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Souhrn

Hlavni ptfi¢inou genetické predispozice ke vzniku nddoru prsu a ovaria jsou mutace v genech BRCA1
a BRCA2. Od roku 1999 je v laboratofi Oddéleni epidemiologie a genetiky nddort Masarykova onkologic-
kého dstavu provadéna molekularné genetickd analyza téchto dvou genti. Do fijna 2005 bylo vySetieno 470
Zen z vysoce rizikovych rodin, 38 pacientek se sporadickym vyskytem bilaterdlniho nddoru prsu a/nebo ova-
ria, 109 pacientek se sporadickym vyskytem nddoru prsu nebo ovaria do 40 let véku a 14 muzi s karcino-
mem prsu. U 194 pacientl bylo nalezeno celkem 64 riiznych patogennich mutaci, 30 v BRCAI genu a 34
v BRCA2 genu. Prediktivnim vySetieni bylo provedeno u 486 symptomatickych a presymptomatickych pfi-
buznych. VSem nosi¢im mutace byla nabidnuta preventivni péce na specializovanych pracovistich.
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Summary

Inherited mutations in BRCA1 and BRCA?2 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 BRCA?2 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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Uvod:

Priblizné 5-7% piipadi nddorti miZe byt zplisobeno mono-
genni genetickou predispozici (1). Pro hereditiarni formy
nadord je typicky nizky vék v dobé stanoveni diagnézy
a bilaterdlni vyskyt ¢i duplicita. Dédi¢na predispozice
k nddorim je pfendSena jako autozomalné dominantni znak
s vysokou penetranci. V roce 1994 a 1995 byly objeveny
tumor supresorové geny BRCA1 (chromosom 17q21)
a BRCA2 (chromosom 13q12-13), které jsou zodpovédné
za podstatnou ¢ast pripadd dédi¢nych forem nadori prsu
nebo vajecnikl (2).

V genech BRCAT1 a 2 bylo doposud detekovano nékolik
setrtiznych patogennich mutaci, které jsou popsany v BIC
mutacni databazi (3), pfiCemz nelze pozorovat preferenc-
ni vyskyt mutaci v nékteré ¢asti kodujici sekvence. V urci-
tych populacich byla zjiSténa vysoka cetnost specifickych
mutaci, které zodpovidaji za vétSinu detekovanych muta-
ci v dané populaci. Takovéto pfipady najdeme napiiklad
na Islandu nebo v Izraeli (4, 5). Oproti tomu v jinych popu-
lacich je nachdzeno Siroké spektrum nejriznéjSich muta-
ci (6).

V laboratofi Oddéleni epidemiologie a genetiky nddortt Masa-
rykova onkologického tustavu je screening genit BRCA1
a BRCAZ2 provadén od roku 1999 (7).

Metody:

1. klinické

Molekularn€ genetické vySetieni gent BRCA1 a BRCA2 je
provéadéno u indikovanych piipadil, po genetickém poraden-
stvi a podepséni informovaného souhlasu. Kromé probandi
zapadajicich do testovacich kritérii .- V. (viz Tab.1) byly vySet-
fovany také zdravé Zeny z vysoce rizikovych rodin, kde jiz
z diivodu tmrti nebylo mozZno testovat piibuznou s nidorem
prsu nebo ovaria. Detekovand zména je vZdy potvrzena z dru-
hého, nezavisle izolovaného vzorku DNA. Charakterizace
mutace a jeji vyznamnosti je soucdsti laboratorni zpravy.
Vysledky pfedava vySetfovanému klinicky genetik s fadnym
vysvétlenim a s pfipadnym ndvrhem prevence. Prediktivni test
1ze doporucit u ptibuznych v riziku starSich 18 let v rodinach
s detekovanou konkrétni mutaci.

2. molekuldrné genetické

U pacientt byl proveden kompletni screening kddujicich oblas-
ti amist sestiihu (splice sites) jednotlivych exont geni BRCA1
(22 ko6dujicich exond, mRNA = 5711 nt) a BRCA2 (26 k6du-
jicich exond, mRNA = 10987 nt).

Genomickd DNA byla izolovéna z lymfocyth periferni krve
za pomoci izola¢niho kitu firmy Qiagen. Jako screeningové
testy k vyhledavani bliZe neuréenych mutaci byly pouZity tyto
metody: ,,protein truncation test* (PTT) a heteroduplexni ana-
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lyza (HA). Neradioaktivni PTT byl provadén u exonu 11
BRCAI1 genu a u exonil 10 a 11 BRCA2 genu. U vSech zby-
vajicich exonll obou gent byl proveden screening metodou
HA. Pfesny postup molekuldrné biologické analyzy vcetné
pouZitych primerid byl podrobné€ popsén v publikaci Claes et
al. (8).

Fragmenty s aberantni mobilitou detekované pomoci PTT nebo
HA testu byly sekvenovany metodou pfimého sekvenovani na
ALFexpress™ DNA automatickém sekvenatoru (Pharmacia).
KaZzda detekovand mutace byla potvrzena z nového, nezavis-
le izolovaného vzorku DNA pacienta.

Tab.1: Kritéria pro zafazeni do jednotlivych skupin

I. |3 a vice pribuznych diagnostikovanych s nadorem
prsuw/ovaria v jakémkoli v&ku, nebo alesponi 2 pfibuzni-
jeden z nich diagnostikovan s bilateralnim nadorem
nebo nadorem prsu a ovaria

II. |2 pfibuzni s nadorem prsu/ovaria - alespoi jeden
diagnostikovan pod 50 let

III.A |pacientka s bilateralnim nadorem prsu s prvni
diagnézou pod 50 let

111.B |pacientka s bilateralnim nadorem ovaria s prvni
diagnézou pod 50 let

II.C [pacientka s nadorem prsu a vajeéniku s prvni
diagnézou pod 50 let

IV. |sporadické pfipady diagnostikované pod 40 let

V. |muz s nadorem prsu diagnostikovanym v jakémkoli véku

Tab.2: Celkovy zdchyt mutaci v zdvislosti na indika¢nich kritériich

Kritéria zatazeni a fenotyp Potetrodin/| BRCA1 | BRCA2 | Celkem
pacientd | mutace (%) | mutace (%) | mutaci (%)
(8 HOC+HBOC 948 47 [50.5%) T (8,1%) 54 (59.3%)
. HBC 168 31 (18.3%) | 21 (13,2%) | 52 (32.1%)
I Celkem 262 78 (20,8%%) | 28(11,4%;) | 106 (41,6%)
Il HOC+HBOC 3 17(548%) | 10320 | 18(58.0%)
Il HBC 177 19 (10.7%) | 19(10,7%) | 38 (21.4%)
I Celkem 208 36 (17,3%) | 20(9,6%) | 56 (26.9%)
1.+1l. Familiami pfipady HOC+HBOC 124 B4(516%) | B(65%) | 72(58.1%)
I.+ll. Familidmi pfipady HBC 346 50 (14,5%) | 40{11,5%) | 90 (26.0%)
1.+l. Celkem 470 114 (24,3%) | 48 (10,2%) | 162 (34,5%)
IIl.A Pacientky s bil im karcinomenm prsu 19 3(58%) | 1(53%) | 4(21,1%)
Il.B Pacientiy s bilaterainim karcinomem oviria 7 1(14,3%) 0 1{14,3%)
IIl.C_Pacientky s karcinomem prsu a ovaria 12 9(75.0%) | 2(16.7%) | 11(91.7%)
. Celkem 38 13(342%) | 3@.@s | 18(42.1%)
V. Pacientky <40 let s karcinomem oviria 17 1(5.9%) Q 1(5.9%)
IV.  Pacientiy <40 let s karcinomem prsu ap 776%) | 4(a4% | 1101200)
IV. Celkem 108 B (7.3%) 4(3,7%) 12 (11.0%)
V. Muii s karci prsu 14 1(71%) | 3(21.4%) | 4(286%)
Zkratky: HOC - dédiény syndrom nidoru oviria; HBOC - dédiény syndrom niddoru prsu a ovdria;
HBC - déditny syndrom nddoru prsu; mutace - pouze patogenni mutace
Vysledky:

Dofijna 2005 byla molekul4rné genetickd analyza gentt BRCA1
a BRCA?2 ukoncena u 470 Zen z vysoce rizikovych rodin, 38
pacientek se sporadickym vyskytem bilateralniho nadoru prsu
a/nebo ovaria, 109 pacientek se sporadickym vyskytem nado-
ru prsu nebo ovaria do 40 let vé€ku a 14 muZzi s karcinomem
prsu. U probandil bylo nalezeno celkem 64 riznych patogen-
nich mutaci (30 v BRCAI genu a 34 v BRCA2 genu), které
byly rozptyleny podél celé kodujici sekvence obou genti. Cel-
kovy zachyt mutaci u probandu, ktefi byli dle indikacnich kri-
térii zafazeni do skupiny L.-V. je zndzornén v tabulce 2.
Screening gentt BRCA1 a 2 byl proveden také u 40 zdravych
Zen s vysoce pozitivni rodinnou anamnézou, pfi¢emzZ u deviti
z nich (22,5%) byla detekovana patogenni mutace v BRCA1
nebo BRCA2 genu.

Nejcastéji detekovanymi mutacemi byly: ¢.5385dupC (59 pii-
padi), c¢.3819_3823delGTAAA (23 piipadi), ¢.300T>G (18
pfipadil) v BRCA1 genu a ¢.8138_8142delCCTTT (14 piipa-
df), c.8765_8766delAG (10 ptipadl) v BRCA2 genu. Téchto
pét mutaci dohromady predstavuje 54 % vSech detekovanych
mutaci (viz. Graf 1).

Patogennich mutace, které byly u vySetfovanych probandu dete-
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kovany je moZno roztfidit dle typu mutace a jejtho disledku
(viz Graf 2). NejCastéji byly detekovany mutace zplsobujici
predCasnou terminaci translace a vedou k odstranéni vyznam-
né funk¢ni domény proteinu. Jednd se konkrétn€ o inzerce
adelece zplsobujici posun ¢teciho ramce ,,frame shift* a vznik
predcasného terminacniho kodonu a ,,nonsense* substituce zpi-
sobujici v mist€ zdmény vznik termina¢niho kodonu. Dal$im
typem detekovanych mutaci byly mutace ménici misto sestfi-
hu a nukleotidové substituce, které zptisobi zdménu aminoky-
seliny v dalezité funk¢ni doméné proteinu.

Kromé Castych nepatogennich polymorfismi byly u viech sku-
pin pacientek zachyceny vzécné sekvencni varianty nejasného
vyznamu. Tyto sekvencni varianty jsou z hlediska interpretace
problematickou skupinou a v soucasné dobé¢ nelze s jistotou
urcit, zda by mohla néktera z té€chto detekovanych variant sou-
viset s nidorovym onemocnénim pacientky nebo zda se jedna
o neutralni (polymorfni) variantu bez vlivu na fenotyp.
Prediktivni testovani pfibuznych na konkrétni mutaci zodpo-
védnou za segregaci onemocnéni v rodiné bylo provedeno
u 486 osob. Pozitivni vysledek (vySetfovany je nosi¢em dané
mutace a s urCitou pravdépodobnosti bude v budoucnu trpét
danou nemoci) byl zji§t€n u 165 presymptomatickych jedin-
cli. Negativné testovani jedinci nejsou nosi¢i dané mutace
ariziko pro vznik nddoru by u nich mélo byt na Grovni rizika
béZné populace bez genetického zatiZeni. Prediktivni test
umoZiiuje cilené preventivni opatfeni pouze u 0sob s vyznam-
nym genetickym rizikem.

Diskuze:

Nejvyssi pravdépodobnost zachytu kauzalni mutace v genu
BRCAT1 je vrodinich s anamnézou niddoru prsu a ovaria. Prav-
dépodobnost zichytu BRCA1 nebo BRCA2 mutace pak
nartsta s poctem diagnostikovanych pripadi v rodiné a s kle-
sajicim vé€kem v dobé diagndzy. U muza diagnostikovanych
s karcinomem prsu je vice pravdépodobné, Ze bude nalezena
mutace v genu BRCAZ2. Situaci vystihuje tabulka 2.
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Faktu, Ze 3 mutace v BRCA1 a 2 mutace v BRCA2 genu pred-
stavuji 54 % vSech detekovanych mutaci byl pfizptisoben
mutacni screening. Pomoci heteroduplex analyzy a restrikéni
analyzy jsou probandi testovani nejdiive na pfitomnost téchto
péti nejcastéjSich mutaci, coZ umoziuje vyznamné zkratit dobu
vySetfeni a také financni nirocnost.

U vysoce rizikovych pacientt je v§ak naprosto opodstatnéné
provést kompletni analyzu obou BRCA gent, nebot patogen-
ni mutace jsou roztrouSeny podél celé kodujici sekvence téch-
to gend.

Spektrum mutaci detekovanych na tizemi Ceské republiky
je znacné rozsahlé. Spolu s vysledky, které publikoval Pohl-
reich a kolektiv z Ustavu biochemie a experimentalni onko-
logie 1.LF UK Praha (9), bylo v Ceské republice zachyceno
JiZ 35 rtznych mutaci v BRCA1 genu a 38 rGiznych mutaci
v BRCA2 genu a tento vycet s vysokou pravdépodobnosti
nebude Uplny. Vzhledem k tomu, Ze onkologické onemoc-
néni se projevi v dospélosti a Casto jiz po ukonceni repro-
duk¢niho obdobi, byl selek¢ni tlak proti nosicim BRCA
mutace minimalni a mutace se v populaci v heterozygotnim
stavu Uspésné udrZely.

Velké mnoZstvi riznych mutaci také svéd¢i o zna¢né hetero-
genité Ceské populace, kterd odpovida historickym udalostem.
Vysoky byl zachyt patogennich mutaci (22,5%) u zdravych
pacientek z vysoce rizikovych rodin, kde nebylo moZno testo-
vat pfibuzné s nddorovym onemocnénim z diivodu timrti. Uka-
zuje se, Ze také tyto Zeny jsou vhodnou indika¢ni skupinou pro
screening gent BRCA1 a BRCA2.

Pokud se u pacientky s vysoce rizikovou anamnézou nepoda-
filo detekovat patogenni mutaci v BRCA1 nebo BRCA2 genu,
nelze samoziejmé vyloucit genetickou predispozici. Predis-
pozi¢ni mutace miZe byt v této rodin€ pritomna, ale:

a) neni zachytitelnd zvolenymi screeningovymi metodami

(napf. intragenové preskupeni, kauzalni mutace v promotoro-
vych nebo intronovych oblastech genu)

b) mutacni screening mohl byt proveden u osoby, ktera je feno-
kopii (ndhodny sporadicky nidor u osoby, kterd neni nosicem
predispozi¢ni mutace)

¢) za predispozici k nddorovému onemocnéni v rodiné je zod-
povédna kumulace rizikovych genetickych faktorti (napt. kom-
binace nepiiznivych alel vice gent s nizkou penetranci) a nege-
netickych faktord.

Pokud nebyla v kédujici sekvenci BRCA1 nebo BRCA2 genu
vySetfovaného, vysoce rizikového probanda nalezena Zddna
patogenni mutace, zistiva tento pacient nadéle v registru rodin
s vysokou dédi¢nou zatéZi a mize byt v budoucnu zafazen do
dalsich vySetfeni jako je MLPA nebo Southern blot analyza,
k vySetieni senzitivnéjsi screeningovou metodou, vySetfeni
regulacnich nebo intronickych oblasti BRCA1a BRCA2 genti
nebo pro vySetfeni jinych gend, které mohou vytvéret predis-
pozici k nddorovému onemocnéni.

Zavér:

Pti molekuldrn€ genetické analyze gent BRCA1 aBRCA?2 byla
u rizikovych pacientli nalezena Siroka $kala mutaci, které jsou
rozptyleny podél celé kddujici sekvence obou genil. Tti muta-
ce v BRCAI genu a dvé mutace v BRCA2 genu se ovSem
vyskytuji s vysokou Cetnosti a dohromady tvori vice nez 50%
vSech detekovanych mutaci. Proto je vhodné vySetfit pacienty
nejdiive na pfitomnost t€chto péti mutaci a dale potom pokra-
Covat vkompletni analyze obou BRCA genti. Pacientlim, u kte-
rych byla detekovana mutace, 1ze nabidnout dispenzarizaci ve
specializovanych centrech a navrhnout prevenci.

Tato prace byla sponzorovina grantem IGA MZCR NR/
8213-3 a MZO 00209805.
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