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Úvod:
PfiibliÏnû 5-7% pfiípadÛ nádorÛ mÛÏe b˘t zpÛsobeno mono-
genní genetickou predispozicí (1). Pro hereditární formy
nádorÛ je typick˘ nízk˘ vûk v dobû stanovení diagnózy
a bilaterální v˘skyt ãi duplicita. Dûdiãná predispozice
k nádorÛm je pfiená‰ena jako autozomálnû dominantní znak
s vysokou penetrancí. V roce 1994 a 1995 byly objeveny
tumor supresorové geny BRCA1 (chromosom 17q21)
a BRCA2 (chromosom 13q12-13), které jsou zodpovûdné
za podstatnou ãást pfiípadÛ dûdiãn˘ch forem nádorÛ prsu
nebo vajeãníkÛ (2).
V genech BRCA1 a 2 bylo doposud detekováno nûkolik
set rÛzn˘ch patogenních mutací, které jsou popsány v BIC
mutaãní databázi (3), pfiiãemÏ nelze pozorovat preferenã-
ní v˘skyt mutací v nûkteré ãásti kódující sekvence. V urãi-
t˘ch populacích byla zji‰tûna vysoká ãetnost specifick˘ch
mutací, které zodpovídají za vût‰inu detekovan˘ch muta-
cí v dané populaci. Takovéto pfiípady najdeme napfiíklad
na Islandu nebo v Izraeli (4, 5). Oproti tomu v jin˘ch popu-
lacích je nacházeno ‰iroké spektrum nejrÛznûj‰ích muta-
cí (6).
V laboratofii Oddûlení epidemiologie a genetiky nádorÛ Masa-
rykova onkologického ústavu je screening genÛ BRCA1
a BRCA2 provádûn od roku 1999 (7). 

Metody:
1. klinické
Molekulárnû genetické vy‰etfiení genÛ BRCA1 a BRCA2 je
provádûno u indikovan˘ch pfiípadÛ, po genetickém poraden-
ství a podepsání informovaného souhlasu. Kromû probandÛ
zapadajících do testovacích kritérií I.-V. (viz Tab.1) byly vy‰et-
fiovány také zdravé Ïeny z vysoce rizikov˘ch rodin, kde jiÏ
z dÛvodu úmrtí nebylo moÏno testovat pfiíbuznou s nádorem
prsu nebo ovaria. Detekovaná zmûna je vÏdy potvrzena z dru-
hého, nezávisle izolovaného vzorku DNA. Charakterizace
mutace a její v˘znamnosti je souãástí laboratorní zprávy. 
V˘sledky pfiedává vy‰etfiovanému klinick˘ genetik s fiádn˘m
vysvûtlením a s pfiípadn˘m návrhem prevence. Prediktivní test
lze doporuãit u pfiíbuzn˘ch v riziku star‰ích 18 let v rodinách
s detekovanou konkrétní mutací.
2. molekulárnû genetické
U pacientÛ byl proveden kompletní screening kódujících oblas-
tí a míst sestfiihu (splice sites) jednotliv˘ch exonÛ genÛ BRCA1
(22 kódujících exonÛ, mRNA = 5711 nt) a BRCA2 (26 kódu-
jících exonÛ, mRNA = 10987 nt). 
Genomická DNA byla izolována z lymfocytÛ periferní krve
za pomoci izolaãního kitu firmy Qiagen. Jako screeningové
testy k vyhledávání blíÏe neurãen˘ch mutací byly pouÏity tyto
metody: „protein truncation test“ (PTT) a heteroduplexní ana-
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Souhrn
Hlavní pfiíãinou genetické predispozice ke vzniku nádoru prsu a ovaria jsou mutace v genech BRCA1
a BRCA2. Od roku 1999 je v laboratofii Oddûlení epidemiologie a genetiky nádorÛ Masarykova onkologic-
kého ústavu provádûna molekulárnû genetická anal˘za tûchto dvou genÛ. Do fiíjna 2005 bylo vy‰etfieno 470
Ïen z vysoce rizikov˘ch rodin, 38 pacientek se sporadick˘m v˘skytem bilaterálního nádoru prsu a/nebo ova-
ria, 109 pacientek se sporadick˘m v˘skytem nádoru prsu nebo ovaria do 40 let vûku a 14 muÏÛ s karcino-
mem prsu. U 194 pacientÛ bylo nalezeno celkem 64 rÛzn˘ch patogenních mutací, 30 v BRCA1 genu a 34
v BRCA2 genu. Prediktivním vy‰etfiení bylo provedeno u 486 symptomatick˘ch a presymptomatick˘ch pfií-
buzn˘ch. V‰em nosiãÛm mutace byla nabídnuta preventivní péãe na specializovan˘ch pracovi‰tích.
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Summary
Inherited mutations in BRCA1 and BRCA2 are the major reason for the genetic predisposition to breast and
ovarian cancer. Molecular genetic analysis of these two genes has been performed in laboratory of Depart-
ment of Cancer Epidemiology and Genetics in Masaryk Memorial Cancer Institute since 1999. Untill Octo-
ber 2005 there have been investigated 470 high-risk breast and breast/ovarian cancer families, 38 patients
with bilateral breast or ovarian cancer or both, 109 women diagnosed with early-onset sporadic breast/ova-
rian cancer below 40 years, and 14 men diagnosed with breast cancer. Concerning disease causing mutati-
ons, 64 different germline mutations were found in 194 patients, 30 in BRCA1 gene and 34 in BRCA2 gene.
Moreover, predictive testing of 486 symptomatic and nonsymptomatic relatives has been done. Preventive
care was offered to all mutation carriers in a specialised clinic.
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l˘za (HA). Neradioaktivní PTT byl provádûn u exonu 11
BRCA1 genu a u exonÛ 10 a 11 BRCA2 genu. U v‰ech zb˘-
vajících exonÛ obou genÛ byl proveden screening metodou
HA. Pfiesn˘ postup molekulárnû biologické anal˘zy vãetnû
pouÏit˘ch primerÛ byl podrobnû popsán v publikaci Claes et
al. (8).
Fragmenty s aberantní mobilitou detekované pomocí PTT nebo
HA testu byly sekvenovány metodou pfiímého sekvenovaní na
ALFexpress DNA automatickém sekvenátoru (Pharmacia).
KaÏdá detekovaná mutace byla potvrzena z nového, nezávis-
le izolovaného vzorku DNA pacienta.

V˘sledky:
Do fiíjna 2005 byla molekulárnû genetická anal˘za genÛ BRCA1
a BRCA2 ukonãena u 470 Ïen z vysoce rizikov˘ch rodin, 38
pacientek se sporadick˘m v˘skytem bilaterálního nádoru prsu
a/nebo ovaria, 109 pacientek se sporadick˘m v˘skytem nádo-
ru prsu nebo ovaria do 40 let vûku a 14 muÏÛ s karcinomem
prsu. U probandÛ bylo nalezeno celkem 64 rÛzn˘ch patogen-
ních mutací (30 v BRCA1 genu a 34 v BRCA2 genu), které
byly rozpt˘leny podél celé kódující sekvence obou genÛ. Cel-
kov˘ záchyt mutací u probandÛ, ktefií byli dle indikaãních kri-
térií zafiazeni do skupiny I.-V. je znázornûn v tabulce 2. 
Screening genÛ BRCA1 a 2 byl proveden také u 40 zdrav˘ch
Ïen s vysoce pozitivní rodinnou anamnézou, pfiiãemÏ u devíti
z nich (22,5%) byla detekována patogenní mutace v BRCA1
nebo BRCA2 genu.
Nejãastûji detekovan˘mi mutacemi byly: c.5385dupC (59 pfií-
padÛ), c.3819_3823delGTAAA (23 pfiípadÛ), c.300T>G (18
pfiípadÛ) v BRCA1 genu a c.8138_8142delCCTTT (14 pfiípa-
dÛ), c.8765_8766delAG (10 pfiípadÛ) v BRCA2 genu. Tûchto
pût mutací dohromady pfiedstavuje 54 % v‰ech detekovan˘ch
mutací (viz. Graf 1).
Patogenních mutace, které byly u vy‰etfiovan˘ch probandÛ dete-

kovány je moÏno roztfiídit dle typu mutace a jejího dÛsledku
(viz Graf 2). Nejãastûji byly detekovány mutace zpÛsobující
pfiedãasnou terminaci translace a vedou k odstranûní v˘znam-
né funkãní domény proteinu. Jedná se konkrétnû o inzerce
a delece zpÛsobující posun ãtecího rámce „frame shift“ a vznik
pfiedãasného terminaãního kodonu a „nonsense“ substituce zpÛ-
sobující v místû zámûny vznik terminaãního kodonu. Dal‰ím
typem detekovan˘ch mutací byly mutace mûnící místo sestfii-
hu a nukleotidové substituce, které zpÛsobí zámûnu aminoky-
seliny v dÛleÏité funkãní doménû proteinu.
Kromû ãast˘ch nepatogenních polymorfismÛ byly u v‰ech sku-
pin pacientek zachyceny vzácné sekvenãní varianty nejasného
v˘znamu. Tyto sekvenãní varianty jsou z hlediska interpretace
problematickou skupinou a v souãasné dobû nelze s jistotou
urãit, zda by mohla nûkterá z tûchto detekovan˘ch variant sou-
viset s nádorov˘m onemocnûním pacientky nebo zda se jedná
o neutrální (polymorfní) variantu bez vlivu na fenotyp.
Prediktivní testování pfiíbuzn˘ch na konkrétní mutaci zodpo-
vûdnou za segregaci onemocnûní v rodinû bylo provedeno
u 486 osob. Pozitivní v˘sledek (vy‰etfiovan˘ je nosiãem dané
mutace a s urãitou pravdûpodobností bude v budoucnu trpût
danou nemocí) byl zji‰tûn u 165 presymptomatick˘ch jedin-
cÛ. Negativnû testovaní jedinci nejsou nosiãi dané mutace
a riziko pro vznik nádoru by u nich mûlo b˘t na úrovni rizika
bûÏné populace bez genetického zatíÏení. Prediktivní test
umoÏÀuje cílené preventivní opatfiení pouze u osob s v˘znam-
n˘m genetick˘m rizikem.

Diskuze:
Nejvy‰‰í pravdûpodobnost záchytu kauzální mutace v genu
BRCA1 je v rodinách s anamnézou nádoru prsu a ovaria. Prav-
dûpodobnost záchytu BRCA1 nebo BRCA2 mutace pak
narÛstá s poãtem diagnostikovan˘ch pfiípadÛ v rodinû a s kle-
sajícím vûkem v dobû diagnózy. U muÏÛ diagnostikovan˘ch
s karcinomem prsu je více pravdûpodobné, Ïe bude nalezena
mutace v genu BRCA2. Situaci vystihuje tabulka 2.

Graf 1:

Graf 2:
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Faktu, Ïe 3 mutace v BRCA1 a 2 mutace v BRCA2 genu pfied-
stavují 54 % v‰ech detekovan˘ch mutací byl pfiizpÛsoben
mutaãní screening. Pomocí heteroduplex anal˘zy a restrikãní
anal˘zy jsou probandi testováni nejdfiíve na pfiítomnost tûchto
pûti nejãastûj‰ích mutací, coÏ umoÏÀuje v˘znamnû zkrátit dobu
vy‰etfiení a také finanãní nároãnost.
U vysoce rizikov˘ch pacientÛ je v‰ak naprosto opodstatnûné
provést kompletní anal˘zu obou BRCA genÛ, neboÈ patogen-
ní mutace jsou roztrou‰eny podél celé kódující sekvence tûch-
to genÛ.
Spektrum mutací detekovan˘ch na území âeské republiky
je znaãnû rozsáhlé. Spolu s v˘sledky, které publikoval Pohl-
reich a kolektiv z Ústavu biochemie a experimentální onko-
logie 1.LF UK Praha (9), bylo v âeské republice zachyceno
jiÏ 35 rÛzn˘ch mutací v BRCA1 genu a 38 rÛzn˘ch mutací
v BRCA2 genu a tento v˘ãet s vysokou pravdûpodobností
nebude úpln˘. Vzhledem k tomu, Ïe onkologické onemoc-
nûní se projeví v dospûlosti a ãasto jiÏ po ukonãení repro-
dukãního období, byl selekãní tlak proti nosiãÛm BRCA
mutace minimální a mutace se v populaci v heterozygotním
stavu úspû‰nû udrÏely. 
Velké mnoÏství rÛzn˘ch mutací také svûdãí o znaãné hetero-
genitû ãeské populace, která odpovídá historick˘m událostem.
Vysok˘ byl záchyt patogenních mutací (22,5%) u zdrav˘ch
pacientek z vysoce rizikov˘ch rodin, kde nebylo moÏno testo-
vat pfiíbuzné s nádorov˘m onemocnûním z dÛvodu úmrtí. Uka-
zuje se, Ïe také tyto Ïeny jsou vhodnou indikaãní skupinou pro
screening genÛ BRCA1 a BRCA2.
Pokud se u pacientky s vysoce rizikovou anamnézou nepoda-
fiilo detekovat patogenní mutaci v BRCA1 nebo BRCA2 genu,
nelze samozfiejmû vylouãit genetickou predispozici. Predis-
poziãní mutace mÛÏe b˘t v této rodinû pfiítomna, ale:
a) není zachytitelná zvolen˘mi screeningov˘mi metodami

(napfi. intragenové pfieskupení, kauzální mutace v promotoro-
v˘ch nebo intronov˘ch oblastech genu)
b) mutaãní screening mohl b˘t proveden u osoby, která je feno-
kopií (náhodn˘ sporadick˘ nádor u osoby, která není nosiãem
predispoziãní mutace)
c) za predispozici k nádorovému onemocnûní v rodinû je zod-
povûdná kumulace rizikov˘ch genetick˘ch faktorÛ (napfi. kom-
binace nepfiízniv˘ch alel více genÛ s nízkou penetrancí) a nege-
netick˘ch faktorÛ.
Pokud nebyla v kódující sekvenci BRCA1 nebo BRCA2 genu
vy‰etfiovaného, vysoce rizikového probanda nalezena Ïádná
patogenní mutace, zÛstává tento pacient nadále v registru rodin
s vysokou dûdiãnou zátûÏí a mÛÏe b˘t v budoucnu zafiazen do
dal‰ích vy‰etfiení jako je MLPA nebo Southern blot anal˘za,
k vy‰etfiení senzitivnûj‰í screeningovou metodou, vy‰etfiení
regulaãních nebo intronick˘ch oblastí BRCA1 a BRCA2 genÛ
nebo pro vy‰etfiení jin˘ch genÛ, které mohou vytváfiet predis-
pozici k nádorovému onemocnûní.

Závûr:
Pfii molekulárnû genetické anal˘ze genÛ BRCA1 aBRCA2 byla
u rizikov˘ch pacientÛ nalezena ‰iroká ‰kála mutací, které jsou
rozpt˘leny podél celé kódující sekvence obou genÛ. Tfii muta-
ce v BRCA1 genu a dvû mutace v BRCA2 genu se ov‰em
vyskytují s vysokou ãetností a dohromady tvofií více neÏ 50%
v‰ech detekovan˘ch mutací. Proto je vhodné vy‰etfiit pacienty
nejdfiíve na pfiítomnost tûchto pûti mutací a dále potom pokra-
ãovat v kompletní anal˘ze obou BRCA genÛ. PacientÛm, ukte-
r˘ch byla detekována mutace, lze nabídnout dispenzarizaci ve
specializovan˘ch centrech a navrhnout prevenci.

Tato práce byla sponzorována grantem IGA MZâR NR/
8213-3 a MZO 00209805.
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