécné linie RPE1-CHEK2-
-KO, ve které byly ob& endogenni alely inaktivovany metodou CRISPR/Cas9. Vysledky: Cetnost 10 rliz-
nych trunkac¢nich mutaci CHEK2 byla vyznamné vyssi u pacientek s BC (2,62 %) nez u kontrol (0,11 %;
p=4,1x107"?),23 rdznych missense variant jsme nalezli u 4,5 % pacientek a 4,0 % kontrol. Nej¢ast&jsi
alteraci predstavovala p.1157T se srovnatelnou ¢etnosti u pacientek a kontrol (3,08 vs. 3,10 %). Funk¢ni
analyza identifikovala u 9 VUS zésadni poruchu kindzové aktivity, zatimco u dalSich 9 zachovanou ki-
nazovou aktivitu. Zbyvajici VUS a p.1157T byly ¢astecné funkéni. Riziko BC zvySovaly trunkacni mutace
(OR 8,19; 95% Cl 4,11-17,75) a nefunkéni missense mutace (OR 4,06; 95% Cl 1,37-13,39). Caste¢né
funkéni (v¢. p.l157T) a pIné funkéni missense varianty riziko neovliviiovaly. Pacientky s trunkacnimi
a funkéné-defektnimi missense variantami CHEK2 vyvinuly BC (pfevazné ER-pozitivni s vy3sim gra-
dingem) v primérném véku 44,4 a 50,7 roku a signifikantné castéji vyvinuly sekundarni tumory nez
nosicky mutaci v BRCA1/BRCA2/PALB2/p53 a nenosicky. Zdvér: Dédi¢né mutace v genu CHEK2 pred-
stavuji vyznamnou komponentu dédi¢ného BC v CR. Riziko vzniku onemocnéni u nosi¢t patogennich
mutaci CHEK2 se zvy3uje s poc¢tem piibuznych s BC a dal$imi nadory v rodiné. U asymptomatickych
nosicud je indikovana dispenzarizace (jednou ro¢né ultrazvuk, mamografie nebo magneticka rezo-
nance) od 40 let véku a chirurgickd prevence v zavislosti na rodinné anamnéze. Prevence vzniku dal-
Sich nadort je ke zvazeni dle vyskytu nadorovych onemocnéni v rodiné.
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DEDICNE MUTACE V GENU CHEK2 JAKO PRICINA DISPOZICE K NADORUM PRSU

Summary

Background: Hereditary mutations in the CHEK2 gene (which encodes CHK2 kinase) contribute to a moderately increased risk of breast cancer
(BC) and other cancers. Large variations in the frequency of CHEK2 mutations and the occurrence of variants of unknown clinical significance
(VUS) complicate estimation of cancer risk in carriers of germline CHEK2 mutations. Patients and methods: We performed mutation analysis of
1,526 high-risk Czech BC patients and 3,360 Czech controls. Functional analysis was performed for identified VUS using a model system based
on a human RPE1-CHEK2-KO cell line harboring biallelic inactivation of endogenous CHEK2. Results: The frequency of ten truncating CHEK2 va-
riants differed markedly between BC patients (2.26%) and controls (0.11%; p = 4.1 x 107'2). We also found 23 different missense variants in 4.5%
patients and in 4.0% of controls. The most common was p.1157T, which was found in patients and controls with the same frequency. Functional
analysis identified nine functionally deleterious VUS, another nine functionally neutral VUS, and four intermediate VUS (including p.1157T). We
found that carriers of truncating CHEK2 mutations had a high BC risk (OR 8.19; 95% Cl 4.11-17.75), and that carriers of functionally deleterious
missense variants had a moderate risk (OR 4.06; 95% Cl, 1.37-13.39). Carriers of these mutations developed BC at 44.4 and 50.7 years, respectively.
Functionally neutral and functionally intermediate missense variants did not increase the BC risk. BC in CHEK2 mutation carriers was frequently
ER-positive and of higher grade. Notably, carriers of CHEK2 mutations developed second cancers more frequently than BRCA1/BRCA2/PALB2/p53
or mutation non-carriers. Conclusion: Hereditary CHEK2 mutations contribute to the development of hereditary BC. The associated cancer risk
in mutation carriers increases with the number of affected individuals in a family. Annual follow-up with breast ultrasound, mammography, or
magnetic resonance imaging is recommended for asymptomatic mutation carriers from the age of 40. Surgical prevention and specific follow-up

of other tumors should be considered based on family cancer history.
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Vychodiska
Karcinom prsu (breast cancer - BC) patfi
mezi nejcastéjsi onkologické diagnézy
v populaci zen v CR. PFiblizné 10 % pFi-
padl se vyviji na zakladé genetické pfi-
¢iny zpusobené pFitomnosti patogenni
mutace v nékterém z genu predisponu-
jicich ke vzniku dédi¢né formy BC. Cha-
rakteristickou okolnosti vzniku vétsiny
dédi¢nych forem BC je jejich asociace
s hereditarnimi mutacemi v genech ké-
dujicich proteiny podilejici se na opra-
vach genomové DNA, predevsim na re-
paracich dvoufetézcovych zlomd DNA
cestou homologni rekombinace [1].
Dédi¢na forma BC se se zvysenou Cet-
nosti vyskytuje v rdmci syndromu dédi¢-
ného karcinomu prsu a ovaria zpUsobe-
ného vysoce penetrantnimi mutacemi
v hlavnich predispozi¢nich genech
BRCAT a BRCA2.Vzhledem k vysoké frek-
venci patogennich mutaci v téchto ge-
nech a dostate¢nému mnozstvi identifi-
kovanych nosicll existuji jiz v souc¢asné
dobé kvalitni indika¢ni kritéria pro ge-
netické testovani, jakoZz i doporuceni
pro klinicky management osob s mu-
taci [2,3]. Tretim klinicky nejvyznacnéj-
$im genem s vysokou penetranci pro
vznik dédi¢né formy karcinomu prsu
je PALB2 [4]. Mezi dalsi vysoce pene-
trantni predispozi¢ni geny podminujici
vznik dédi¢né formy BC patii TP53, PTEN,
CDHT s extrémné vzacnym vyskytem za-
rode¢nych mutaci. Rddové etnéjsi jsou

mutace v genech se stfedni penetranci
(s relativnim rizikem < 4), mezi nimiz
u pacientek s BC dominuji alterace gent
ATM a CHEK?2 [5]. Cetnost zarodeénych
mutaci v genu CHEK2 je u pacientek s BC
v nasi populaci tfeti nejvyssi ze znamych
nadorovych predispozi¢nich gend. Mu-
tace v CHEK2 jsou spojeny i se zvysenym
rizikem vyskytu dalsich malignit [6].
Gen CHEK2 (checkpoint kinase 2;
OMIM: 604373) je lokalizovan na chro-
mozomu 22q12.1 a kéduje serin/treo-
ninovou proteinkindzu CHK2 tvofenou
543 aminokyselinami. CHK2 kinaza je
aktivovéna fosforylaci tyrozinu 68 zpro-
stredkovanou proteinem ATM v ramci
bunécné odpovédi na pfitomnost dvou-
fetézcovych zlom( DNA [7]. Aktivacni
fosforylace katalyzuje homodimeri-
zaci dvou CHK2 molekul v oblasti FHA
(forkhead-associated) domény a umoz-
fuje naslednou autofosforylaci kindzové
domény podminujici plnou katalytic-
kou aktivitu CHK2. Aktivovana CHK2 ki-
ndza fosforyluje fadu jadernych proteint
zapojenych do oprav poskozeni DNA
a do bunécné odpovédi na pritomnost
téchto alteraci sméfujicich k zastavé bu-
nécného cyklu, indukci apoptdzy a zmé-
nam genové exprese [8]. Mezi substraty
CHK2 patfi BRCAT a BRCA2 - kli¢ové pro-
teiny reparace dvouretézcovych zlomi
v DNA, transkrip¢ni faktor p53 - ovliv-
nujici expresi gentd regulujicich pri-
béh bunécného cyklu a apoptdzy nebo

transkripcni represor KAP1 (KRAB-aso-
ciovany protein 1, alias TIF1p, TRIM28)
- protein Fidici genovou expresi roz-
sahlé skupiny gent v¢. genl kédujicich
proteiny zapojené do oprav genomové
DNA [9].

Asociace zarode¢nych mutaci v genu
CHEK2 s karcinomem prsu byla identifi-
kovana zac¢atkem milénia [10], ale vét-
$ina zejména plvodnich studii se za-
méfila pouze na analyzu pfitomnosti
nékolika vybranych zakladatelskych
(founder) mutaci. Mezi nejcastéji analy-
zované dédi¢né alterace patii zapado-
evropska trunkaéni mutace c.1100delC
(p.T367Mfs*15) a dale missense varianta
c.470T>C (p.I1157T), kterd se ve zvy-
sené mire vyskytuje ve slovanské popu-
laci. Vysledky metaanalyz téchto variant
u pacientek s BC opakované ukazaly, ze
v pfipadé c.1100delC se jedna o stredné
penetrantni alelu [11,12], zatimco vy-
znam varianty p.l1157T u BC je na urovni
nizce rizikovych alteraci s OR~1,5 [13].
Dalsi typicky slovanské rekurentni mu-
tace vyskytujici se v nasi populaci zahr-
nuji sestfihovou variantu c.444+1G>A
(IVS2+1G>A; p.E149Ifs*6) a velkou in-
tragenovou deleci postihujici exony
9 a 10 (c.909-2028_1095+330del5395;
p.M304Lfs*15), poprvé identifikovanou
u pacient(izCR a SR [14].

Mutacni analyzy celé kédujici oblasti
genu CHEK2 byly u starsich praci prove-
deny pouze vyjimecné [15-18]. Jejich vy-
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sledky vsak naznacily, Ze nejcastéji stu-
dované mutace predstavuji pouze ¢ast
dédi¢nych variant CHEK2 u pacientek
s BC. S nastupem sekvenovani nové ge-
nerace (next generation sequencing
- NGS) do rutinni diagnostiky se mu-
tacni analyza genu CHEK2 stala stan-
dardni soucasti vysetieni. Vysledky NGS
analyz na velkych souborech odhalily,
Ze prevalence zarode¢nych CHEK2 va-
riant patfi mezi nejvyssi mezi dalsimi na-

dorovymi predispozi¢nimi geny (mimo
BRCAT a BRCA2), zejména v evropské
a zidovské populaci[19-22].V ramci NGS
analyz vSak dochézi nejen k identifikaci
jednoznacné patogennich mutaci, ale
také variant nejasného vyznamu (variant
of unknown signifikance — VUS), jejichz
biologicky a potazmo i klinicky vyznam
musi byt nasledné vyhodnocen testo-
vanim na modelovych organizmech in
vitro a/nebo dikladnou genetickou ana-

lyzou v rodindch nosic VUS. Tyto pfi-
stupy dalece pfesahuji moznosti rutinni
diagnostiky a informace o pfitomnosti
VUS zna¢éné komplikuje klinickou vyu-
zitelnost NGS analyz [23]. Nejednotné
hodnoceni VUS zplsobuje, Ze témér tre-
tina diagnostikovanych CHEK2 variant je
reportovana diskrepantné [24].

V predkladané praci jsme se zaméfili
na identifikaci spektra dédi¢nych variant
genu CHEK2 v nasi populaci, které jsme

Tab. 1. Charakteristika vySetfovaného souboru 1 526 pacientek s BC.

Pacientky Unilateralni BC Bilateralni BC BC a karcinom Vsechny BC
pocet n=1298 n=149 ovaria n=1526
n =79

1.BC 2.BC BC
vék dg. - pramér 42,9 45,8 52,9 55,7 43,9
vék dg. - median 40,9 (17-92) 46,0 (23-81) 53,0 (32-84) 57,2 (30-78) 42,0 (17-92)
< 30; n (%) 165 (12,7) 13(8,7) 0 1(1,3) 179 (11,7)
31-40; n (%) 488 (37,6) 41 (27,5) 24(16,1) 10(12,7) 539(35,3)
41-50; n (%) 360 (27,7) 50(33,6) 45 (30,2) 16 (20,3) 426 (27,9)
51-64; n (%) 213 (16,4) 36 (24,2) 57 (38,3) 32 (40,5) 281 (18,4)
> 65; n (%) 2(5,5) 9(6,0) 23(15,4) 20 (25,3) 101 (6,6)
histologicky typ (% znamych)
duktalni 964 (80,2) 90 (70,9) 115 (82,7) 48 (76,2) 1,102 (79,2)
dcis 61(5,1) 6(4,7) 10(7,2) 3(4,8) 70 (5,0)
lobularni 81(6,7) 14(11) 6(4,3) 6(9,5) 101 (7,3)
Icis 2(0,2) 0 3(2,2) 1(1,6) 3(0,2)
meduldrni 58 (4,8) 12(9,4) 5(3,6) 2(3,2) 72 (5,2)
mucinézni 6(0,5) 0 0 1(1,6) 7(0,5)
tubularni 6 (0,5) 1(0,8) 0 1(1,6) 8(0,6)
jiny 24 (2,0 4(3,1) 0 1(1,6) 29 (2,1)
neznamy 96 22 10 16 134
subtyp (% znamych)
luminal A 269 (26,0) 0(33,0) 36 (30,5) 20 (42,6) 319 (27,2)
luminal B 426 (41,1) 25(27,5) 37 (31,4) 15(31,9) 466 (39,7)
basal-like 272 (26,3) 0(33,0) 35(29,7) 11(23,4) 313 (26,7)
HER2-pozitivni 69 (6,7) 6 (6,6) 10(8,5) 1(2,1) 76 (6,5)
neznamy 262 58 31 32 352
menopauza (% znamych)
premenopauzalni 968 (78,7) 103 (73,0) 50 (35,2) 25(34,7) 1096 (76,0)
postmenopauzalni 262 (21,3) 38(27,0) 92 (64,8) 47 (65,3) 347 (24,0)
neznamy 68 8 7 7 83

BC - karcinom prsu, dg. - diagnéza, n — pocet
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Tab. 1 - pokracovani. Charakteristika vySetfovaného souboru 1 526 pacientek s BC.

Pacientky Unilateralni BC Bilateralni BC
pocet n=1298 n=149

1.BC 2.BC
klinické stadium (% znamych)
IA 408 (35,0) 42 (32,8) 66 (52,0)
1B 27 (2,3) 1(0,8) 3(24)
1A 308 (26,4) 41 (32,0) 30(23,6)
1B 236 (20,3) 24 (18,8) 10(7,9)
A 104 (8,9) 1(8,6) 7 (5,5)
1B 32(2,7) 6(4,7) 0
e 22(1,9) 0 53,9
v 28 (2,4) 3(23) 6(4,7)
neznamé 133 21 22
grade (% znamych)
1 144 (13,5) 10(10,1) 26 (21,8)
2 450 (42,2) 51(51,5) 41 (34,5)
3 472 (44,3) 38(38,4) 52 (43,7)
neznamy 232 50 30
splnéna indika¢ni kritéria
pouze osobni 456 (35,1) 49 (32,9) 48 (60,8)
pouze rodinnd 335(25,8) 19(12,8) 0
osobni i rodinna 431 (33,2) 69 (46,3) 31(39,2)
zadna 76 (5,9) 12(8,1) 0

BC - karcinom prsu, n — pocet

analyzovali v souboru vzork( ziskanych
od 1 526 vysoce rizikovych pacientek
s BC a 3 360 kontrol. Nalezené VUS jsme
podrobili funkéni analyze vyuzivajici
modelovy systém zalozeny na kvanti-
fikaci fosforylace serinu 473 v proteinu
KAP1 v lidské bunécné linii RPET s deleci
endogenniho CHEK2 genu.

Soubor pacientii a metody

Vysetfovany soubor pacientek tvofily
vzorky od 1 526 zen s BC odeslanych ke
genetickému vysetteni nddorové pre-
dispozice do Laboratofe onkogenetiky
(Ustav biochemie a experimentalni on-
kologie, 1. LF UK v Praze) v letech 1997~
2017. Vsechny pacientky podepsaly
informovany souhlas schvaleny etic-
kou komisi 1. LF UK a VFN v Praze. Ana-
mnesticka a klinicko-patologickd data

byla ziskdna ze zdravotnické dokumen-
tace (tab. 1). Kromé souboru pacientek
bylo vysetieno 3 360 kontrol, z nichz
1 329 vzorkud bylo ziskdno od osob bez
nadorového onemocnéni v osobni
anamnéze a 2 031 vzorku tvotila skupina
neselektovanych jedincl (369 vzorku
anonymnich darcd krve a 1 662 ano-
nymnich vzork( osob vysetfenych exo-
movym sekvenovanim v Narodnim
centru lékaiské genomiky - bez detail-
néjsich udajl o véku, pohlavi a zdravot-
nim stavu). Soubor pacientl i kontrol
tvorily osoby ¢eské narodnosti.
Vstupnim materidlem pro vysetfeni
byla DNA izolovana z leukocytd peri-
ferni nesrazlivé krve. S ohledem na dobu
trvani projektu byla mutaéni analyza
genu CHEK2 provadéna s vyuzitim rlz-
nych metodickych pfistupt, které viak

BC a karcinom VSechny BC
ovaria n=1526
n=79

BC
23 (34,8) 473 (34,8)
3(4,5) 31(2,3)
28 (42,4) 377 (27,7)
9(13,6) 269 (19,8)
1(1,5) 116 (8,5)
1(1,5) 39(2,9)
1(1,5) 23(1,7)
0 31(2,3)
13 167
12 (22,6) 166 (13,6)
25 (47,2) 526 (43,2)
16 (30,2) 526 (43,2)
26 308
553 (36,2)
354 (23,2)
531 (34,8)
88 (5,8)

u véech vzorkld zahrnovaly mutac¢ni ana-
lyzu celé kédujici sekvence genu i ana-
lyzu pfitomnosti velkych prestaveb
(u vSech pacientl a 2 271/3 360 kontrol;
u zbyvajicich 1 089 vzorkd kontrolniho
souboru byla provedena pouze ana-
lyza ptitomnosti dvou velkych presta-
veb CHEK2 nalezenych v nasi populaci).
Vzorky od vsech pacientek s identifiko-
vanou germinalni variantou CHEK2 genu
byly vysetfeny pomoci panelového NGS
(CZECANCA) z divodu identifikace pfi-
tomnosti pfipadnych dalich variant
v dalSich nadorovych predispozi¢nich
genech [25,26].

U viech pacientek byla vysetfena pfi-
tomnost mutaci v genech BRCAT, BRCA2,
PALB2 a TP53, jejichz zarode¢né mutace
jsou spojeny s vy3sim rizikem vzniku BCnez
mutace v genu CHEK2. Z 1 526 analyzova-

Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 2): 2536-2550

2539




DEDICNE MUTACE V GENU CHEK2 JAKO PRICINA DISPOZICE K NADORUM PRSU

Tab. 2. Vyskyt dédi¢nych variant v genu CHEK2. Prevalence jednotlivych identifikovanych variant ve skupiné Zen s unilaterdlnim ¢i bi-
laterdInim BC nebo s duplicitou (BC a karcinom ovaria) a u referen¢ni skupiny populacné specifickych kontrol. Varianty jsou rozdéleny do
skupin: A — trunkace (delece/inzerce, nonsense mutace); B-D missense varianty klasifikované na zakladé vysledkd RPE1-CHEK2-KO bu-
nécné eseje.

Varianta; cDNA Varianta; rsnumber Clin Funk¢éni Unilat. Bilat.BC BC Vsechny  Kontr.
protein Var analyza BC a karcinom BC
class %wt ovaria

CHK2 n=1298 n=149 n=79 n=1526 n=3360
A - CHEK2 trunkace (a frame-shift; b in-frame)

¢.100_101delCA® p.Q34Vfs*42 = = n.t. = — 1 1 —
c.277delT? p.W93Gfs*17 rs786203458 5 n.t. 3 2 - 5 -
c.283C>T p.R95* rs587781269 5 n.t. - - - - 1
c.366delA? p.E122Dfs*8  rs1555927302 5 n.t. 1 - - 1 -
C444+1G>A2 p.E149Ifs*6 rs121908698 5 n.t. 4 1 = 5 2
c.846+4_846

+7delAGTA® p.D265_H282del rs764884641 3 2,3 7 - - 7 -
c.846+1888_908+ .

987del5601 2 p.P283Dfs*8 - - n.t. 2 - - 2 -
€.909-2028_1095+ %

330del5395° p.M304Lfs*16 - 5 n.t. 11 1 1 13 4
c.1100delC? p.T367Mfs*15  rs555607708 5 0,0 5 - 1 6 3
c.1260-8A>G? p.L421Ifs*4 rs863224747 3 n.t. 1 - - 1 1
vsechny trunkace (%) 33 (2,54)" 4(2,68) 3(3,80) 40(2,62)" 11(0,33)
p = (Fisher exact test) 9,4x10™"" 0,003 0,004 4,110 ref.

B - missense CHEK2 varianty nefunk¢ni (< 25 % aktivity wt proteinu)

c.190G>A p.E64K rs141568342 3-4 133 3 - = 3 2
c503C>T p.T168I rs730881684 3 58 - - 1 1 -
¢.520C>G p.L174V rs876659400 3 0,2 1 - - 1 -
c917G>C p.G306A rs587780192 3-4 16,5 1 - - 1 2
c.980A>G p.Y327C rs587780194 3 23,0 1 - - 1 -
c.1037G>A p.R346H rs730881688 3 0,0 1 - - 1 -
c.1180G>A p.E394K rs587780169 3 0,0 1 = = 1 =
c.1270T>C p.Y424H rs139366548 3 21,5 - 1 - 1 -
C1274C>T p.P425L rs1555913537 3 11,9 1 - - 1 -
c.1421G>A p.R474H rs121908706 3 0,0 - - - - 2
vsechny nefunkéni missense varianty (%) 9(0,69) 1(067) 1(1,27) 11(0,72) 6(0,18)
p = (Fisher exact test) 0,009 0,26 0,15 0,006 ref.
vsechny mutace - trunkace + nefunkéni missense varianty (%) 42(3,24) 5(3,36) 4 (5,06) 51(3,34) 17(0,51)
p = (Fisher exact test) 4,4x107"2 0,002 0,001 1,0x 1073 ref.

Tv¢. sloZzeného heterozygota c.277delT and c.444+1G>A;

#v¢. dvou homozygotl p.I157T (1x unilat. a 1x bilat. BC pied 50. rokem); tfi dalsi zeny s unilat. BC byly sloZzeni heterozygoti pro:
p.D265_H282del+p.D438Y, c.5601del+p.1157T, c.1100delC+p.1157T. Referenéni sekvence CHEK2: NM_007194.3, transkrip¢ni varianta A.

BC - karcinom prsu, kontr. - popula¢né specifické kontroly, wt — wild-type, n — pocet
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Tab. 2 - pokracovani. Vyskyt dédi¢nych variant v genu CHEK2. Prevalence jednotlivych identifikovanych variant ve skupiné zen s uni-
lateralnim ¢i bilaterdlnim BC nebo s duplicitou (BC a karcinom ovaria) a u referencni skupiny populacné specifickych kontrol. Varianty jsou
rozdéleny do skupin: A — trunkace (delece/inzerce, nonsense mutace); B-D missense varianty klasifikované na zakladé vysledkd RPE1-

-CHEK2-KO bunécné eseje.

Varianta;
protein

Varianta; cDNA

C - missense CHEK2 varianty ¢astecné funkéni (25-50 % aktivity wt proteinu)

c.470T>C p.1157T
c.688G>T p.A230S
c.715G>A p.E239K
c1067C>T p.S356L
c.1217G>A p.R406H

vsechny ¢astecné funkéni missense varianty (%)

p = (Fisher exact test)

D - missense CHEK2 varianty plIné funk¢ni (> 50 % aktivity wt proteinu)

c.538C>T p.R180C
C.539G>A p.R180H
c541CT p.R181C
c.542G>A p.R181H
c.1091T>C p.1364T
c.1309A>G p.K437E
c.1312G>T p.D438Y
c.1427C>T p.T476M
c.1525C>T p.P509S

vsechny pIné funkéni missense varianty (%)

p = (Fisher exact test)

rsnumber Clin Funkéni  Unilat. Bilat. BC BC VSechny Kontr.
Var analyza BC a karcinom BC
cass %wt ovaria
CHK2 n=1298 n=149 n=79 n=1526 n=3360
rs17879961 3-5 48,8 38 6 3 47 104
rs748636216 3 34,7 - - - - 1
rs121908702 3 41,8 = = = = 2
rs121908703 3 441 - - - - 1
rs200649225 2-3 38,2 - - - - 1
38(2,93)* 6(4,03)* 3(3,80) 47(3,08)* 109 (3,24)
0,64 0,63 0,74 0,79 ref.
rs77130927 1-3 66,6 1 = = 1 3
rs137853009 3 65,6 1 - - 1 1
rs137853010 3 116,1 — — — — 3
rs121908701 3 89,0 1 - - 1 -
rs774179198 3 52,0 1 - - 1 -
rs764238637 3 90,9 1 - - 1 -
rs200050883 3 69,3 3 - - 3 2
rs142763740 3-4 86,4 2 - - 2 3
rs587780179 3 73,2 1 = = 1 4
11(0,85) 0 0 11(0,72) 16(0,48)
0,14 03 ref.

Tv¢. sloZzeného heterozygota c.277delT and c.444+1G>A;
#v¢. dvou homozygotl p.1157T (1x unilat. a 1x bilat. BC pred 50. rokem); tfi dalsi Zeny s unilat. BC byly sloZeni heterozygoti pro:
p.D265_H282del+p.D438Y, c.5601del+p.1157T, c.1100delC+p.1157T. Referencni sekvence CHEK2: NM_007194.3, transkripcni varianta A.

BC - karcinom prsu, kontr. - popula¢né specifické kontroly, wt — wild-type, n — pocet

nych pacientek s BC bylo 1 209 pacientek
bez mutaci v téchto nadorovych predispo-
zi¢nich genech, 317 pacientek tvofily no-
sicky mutaci v BRCA1/2, PALB2 nebo TP53.

Varianty identifikované u pacient(
byly ovéfeny na urovni RNA, resp. cDNA.
Pro in silico predikci vyznamu missense
variant byly vyuZity nastroje Align GVGD,
MutationTaster, CADD, SIFT, PolyPhen-2,
Spidex a GERP.

Funk¢ni testy byly provedeny na lidské
bunécné linii RPE1 s deleci (knock-out,

KO) endogenniho CHEK2 genu dosazené
pomoci CRISPR/Cas9 systému (RPE1-
-CHEK2-KO). Jako unikatni cil specifické
CHK2 fosforylace byl identifikovan serin
473 (S473) proteinu KAP1. Mira fosfo-
rylace S473 KAP1 (stanovena pomoci
specifické protilatky a kvantifikovana
Scan”R mikroskopii) vyjadfovala enzy-
movou aktivitu tranzientné exprimova-
nych testovanych variant CHK2 v RPE1-
-CHEK2-KO bunkach[27]. Mirafosforylace
S473 KAP1 byla vyjadiena jako relativni

pomér kindzové aktivity analyzované va-
rianty k aktivité nemutované (wild-type)
formy CHK2 (100 %). Aktivita posunové
mutace ¢.1100delC (p.T367Mfs*15) byla
pouzita jako kontrola bez kindzové akti-
vity. Testované varianty byly na zdkladé
jejich kinazové aktivity klasifikovany
jako nefunkéni (s aktivitou < 25 % akti-
vity wild-type CHK2), ¢aste¢né funkéni
(s aktivitou v rozmezi 25-50 % aktivity
wild-type CHK2) a plné funkéni (s aktivi-
tou > 50 % aktivity wild-type CHK2).
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Pro statistické analyzy byl soubor pa-
cientek rozdélen do skupin v zavislosti
na muta¢nim stavu genu CHEK2, funk¢-
nim vyznamu CHEK2 variant a s ohle-
dem na pfitomnost mutaci ve vysoce
penetrantnich narodovych predispo-
zi¢nich genech. Statistické analyzy byly
provedeny s vyuzitim Fisherova exakt-
niho testu. Mira asociace mutaci v genu
CHEK2 se sledovanymi proménnymi byla
vyjadiena pomoci miry rizika (odds ratio
- OR). Za statisticky signifikantni byly po-
vazovany vysledky s p < 0,05.

Vysledky a diskuze
Cetnost vyskytu variant
CHEK2 u pacientek s BC a kontrol
Ve viech vzorcich jsme nalezli celkem
33 rliznych nesynonymnich variant
genu CHEK2 (velké intragenové pre-
stavby, nonsense, frame-shift, sestfi-
hové nebo missense varianty), které se
nachézely u 106/1 526 pacientek s BC
(6,95 %) a u 142/3 360 kontrol (4,23 %;
p = 0,0001; tab. 2). Vyznamny rozdil
v Cetnosti vyskytu jsme zaznamenali
pro skupinu 10 mutaci vedoucich k syn-
téze zkrdceného CHK2 proteinu (trun-
kace; ovéfeno na urovni RNA). Tyto mu-
tace jsme nalezli u 40/1 526 pacientek
(2,62 %) a u 11/3 360 kontrol (0,33 %;
p =4,1 x 1072). Pokud jsme ze souboru
1 526 pacientek vyloucili 317 nosicek
mutaci ve vysoce penetrantnich naro-
dovych predispozi¢nich genech (BRCAT,
BRCA2, PALB2 nebo TP53), dosahla ve
zbyvajicim souboru cetnost trunkac-
nich mutaci CHEK2 2,89 % (35/1 209 pa-
cientek s BC).

Frekvence trunkacnich mutaci CHEK2
u pacientek s BC v rGznych regio-
nech svéta vykazuje zna¢nou varia-
bilitu. Frekvence mutaci CHEK2 srov-
natelnad s frekvenci v naSem souboru
byla zaznamenana u 507 pacientek
s BC bez mutaci v BRCA1/BRCA2 z Fran-
cie (2,9 %) [15] a u 1 007 zidovskych pa-
cientek z USA (2,88 %) [28]. Nizsi zachyt
mutaci CHEK2 byl nalezen u pacientek
z Némecka (1,74 % v souboru 516 pa-
cientek [17]a 1,84 % v souboru 5 589 pa-
cientek [22]). Je tfeba zdlraznit, Ze ani
v jedné z téchto praci nebyly hodnoceny
velké intragenové prestavby CHEK2. Fre-
kvence mutaci v CHEK2 je vyrazné nizsi
v populacich neevropského plvodu.

V souboru 7 657 ¢inskych pacientek s BC
byla zachycena frekvence nosi¢ek mu-
taci v CHEK2 pouze 0,34 % [21].

Pres vyrazné nizsi frekvenci patogen-
nich mutaci v naSem kontrolnim sou-
boru oproti souboru pacientek s BC byla
zachovana podobna proporce v zastou-
peni jednotlivych typl trunkaci tvo-
fenych pfiblizné stejnomérné velkymi
intragenovymi delecemi (37 % u pa-
cientek, 36 % u kontrol), mutacemi posti-
hujicimi vysoce konzervativni sestfihova
mista (32 % u pacientek, 27 % u kontrol)
a kratkymi delecemi/non-sense muta-
cemi (32 % u pacientek; 36 % u kontrol).
Velké intragenové delece zahrnovaly
u pacientek rekurentni deleci 5395 bp
postihujici exony 9 a 10 a nové po-
psanou deleci 5601 bp s oblasti kédu-
jici exon 8 (tab. 2). S ohledem na jejich
frekvenci musi byt hodnoceni velkych
pfestaveb CHEK2 v nasi populaci ne-
zbytnou soucasti analyzy CHEK2 genu.
Varianty zpUsobujici aberantni sestfih
mRNA zahrnovaly kromé zndmé mutace
Cc.444+1G>A variantu c.1260-8A>G (zpU-
sobujiciinzerci sedminukleotidt z prilehlé
intronové oblasti do mRNA s posunem
¢teciho rdmce; p.L421Ifs*4) a opakujici se
variantu c.846+4_846+7delAGTA (zpUso-
bujici na rovni mRNA potvrzeny in-frame
vypadek exonu 7 kédujiciho 18 aminoky-
selin v oblasti kindzové domény proteinu
CHK2; p.D265_H282del). Identicky dopad
na mRNA (delece exonu 7) md i recentné
popsana rozsadhlad (~7,5 kb) rekurentni
intragenova delece Useku CHEK2 genu
s exonem 7 u feckych pacientek s BC [29].
Nejcastéjsi kratké delece v nasem
souboru tvofily mutace ¢.1100delC
a ¢.277delT. U jedné pacientky s unilate-
ralnim, HER2 pozitivnim BC (dg. v 41 le-
tech) byly ptitomny dvé patogenni
mutace (c.277delT a c.444+1G>A) v hete-
rozygotnim stavu.

Rozdily ve frekvenci germindl-
nich mutaci CHEK2 v rdznych po-
pulacich jsou patrné rovnéz z pfi-
tomnosti rdznych founder mutaci.
Vyskyt nejvice studované CHEK2 varianty
¢.1100delC dominuje v Némecku (s frek-
venci 1,41 % vsech pacientek s BC bez
mutace v BRCA1/BRCA2 a 0,37 % v po-
pulacnich kontrolach) [22], Francii [15],
Nizozemi, Finsku, Velké Britanii [30],
Rusku [31] a u pacientek evropského pU-

vodu v USA [20]. V nasem souboru pa-
cientek s BC jsme identifikovali pouze
Sest nosi¢ek mutace ¢.1100delC (0,39 %
vsech pacientek), které tak pfedstavo-
valy pouze 15 % pacientek s trunkacni
mutaci CHEK2. Presto byl vyskyt varianty
¢.1100delC v kontrolnim souboru sig-
nifikantné a vice nez 4x nizsi (0,09 %;
p = 0,02). Velmi raritni je c.1100delC
v jizni Evropé [32] a pfitomna neni
v Koreji [33] nebo Ciné [21], kde byla
nové popsana u 30 % nosicek mutaci
v CHEK2 jinde neznama founder mutace
p.Y139%. V Polsku je nejc¢astéjsi mutaci
CHEK2 c.444+1G>A [34], kterd se reku-
rentné vyskytuje i u nds (spole¢né s va-
riantou c.444+1G>T [35,36]).

Z 23 zaznamenanych missense va-
riant byla v nasi populaci nej¢astéjsi
varianta c.470T>C (p.1157T), pfitomna
u 47/1 526 (3,08 %) pacientek (u dvou
z nich byla v homozygotnim stavu)
a u 104/3 360 (3,10 %) kontrol. Z porov-
nani s ostatnimi studiemi analyzujicimi
varianty CHEK2 genu je patrné, Ze i spek-
trum missense variant ma vyraznou po-
pula¢ni variabilitu. Z 18 rlznych mis-
sense variant CHEK2, které jsme nalezli
v nasi studii u pacientek s BC, jich 11 bylo
identifikovano mezi 56 missense varian-
tami zachycenymi pfi analyze 5 589 pa-
cientek s BC z Némecka [22], 6 mezi
28 missense variantami nalezenymi pfi
vysetieni 1 303 pacientek s BC z USA
a Australie [16] a 2 mezi 9 missense va-
riantami pfritomnymi u 507 pacientek
s BC z Francie [15].

Viysledky in silico analyzy missense va-
riant nalezenych v nasem souboru byly
pro vétdinu variant diskrepantni. Jejich
klinicky vyznam a interpretace v data-
bazi ClinVar byly rovnéz nejasné (16x
VUS, class 3) nebo konfliktni (u 3esti va-
riant); varianta c.1309A>G nebyla v da-
tabdazi popséna (tab. 2). Z uvedenych
ddvodll jsme pfristoupili k provedeni
funkénich analyz.

Funk¢ni klasifikace variant CHEK2

Funkéni analyzy jsme provedli u viech
23 missense variant nalezenych
v souboru pacientek s BC a v kon-
troldch a pro sestfihovou variantu
c.846+4_846+7delAGTA. Pro funkéni
analyzu jsme vyvinuli systém umoznu-
jici testovani kindzové aktivity studova-
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Tab. 3. Relativni riziko zarode¢nych CHEK2 variant zpUsobujicich zkraceni proteinového produktu (trunkace) a funkéné klasifi-
kovanych missense variant (nefunkéni, ¢aste¢né funkéni, pIné funkéni) v souboru viech vysetfovanych pacientek s BC a v pod-
skupiné bez pritomnosti pfi¢éinné mutace v jiném nadorovém predispozi¢nim genu. Riziko vzniku BC bylo vyjadfeno jako OR pro
jednotlivé skupiny CHEK2 variant proti jejich frekvencim v populacné specifickych kontroléch (n = 3 360).

Skupina pacientek

CHEK2 skupina variant

trunkace 40 (2,62)
nefunkéni missense 11(0,72)
Castecné funkeni missense 47 (3,08)
pIné funk¢ni missense 11(0,72)

nosicky; n (%)

Vsechny BC
n=1526

OR (95% Cl); p

nosicky; n (%)

BC (bez mutaci v BRCA1/2, PALB2, TP53)

n=1209
OR (95% Cl); p

8,19 (4,11-17,75); 4,1 x 102 35(2,90) 9,07 (4,49-19,87); 2,4 x 1072
4,06 (1,37-13,39); 0,006 9(0,74) 4,19 (1,33-14,34); 0,006
0,95 (0,66-1,35); 0,79 40 (3,31) 1,02 (0,69-1,49); 0,92
1,52 (0,64-3,49); 0,30 10(0,83) 1,74 (0,70-4,10); 0,18

Pozn.: Soubor bez mutaci v predispozi¢nich genech BRCA1, BRCA2, PALB2, TP53 slouzi k porovnani s vysledky zahranicnich praci,
které obvykle analyzuji populace pacientek s BC bez mutaci v hlavnich predispozi¢nich genech.

BC - karcinom prsu, OR - odds ratio, Cl - interval spolehlivosti, n - pocet

nych missense variant v modelu lidské
bunécné linie RPET s inaktivaci endo-
genniho CHEK2 genu (RPE1-CHEK2-KO).
V porovnani s jinymi pfistupy pro funk¢ni
analyzu variant v CHEK2 na Urovni pu-
rifikovanych protein( in vitro [15,18]
nebo v modelech na kvasinkach [37,38]
je nami vytvoreny systém vhodny pro
studium kinazové aktivity testovanych
CHEK2 variant v pfirozeném intracelu-
larnim prostfedi lidskych bunék, s pfi-
tomnosti aktivatord (ATM) a substratt
(KAP1) kindzy CHK2. Stanoveni fosfory-
lace S473 proteinu KAP1 zprostfedko-
vané tranzientné exprimovanymi, ana-
lyzovanymi variantami v burikach linie
RPE1-CHEK2-KO umoznilo kvantifikaci
funk¢ni kapacity nalezenych VUS s ur-
¢enim relativni kindzové aktivity k akti-
vité wild-type CHK2 (tab. 2). Systém do
budoucna umozni analyzovat i dalsi VUS
identifikované v CHEK2, kterych je v da-
tabazi ClinVar doposud (bfezen 2019)
popsano 882 [39].

Funkéni analyzou v RPE1-CHEK2-
-KO bunkach jsme prokazali dplnou
ztratu katalytické aktivity u varianty
c.846+4_846+7delAGTA zpUlsobujici
in-frame deleci 18 aminokyselin v ki-
nazové doméné. Podstatnou redukci
(snizeni na < 25 % aktivity wild-type pro-
teinu CHK2) az ztratu kindzové aktivity
jsme dale zaznamenali u 9/23 testova-
nych missense variant, které byly klasi-
fikovény jako nefunkéni. Naopak pouze
mirné snizenou (> 50 % aktivity wild-

-type proteinu CHK2) az plné zachova-
nou funkci mélo dalsich 9/23 missense
variant, které byly klasifikovany jako plné
funkéni. Mezi péti variantami, jejichz ak-
tivita se pohybovala v rozmezi 25-50 %
wild-type formy proteinu CHK2 a které
byly klasifikovény jako ¢aste¢né funkéni,
byla také nejcastéjsSi missense va-
rianta p.I157T. Tento vysledek je v sou-
ladu s predchozimi studiemi ukazuji-
cimi, Zze p.I157T si sice zachovava plnou
katalytickou ucinnost, ale variantni izo-
forma vykazuje poruchu ve vazbé sub-
stratl [40,41]. Funk¢ni kindzova kapacita
této varianty na Urovni 48,8 % wild-
-type CHK2 naznacuje, Ze u heterozy-
gotnich nosicl by rezidualni celkova ka-
pacita CHK2 kinazy exprimované z obou
alel (kédujicich 100% aktivni wild-type
CHK2 a priblizné 50% aktivni p.I157T)
méla poskytovat dostate¢nou funkéni
rezervu, avsak u homozygotnich nosict
p.1157T varianty je celkova funkéni ka-
pacita CHK2 sniZzena na uUroven aktivity
u heterozygotnich nosi¢d trunkacnich
mutaci, jako je c¢.1100delC.

Asociace CHEK2 mutaci s rizikem
vzniku karcinomu prsu u zen

Riziko vzniku BC u nosi¢ek dédi¢nych al-
teraci v genu CHEK2 klasifikovanych na
zakladé typu alterace a vysledk( funk¢-
nich analyz bylo hodnoceno ve srov-
nani s kontrolni populaci jak v souboru
vsech 1 526 zen s BC, tak v podskupiné
1209 zen s BC bez pfitomnosti pricinné

mutace v ostatnich vysetfenych nado-
rovych predispozi¢nich genech (BRCAT,
BRCA2, PALB2 nebo TP53). Soubor bez
mutaci v téchto predispozi¢nich genech
slouzil k porovnani s vysledky zahranic-
nich praci, které obvykle analyzuji popu-
lace pacientek s BC bez mutaci v hlav-
nich predispozi¢nich genech.

Nejvyssi riziko vzniku BC jsme zazna-
menali pro varianty vedouci ke zkra-
ceni proteinového produktu (trunkace),
a to jak pfi hodnoceni v celém sou-
boru 1 526 vysetfovanych Zen (OR 8,19;
95% Cl 4,11-17,75; p = 4,1 x 107'?), tak
pfi hodnoceni v podskupiné 1 209 pa-
cientek bez mutaci v ostatnich vyset-
fenych nadorovych predispozi¢nich
genech (OR 9,07; 95% Cl 4,49-19,87;
p=2,4x 107" (tab. 3). Missense varianty
klasifikované pomoci funkéniho vyset-
feni jako nefunkéni byly rovnéz statis-
ticky vyznamné spojeny se zvySenym
rizikem vzniku karcinomu prsu u zen
(OR > 4), bez ohledu na pfitomnost dal-
Sich mutaci v ostatnich predispozi¢nich
genech (tab. 3). Naproti tomu missense
varianty klasifikované ve funkéni ana-
lyze jako skupina variant s ¢aste¢nou po-
ruchou funkce a skupina pIné funkénich
variant nezvysovaly riziko vzniku BC ve
skupiné vsech pacientek ani v podsku-
piné pacientek bez mutaci v genech
BRCA1, BRCA2, PALB2 nebo TP53 (tab. 3).

Rizika vzniku karcinomu prsu spojend
s nosi¢stvim alteraci v CHEK2, kterd jsme
vycislili v nasem souboru u viech pa-
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cientek s BC a v podsouboru pacientek

s BC bez mutaci v hlavnich predispo-

zi¢nich genech, jsou vyssi, nez je tomu

v ostatnich studiich analyzujicich cely

gen CHEK2 nebo vybrané founder mu-

tace (tab. 4). Pfic¢in tohoto rozdilu je
nékolik.

1) Vyskyt variant CHEK2 genu vykazuje
vyznamné popula¢ni rozdily. Z pre-
hledu vyplyva, Ze prace, ve kterych
byly k vypoctu rizik pouzity populaéni
kontroly, dospély k vy3simu odhadu
OR nez prace, ve kterych byly pouzity
frekvence alteraci CHEK2 z databaze
variant Exome Aggregation Consortia
(ExAC) od osob z evropské populace
mimo Finsko (European non-Finnish
- NFE) [42]. DGvodem je pravdépo-
dobné vysoké zastoupeni vzork( od
0sob ze severni Evropy, kde je celosvé-
tové nejvyssi zastoupeni c.1100delC
v populaci (v kohorté 33 370 vzorka
ExXAC-NFE je vice nez tfetina vzorkd
(12 119) tvofena souborem Swedish
Schizophrenia & Bipolar Studies, pfi-
¢emz frekvence ¢.1100delC v kontro-
lach ve Svédsku dosahuje 0,7 % [43]).

2) Pfevazna vétsina i recentnich analyz
CHEK2 genu nezahrnuje do vysetfeni
velké prestavby, které v nasem sou-
boru tvofily tfetinu trunkacnich va-
riant a které jsme nalezli vyznamné
Castéji u pacientl nez u kontrol.

3) Odhad rizika ovliviiuje i slozeni
(vybér) vysetfovanych pacientt a kon-
trol — zatimco vyssi cetnost mladych
pacientek s BC, pacientek s pozitivni
rodinnou anamnézou a osob bez mu-
taci v BRCA1/BRCA2 zvysuje zachyt pa-
togennich variant CHEK2 genu ve sku-
piné pacient(l, naopak vybér starsich
osob bez nadorového onemocnéni
snizuje vyskyt patogennich variant
v kontrolnim souboru. Vy3si ¢etnost
patogennich mutaci CHEK2 nalezena
v ndmi vysetfovaném souboru miize
byt ovlivnéna vy3sim zastoupenim
pacientek z rodin s pozitivni onkolo-
gickou anamnézou. Z publikovanych
praci systematicky vyplyva vyssi ri-
ziko vzniku BC pro familiarni formu
onemocnéni nez pro neselektované
nebo sporadické pfipady (tab. 4). Na-
opak nizsi vyskyt nalezenych variant
CHEK2 v kontrolnim souboru muze
byt ovlivnén vys$sim podilem nena-

dorovych a starsich osob. Oba proti-
chtdné faktory se pravdépodobné
Castecné spolupodileji na vyssim OR
zjisténém v nasi praci, nez je tomu v ji-
nych studiich.

Pro presnéjsi urceni rizika bude ne-
zbytné provedeni rozsahlych analyz
v ramci mezindrodnich konsorcii za-
hrnujicich neselektované soubory pa-
cientek s BC a jejich porovnani se
vzorky populacné-specifickych kon-
trol. Nicméné z vysledkl nasich ana-
lyz a prehledu publikovanych vysledkd
CHEK2 analyz u pacientek s BC je nepo-
chybné, ze nosicstvi patogennich trun-
kacnich mutaci genu CHEK?2 je obecné
spojeno s nejméné trojndsobnym zvy-
Senim rizika vzniku karcinomu prsu. Je
pravdépodobné, Ze vyssi riziko vzniku
BC bude spojeno s nosi¢stvim mutaci
CHEK?2 u pacientek s pozitivni rodinnou
anamnézou BC [44] (ale pravdépodobné
i dalSich nddorovych onemocnéni), na-
opak nizsi riziko mGze predstavovat no-
si¢stvi mutaci CHEK2 u osob bez na-
dorovych onemocnéni u pfibuznych.
Celozivotni riziko vzniku BC u nosi¢ek
bez pozitivni rodinné anamnézy se po-
hybuje kolem 20 %, zatimco u nosi¢ek
s pozitivni rodinnou anamnézou bylo
vycisleno na 40 % [45]. Odli$na mira ri-
zika je modifikovana pfitomnosti dalsich
genetickych faktord, napf. nizkopene-
trantnimi 313 SNP polygenné ovliviiu-
jicimi riziko vzniku BC, vyjadtujicich tzv.
polygenic risk score [46]. Jejich zafazeni
do diagnostiky miize v budoucnu umoz-
nit i lepsi predikci rizika u nosic¢t mutaci
CHEK?2 [44,47].

Nedofesenou otazkou zdstava urceni
rizika spojeného s nosi¢stvim funkcné-
-defektnich vzacnych missense mutaci,
které v nasi studii i v nékolika publikova-
nych analyzach (tab. 4) (které vsak defi-
novaly ,potencidlné” patogenni missense
varianty pfedevsim na trovni in silico pre-
dikci) vykazovaly nizsi miru rizika vzniku
BC (v pasmu variant stfedniho vyznamu
s OR~2) nez trunka¢ni mutace (s OR > 3).
Predpokladem dalSich analyz vzacnych
missense variant je robustni funkéni in
vitro analyza, kterou planujeme provést
pro viechny missense varianty a in-frame
delece/inzerce identifikované u pacientt
a kontrol v CR.

Asociace CHEK2 mutaci

s histologickym typem BC a s dalSimi
nadorovymi onemocnénimi
Hodnoceni vztahu pfitomnosti ger-
minalni CHEK2 mutace (trunkaci a ne-
funkcnich missense variant) k histopa-
tologickym charakteristikdm BC bylo
provedeno ve skupiné 1 209 pacientek
bez pfitomnosti pFicinné mutace v ge-
nech BRCAT, BRCA2, PALB2 nebo TP53,
ve které bylo identifikovano 44 nosicek
patogennich trunkacnich CHEK2 variant
nebo funkéné-defektnich missense va-
riant. U téchto nosi¢ek jsme pozoro-
vali vy3si ¢etnost luminal A subtypu BC
oproti pacientkdm bez CHEK2 mutace
(51,4 vs. 29,4 %; p = 6 x 1073). Vyrazny
rozdil jsme zachytili ve vyskytu triple-
-negativniho (ER-, PR-, HER2-negativni)
BC, ktery byl zachycen pouze u jedné
nosi¢cky CHEK2 mutace (2,7 %) oproti
186/868 pacientkam (21,4 %) bez mu-
tace v CHEK2 a dalsich predispozi¢nich
genech (p = 3,0 x 1073). Histologicky typ
BC, menopauzalni status ani indikacni
kritéria ke genetickému testovani se ve
vySetfovaném souboru 1 209 pacientek
bez mutaci v genech BRCAT, BRCA2,
PALB2 nebo TP53 nelisily mezi pacient-
kami s/bez CHEK2 mutaci, avsak u nosi-
¢ek CHEK2 mutaci byl ¢astéji pfitomen
grade 2 nadoru proti Zendm bez mutace
(67,5vs.44,4%; p=5,3%x1073).

Vysledky nasich analyz jsou v souladu
s dfive publikovanymi studiemi ukazuji-
cimi, Ze nosi¢cky CHEK2 mutaci vykazuji
silnou asociaci s ER-pozitivnimi BC, ¢as-
néjsim nastupem onemocnéni a pokro-
¢ilejSim gradingem, nosicky p.1157T (ale
ne c.1100delC) také s lobularnim BC [48].
Pfestoze prognéza ER-pozitivnich né-
doru je u neselektovaného BC lepsi, no-
si¢stvi mutaci v CHEK2 je spojeno s hor-
$im celkovym pfezitim u pacientek
s BC [49,50].

Zajimavym pozorovanim v naSem
souboru byla vyznamné vy3si ¢etnost
vyskytu sekundarnich nador( dalsich
typt (jinych nez BC nebo ovaria), v¢. kar-
cinomu kolorekta, ledviny, stitné Zlazy
nebo hematologickych malignit u no-
sicek CHEK2 mutaci, které jsme zazna-
menali v 9/44 (20,5 %) pfipadd nosicek
trunkacnich a funkéné-defektnich mis-
sense variant CHEK2, v porovnani se
17/317 (5,4 %) piipadd u nosi¢cek mu-

2544

Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 2): 2536-2550




DEDICNE MUTACE V GENU CHEK2 JAKO PRICINA DISPOZICE K NADORUM PRSU

Tab. 4. Prehled publikovanych praci, analyzujicich cely gen CHEK2 (samostatné nebo v rdmci panelového sekvenovani) nebo vy-
brané founder mutace a metaanalyzy studii analyzujicich pacientky s BC s vyjadfenim stanovenych rizik pro vznik BC u nosict

mutaci.

P: soubor pacientti

o v * 0, . - 2
Citace Rok Pop. C: soubor kontrol Analyza OR (95% Cl); p - poznamka
. P:3 156 BC/karcinom ovaria 5,40 (1,58-18,45); 0,007 — neselektované BC
L e I e Sldike 6,04 (1,65-22,10); 0,007  familiarni BC
P: 1207 BRCA1/2-negativni BC 3,0(1,9-5,0); 1 x 10-5 — v3echny varianty
Girard [56] 2019 FR  asestrasBC CHEK2 (NGS) 5,8(2,0-16,9); 0,001 — trunkace
C: 1199 populacni 24 (1,4-4,3); 0,002 - likely—deleterious missense
Hauke[22] 2018 DE  -5o00 BRCAIZnegatvniBC o g 3,72 (1,99-6,94); < 0,0001 - trunkace
C: 2189 nenadorové
2,31(1,88-2,85); 3,04 X 10-17 — ¢.1100delC
2,26 (1,89-2,72); 1,75 x 10-20 — patogenni
P:29 090 BC (bez p.1157T a p.5428F)
Couch[20 2017 USA . £y pC-NFE non-TCGA CHEK2 (NGS) 1,48 (1,31-1,67); 1,75 x 10-10 - libovoln3
varianta (v€. p.1157T a p.S428F)
1,35 (1,12-1,63); 0,0002 - bilateralni BC
3,11 (2,15-4,69); 5,6 X 10-11 — trunkace
P 13 087 BC 1,36 (0,99-1,87); 0,066 — vSechny raritni missense
Decker [57] 2017 UK C: 5488 CHEK2 (4 geny) 1,51 (1,02-2,24); 0,047 - raritni missense v popsanych
’ doménéch
3,27 (1,66-5,83); 0,0014 - bilateralni BC
P:2 266 BRCA1/2-negat. BC
. a = 2 pfibuzni s BC/karcinomem . L
Slavin [58] 2017 USA ovaria do 70 (80 % bélogi) CHEK2 1,62 (1,03-2,51); 0,04 - trunkacni mutace
C:ExAC
44777 BC 2,26 (1,90-2,69); 2,3x10-20- invazivni BC
Schmidt[59] 2016 BCAC 42977 PMC ¢.1100delC 2,55 (2,10-3,10); 4,9x10-21- ER—pozitivni BC
1,32 (0,93-1,88); 0,12 — ER-negativni BC
.349A>G (p.R117G)  2,26(1,29-3,95); 0,02 - pro variantu p.R117G
P42 671 ¢.538C>T (p.R180C) 1,33(1,05-1,67); 0,015 — pro variantu p.R117G
Southey [60] 2016 BCAC C.' 42164 ¢.715G>A (p.E239K)  1,70(0,73-3,93); 0,210 — pro variantu p.E239K
’ ¢.1036C>T (p.R346C) 5,06 (1,09-23,5); 0,017 — pro variantu p.R346C
¢.1312G>T (p.D438Y) 1,03 (0,62-1,71); 0,910 pro variantu p.D438Y
! - 3,6 (2,6-5,1) — véechny BC
arneaea | aam | e ;Z:dg:r 2; é:?g;ﬂ\gle) C.1100delC, c444+- 3,3 (2,3-4,7) - BC bez pozitivni RA
y C: 4346 1G>A, del5395 5,0(3,3-7,6) —-BC+BCv 1. nebo 2. linii v RA
’ 7,3(3,2-16,8) -BC+BCv 1.a 2. liniivRA
Desrichard 2011 MR P: 507 BRCA1/2-negativnich BC CHEK? 4,15 (1,38-12,50); 0,0065 — véechny CHEK2 varianty
[15] C: 513 nenadorové 5,18 (1,49-18,00); 0,0042 — patogenni CHEK2 mutace
P:1303BC<45Ilet
Le Calvez- (64,7 % bélosky) 6,18 (1,76-21,8) — trunkace
-Kelm [16] A C: 1109 nenédorové Zeny CHEK2 2,20(1,20-4,01) - raritni missense
(86,2 % bélosky)
Liu [61] 2011 N P: 909 neselektovanych BC cMNCGT 2,43 (1,07-5,52); 0,034 — neselektovany BC
C: 1229 zdravé (p.H371Y) 5,99 (1,98-18,89) — familidrni BC
. P:1101sBC 3,2(1,0-9,9) - BC (prospektivni studie)
WiEherlia] | A (s C: 4665 SHGIESlS 2,6 (1,3-5,4) - BC (case control studie)

*CHEK2 - cely gen (bez velkych pfestaveb); vybrané hodnocené varianty vypsany

pop. — populace, OR - odds ratio, Cl - interval spolehlivosti, FI - Finsko, FR — Francie, DE - Némecko, USA - Spojené staty americké,

UK - Spojené kralovstvi Velké Britanie a Severniho Irska, PL — Polsko, AU — Australie, CN - Cina, DK - Dansko
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Tab. 4 - pokracovani. Pfehled publikovanych praci, analyzujicich cely gen CHEK2 (samostatné nebo v rdmci panelového sekve-
novani) nebo vybrané founder mutace a metaanalyzy studii analyzujicich pacientky s BC s vyjadfenim stanovenych rizik pro

vznik BC u nosi¢d mutaci.

Citace Rok Pop.

P: soubor pacientti
C: soubor kontrol

Analyza*

OR (95% Cl); p - poznamka

Cybulski [6] 2004 PL P:1017BC

¢.1100delC; c.444+-

2,2; p=0,02 - pro variantu ¢.1100delC and
C444+1G>A

C: 4000 populacni 1G>A; pl157T 1.4: p = 0,02 - pro variantu pJ157T
P: 516 BRCA1/2-negativnich BC 3,44 (1,19-9,95); 0,016 - pro variantu c.1100delC
Dufault[17) 2004 DE ¢ 345 nshodng CHE 3,9(1,3-10,9) - pro varianty c.1100delC a c.1214del4
UK. NL 2,34 (1,72-3,20); 1 x 10-7
CHEK2 kon- 2004 Fl ,DE, P: 10860 BC 1100delC 2,23 (1,60-3,11) - BC bez pribuzné s BC v 1. linii
sorcium [30] }\U " 9065 ’ 3,12(1,90-5,15) - BC+ 1 BC v 1. linii v RA
4,17 (1,26-13,75) - BC+ = 2 BCv 1. linii v RA
. . . 1,48 (0,83-2,65); 0,182 neselektovany BC
}g‘]te”sm 2002 F E'. 1 ggi neselektovanychBC 1, 00gelc 2,27 (1,11-4,63); 0,021 BC + BC v RA
’ 6,17 (1,87-20,32); 0,007 bilateralni BC
2,88 (2,65-3,22) - BC u zen
. P:118735BC 2,87 (1,85-4,47) - BC u mladych Zen
Liang[64] 2018 meta 195507 c1100deiC 3,21 (2,41-4,29) - familiérni BC
3,13 (1,94-5,07) - BC u muzd
P:15985BC
Han [65] 2013  meta C:18609 p.1157T 1,58 (1,42-1,75); < 0,0001
1,48 (1,31-1,68); < 0,0001 — neselektovany BC
. P:19621BC 1,48 (1,16-1,89); < 0,0001 — familiarni BC
P 2012 meta 57001 PIISTT 1,47 (1,29-1,66); < 0,0001 — BC u mladych pac.
4,17 (2,89-6,03); < 0,0001 - lobularni BC
P: 29154 BC 2,33(1,79-3,05) - nese.zlle,ktc?vany BC
Yang [12] 2012  meta C:37064 ¢.1100delC 3,72(2,61-5,31) — familiarni BC
' 2,78 (2,28-3,39) — mladé pacientky
P:9970/C:7 526 C444+1G>A 3,07 (2,03-4,63);9,82 x 10-8 — pro variantu ¢.444+1G>A
P:13331/C: 10817 p.1157T 1,52 (1,31-1,77); 4,76 x 10-8 — pro variantu p.I157T
Zhang[66] 2011 meta 1054310817 del5395 2,53 (1,61-3,97); 6,33 X 105 — pro variantu del5395
P:41791/C:50910 c.1100delC 3,10(2,59-3,71); < 10-20 - pro variantu c.1100delC
P- 26 488 2,7 (2,1-3,4) — neselektovany BC
Weischer [11] 2008 meta C" 27402 ¢.1100delC 2,6 (1,3-5,5) - BCu mladych zen

4,8 (3,3-7,2) - familiarni BC

¥CHEK?2 - cely gen (bez velkych prestaveb); vybrané hodnocené varianty vypsany
pop. — populace, OR - odds ratio, Cl - interval spolehlivosti, meta - metaanalyza, PL - Polsko, DE - Némecko, UK - Spojené kralov-
stvi Velké Britanie a Severniho Irska, NL — Nizozemi, FI - Finsko, AU - Australie

taci v ostatnich predispozi¢nich ge-
nech (p = 0,002), 2/38 (5,3 %) pripadl
u nosi¢ek p.1157T a 80/1127 (7,1 %)
pfipadl u pacientek s BC bez mu-
taci v BRCAT, BRCA2, PALB2, TP53 nebo
CHEK2 (p = 0,004). Zvy3ena Cetnost vy-
skytu nadorovych onemocnéni v dal-
Sich lokalitdach dokumentuje podil mu-
taci v CHEK2 genu na vzniku dédi¢né
predispozice i k jinym typdm nadoro-
vych onemocnéni. Od prvni prace Cy-

bulského et al [6], ve které byly trunka¢ni
varianty (c.1100delC a c.444+1G>A) aso-
ciovany se zvysenym rizikem vzniku kar-
cinomu $titné Zlazy (OR 4,9; p = 0,0006),
prsu (OR 2,2; p = 0,02) a prostaty (OR
2,2; p =0,04) a varianta p.I157T se zvyse-
nym rizikem BC (OR 1,4; p = 0,02), kolo-
rekta (OR 2,0; p = 0,001), ledviny (OR 2,1;
p = 0,006), prostaty (OR 1,7; p = 0,002)
a Stitné zlazy (OR 1,9; p = 0,04) v polské
populaci, byla publikovana fada praci

a metaanalyz ukazujicich na zvyseny vy-
skyt téchto onemocnéni u nosica alte-
raci genu CHEK2.

Pfesnéjsi odhady relativnich rizik pro
vznik dalsich malignit u nosi¢li mutaci
CHEK?2 zatim chybéji, zejména z dlivodu
nedostate¢ného mnozstvi vysetfenych
pacientl. Nicméné i dalsi prace (tab. 5)
poukazuji na asociaci mutaci CHEK2 s ji-
nymi tumory, jako jsou karcinom led-
viny, prostaty, $titné zlazy a kolorekta,
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Tab. 5. Asociace dédi¢nych alteraci v CHEK2 genu s dalSimi nadorovymi onemocnénimi.

Citace Rok
E\6I7D]ubayan 2019
Obazee [68] 2019
Zlowocka-
-Perlowska 2019
[51]

I[-|6a9I]Iamies 2017
Carlo [70] 2018
Pritchard [71] 2016
I[-;\;rének 2015
Siolek [72] 2015
Wang [73] 2015
Hale [74] 2014
Ma [75] 2014
Han [65] 2013
Liu [76] 2012
Weischer [77] 2012
Xiang [78] 2011

Pop.

USA/
HR

PAN-
DoRA
kon-
sor-
cium

PL

FI

USA

USA,
UK
cz

PL

meta

meta

meta

meta

meta

DK, GE

meta

P: soubor pacientti
C: soubor kontrol

P:205/448/231 TGCT
C: ExAC/populacni

P:2 976 ca pankreatu
C: 5 855 popula¢ni

P: 835 invazivni ca ledviny
C: 8304 bez nddoru

P: 68 ca prsu u muze
C: 1885 zref [55]

P: 254 ca ledviny
(stadium [1I-1V)
C: EXAC

P: 692 metastat. ca prostaty
C: EXAC

P:360 NHL
C: 445 nenadorové

P: 468 ca stitné zlazy
C: 468 parovych kontrol

P: 6 409 ca prostaty
C:11634

P: 5 124 ca prostaty
(1 084 familiarnich)
C:9258

P: 3 874 ca kolorekta
C:11630

P: 6 042 ca kolorekta
C:17 051

P: 3166 ca kolorekta
C:9844

P: 4029 ca kolorekta
C: 13844

P:2619 melanom
C:17 481

P: 4194 ca kolorekta
C:10010

Analyza*

CHEK2

p157T

¢.1100del-
C/c.444+1A>G/
5395del

cI157T

¢.1100delC

CHEK2

CHEK2

CHEK2

¢.1100delC/c.444+
1A>G/5395del
cN57T

¢.1100delC
C.444+1G>A
p.1157T

¢.1100delC

¢.1100delC

pl157T

pl157T

p157T

¢.1100delC

¢.1100delC

OR (95% CI); p - poznamka
3,87 (1,65-8,86); p = 0,006 - trunkace (USA pac.)
1,4; p = 0,03 — trunkace (HR pac.)

6,30 (2,34-17,31); 0,01 — trunkace (USATGCT
pac. = 2 pfibuznymi s TGCT)

1,74 (1,15-2,63); 8,57 x 1073

2,0(1,6-2,6); < 0,001
2,5(1,5-4,1); 0,0003

4,47 (1,51-13,18); 0,019

3,0(1,3-5,8); 0,03

3,1(1,5-5,6); 0,002

2,86 (1,42-5,79); 0,003 — v3echny varianty

5,7; p = 0,006 - trunkace
2,8, p=0,0001

3,29 (1,85-5,85); < 0,001
1,59 (0,93-2,71); 0,09
1,80 (1,51-2,14); < 0,001

1,98 (1,23-3,18) — neselektovany ca prostaty
3,39 (1,78-6,47) — familidrni ca prostaty

1,88 (1,29-2,73); 0,001

1,56 (1,32-1,84); 1,22 x 107

1,67 (1,24-2,26); 0,0008

1,61 (1,40-1,87); < 0,001 — neselektovany ca
1,48 (1,23-1,77); < 0,001 — sporadicky ca
1,97 (1,41-2,74); < 0,001 — familiarni ca

1,81 (1,07-3,05)
2,11 (1,41-3,16); 0,0003 — vSichni pac.

2,80 (1,74-4,51); < 0,0001 - familiarni pac.
1,45 (0,49-4,30); 0,5 — sporadicky ca

pop. — populace, OR - odds ratio, Cl — interval spolehlivosti, USA Spojené staty americké, HR — Chorvatsko, TGCT - testikularni ger-
minalni tumor, ca - karcinom, NHL - non-Hodgkin(iv lymfom, meta — metaanalyza, CZ — Ceska republika, DK — Dansko, FI - Finsko,
PL - Polsko, UK — Spojené kralovstvi Velké Britanie a Severniho Irska
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non-hodgkinské lymfomy, maligni mela-
nom nebo karcinom prsu u muz(.

Integrace téchto poznatkd do klinic-
kych doporuceni je predmétem dis-
kuzi [51] a pro preventivni sledovéni no-
si¢ll CHEK2 mutaci zatim neni plosné
mozna a osettujici Iékafi jsou odka-
zani na indikaci sledovani dalSich na-
dorl na zakladé vyskytu onkologickych
onemocnéni v rodiné nosic¢t mutaci ¢i
na vyuziti dostupnych screeningovych
vysetreni.

Soucasny stav klinickych
doporuceni

Soucasny stav klinickych doporu-
¢eni pro nosice patogennich mutaci
v genu CHEK2 vychazi z aktudlnich me-
zinarodnich doporuceni a zahrnuje ze-
jména pfistupy umozniujici ¢asnou
detekci malignit (pravidelné samovy-
Setfeni prst, mamografie a ultrasono-
grafie nebo magneticka rezonance jed-
nou ro¢né od véku 40 let, pfip. od véku
10 let, pfed nastupem onemocnéni
v rodiné) [52,53].

Pro nosicky patogennich a pravdépo-
dobné patogennich variant (class 4 a 5)
v heterozygotnim stavu zpUsobujicich
zkraceni proteinu CHK2 (v¢. nové cha-
rakterizovanych sestfihovych mutaci
€.846+4_846+7delAGTA a c.1260-8A>G)
s absenci ¢asti ¢i celé kindzové domény
je doporuceno zafazeni do preventiv-
nich gynekologickych a onkologickych
program0 zohlednujicich rizika nador(
asociovanych s mutacemi v genu CHEK2.
Prevence v tomto pfipadé odpovida
schématu pro nejcastéji diskutovanou
variantu CHEK2 c.1100delC.

U nosi¢ek homozygotnich mu-
taci [54] nebo slozenych heterozygott
(dvé prokazatelné patogenni trunkace
v genu CHEK2, kazda v heterozygotnim
stavu) je mozné nabidnout také pre-
ventivni chirurgické zakroky snizujici ri-
ziko vzniku karcinomu prsu (bilateralIni
mastektomie, podle zavaznosti rodinné
anamnézy pfipadné i profylakticka sal-
pingo-ooforektomie). Preventivni chirur-
gické vykony je vhodné zvézit i u hete-
rozygotnich nosi¢ek trunkacnich variant,
s ohledem na rodinnou anamnézu a se-
gregaci varianty CHEK2 v rodiné.

Nosi¢cky missense variant vedoucich
ke ztraté funkce proteinu CHK2 dle do-

stupnych funké¢nich vysetreni by mély
mit stejné preventivni sledovaci schéma
jako v pfipadé variant trunkacnich. Pro
indikaci k preventivnim chirurgickym
vykonUm neni zatim dostatek informaci.
Je vhodné provadét v rodinach segre-
gacni analyzy, je mozné prediktivné (ale
s omezenym vystupem) testovat zdravé
pfibuzné. Nosice zafadit do adekvatnich
preventivnich programd, ovsem v pfi-
padé negativné testovanych osob zatim
i naddle ponechat riziko vzniku nado-
rovych onemocnéni plynouci z rodinné
anamnézy.

Interpretace nalezu missense variant
v genu CHEK?2 je obtiznéjsi. Rekurentni
missense varianta p.I157T je ve vefej-
nych databdzich klasifikovana rozporu-
plné ve spektru class 3-5.V nasi populaci
vsak alelickd frekvence této varianty pre-
vysuje 1 %, coz ze své podstaty vylucuje
moznost, ze by se mohlo jednat o vy-
soce nebo i sttedné penetrantni naddo-
rovou predispozi¢ni variantu. Pfestoze
se dle funk¢nich analyz jednd o variantu
s ¢aste¢né omezenou funkci proteinu
CHK2, nebylo pozorovano klinicky vy-
znamné zvyseni rizika vzniku BC u Zen
spojené s jejim vyskytem oproti popu-
lacné specifickym kontrolam (OR~1,5).
Pokud v rdmci genetického testovani
dojde k identifikaci nosicky p.1157T v ho-
mozygotnim stavu, je vhodné ji o sku-
te¢nosti informovat, avsak klinickd do-
poruceni nejsou jednoznacnd. Tato
skute¢nost sama o sobé neni ddvodem
k preventivnim chirurgickym vykonGm,
probandku je vSak mozno zafadit do
preventivnich sledovacich programa.
Pfitomnost varianty p.1157T v rodiné
neni indikaci pro prediktivni testovani
zdravych pfibuznych.

Ostatni raritni missense varianty kla-
sifikované funk¢né jako plné ¢i castecné
funkéni a v dostupnych databazich kla-
sifikované jako VUS, je nutno podrobit
dalsimu testovani. Jejich klinické uplat-
néni je v soucasnosti omezené.

Varianty zafazené jako benigni nebo
pravdépodobné benigni (class 1 a 2)
v dostupnych databdzich jsou bez kli-
nického vyuziti a obvykle nejsou pro-
banddm v ramci genetické konzultace
reportovdny ani nebyvaji reporto-
vany laboratofi provadéjici genetické
vysetreni.
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