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Abstrakt

Uvod: Nejvyznamnéj$imi geny spojovanymi s hereditarnim karcinomem prsu a ovarii jsou
BRCA1/2 a vliv na zvySeni rizika se predpoklada téz u NBN. Cilem této prace je stanovit
frekvenci rekurentnich mutaci BRCA1/2 v neselektovaném souboru pacientek s karcinomem
prsu a frekvenci nejéastéj$ich patogennich mutaci NBN v CR, zhodnotit efektivnost
indikacnich kritérii ke genetickému vySetfeni a zvazit rozsifeni spektra testovanych genti o
NBN. Metody: K analyze rekurentnich mutaci 5382insC a 300T>G v BRCAL bylo uzito
RFLP, exon 11 téhoz genu byl analyzovan pomoci PTT, vybrany tsek 11.exonu BRCAZ2
pomoci DHPLC a 6. exon NBN pomoci HRMA.VSechny zachycené mutace byly potvrzeny
sekvenovanim. Vysledky: V souboru 679 neselektovanych pacientek s karcinomem prsu bylo
v BRCAL zachyceno 7 mutaci 5382insC, 3 mutace 300T>G a dalsi 4 jiné¢ mutace. V BRCA2
byly identifikovany dvé lokaln¢ prevalentni mutace. U 730 kontrol byla zachycena pouze
jedna mutace, ato 5382insC v BRCALl. Ve sledovaném tuseku exonu 6 genu NBN bylo
v souboru 600 vysokorizikovych pacientii zachyceno celkem 5 mutaci, z toho dvé 657del5 a
jedna R215W; vsouboru 703 neselektovanych pacientek s karcinomem prsu bylo
identifikovano celkem 8 mutaci, z toho dvé 657del5 a tii R215W; v souboru 915 kontrol pak
bylo detekovano celkem 9 mutaci, ztoho dveé 657del5 a ctyii R215W. Zavér: Frekvence
mutaci v genech BRCA1/2 byla ve sledovaném souboru 2,4%. Souc¢asna indika¢ni kritéria by
zachytila jen 6 ze 16 nosicek. Vysetfovani populaéné specifickych mutaci u vSech pacientek
s karcinomem prsu by zachytilo vice nosi¢li pfed chirurgickym vykonem, coz je pro volbu
terapie klicové. Frekvence sledovanych mutaci v genu NBN je v CR nizka a mezi soubory se

vyrazné neligila. Rutinni vy3etfovani mutaci v genu NBN tak v CR nelze doporuéit.

Kli¢ova slova: karcinom prsu, BRCA1, BRCA2, NBN, NBS1, CR, ¢esky, HBOC, frekvence,

mutace, hereditarni, familidrni, neselektovany, populace, sporadicky



Summary:

Background: An increased risk for development of hereditary breast cancer is associated
with germline mutations in BRCAL/2 and the influence of NBN mutations is also supposed.
The aim of this study is to specify the frequency of recurrent mutations in BRCAL1/2 in
unselected breast cancer patients and the frequency of most common pathogenic mutations in
NBN in Czech republic, to assess current criteria for genetic testing and to consider the
addition of NBN to the tested genes. Methods: Screening for recurrent mutations 5382insC
and 300T>G in BRCA1 was performed by RFLP, screening for mutations in exon 11 of
BRCAL was performed by PTT, screening for mutations in a selected region of exon 11 of
BRCA2 by DHPLC, and screening for mutations in exon 6 of NBN by HRMA. All the
mutations were confirmed by direct sequencing. Results: In 679 unselected breast cancer
patients 7 carriers of 5382insC, 3 of 300T>G, and 4 of other mutations in BRCA1 were
identified. 2 locally prevalent mutations were found in BRCA2. In 730 controls only one
5382insC BRCA1 mutation was identified. Out of 5 NBN mutations found in 600 high-risk
patients two were 657del5 and one R215W. A total of 8 NBN mutation carriers were
identified among 703 breast cancer patients, 2 of them 657del5 carriers and three R215W
carriers. In 915 controls 9 NBN mutations were detected, of which two 657del5 and four
R215W. Conclusion: BRCA1/2 mutation frequency of 2,4% was observed in our series of
unselected breast cancer patients. 10 of 16 BRCA1/2 patients would not meet any of currently
used criteria for genetic testing. Screening of all breast cancer patients might detect more
carriers prior to surgery and thus improve the decision making regarding therapy. NBN
mutation frequency is very low in Czech republic and did not differ significantly among all
three studied groups. Routine screening for NBN mutations in Czech unselected breast cancer

population cannot be recommended.

Key words: breast cancer, BRCAL, BRCA2, NBN, NBS1, Czech, HBOC, frequency, mutation,
hereditary, familial, unselected, population, population-based
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1. UVOD

1. Karcinom prsu

Karcinom prsu je maligni nddorové onemocnéni vychézejici z tkdni prsu. Postihuje predevsim
zeny. V Ceské republice stejné jako ve vétsing vyspélych zemi svéta [1] patii vedle zhoubnych
novotvart kuze k nejcasté€jSim nadorovym onemocnénim u zen[2]. Karcinom prsu predstavuje
spoleCensky vyznamné onemocnéni, a to jak vzhledem k vysoké incidenci a mortalité, tak

vzhledem Kk vysokym nakladiim na diagnostiku i 1é¢bu.

1.1.  Fyziologie prsu

Prs je parovy organ, ktery je u zen tvotren kiizi, mlé¢nou zlazou a tukovym vazivem. Mlécna
zlaza se sklad4d z epitelovych a stromdlnich bunék. Epitel vytvari strukturu vétvicich se
mlékovodu (duktit), které se spojuji ve strukturdlni a funkéni jednotku mlécné Zlazy — lalticek
(lobulus). Terminalni duktolobularni jednotka (,,terminal ducto-lobular unit*, TDLU, obrazek
¢.1) tvofi zakladni stavebni slozku zldzového télesa prsu. Hlavni mlékovody vyustuji
V bradavce. Stroma je sloZzeno z tukové a fibrozni tkané a pfedstavuje vétSinu objemu
nelaktujiciho prsu. Struktura TDLU a pomér zastoupeni stromdlni a epitelové komponenty se

meéni v prubéhu menstruaéniho cyklu, t€hotenstvi, laktace a v menopauze.|[3]

intralobuldrni terminalni duktus

segmentalni

duktuly
duktus

ductus
lactiferi

extralobuldrni
termindlni duktus

i dukte

lobulus

(terminal ducto-lobular unit - TDLU)

Obrazek 1: Anatomie prsu, upraveno podle [4]

1.2. Nadory prsu
1.2.1. Histopatologicka klasifikace nadori prsu
Nejcastéjsimi zhoubnymi novotvary prsu jsou nadory epitelového piivodu — epitelidlni maligni

nadory prsu (primarni karcinomy prsu). Neepitelové varianty zhoubnych nadort prsu



(nejcastéji maligni mezenchymalni tumory) jsou velmi vzacné.[5] Primarni karcinomy prsu se

z klinicko-patologického hlediska déli na neivazivni (karcinomy in situ) a invazivni karcinomy.

1.2.1.1. Karcinomy in situ

Pro karcinomy in situ je charakteristickd pfitomnost malignich epitelidlnich bunék, které
nemaji schopnost invadovat skrze bazalni membranu a vytvaret metastaticka loziska. Podle
histopatologické klasifikace se rozliSuji karcinomy duktalni a lobularni. Duktalni karcinom in
situ (DCIS) tvofi asi 80 % vSech neinvazivnich forem karcinomu a 3-4 % symptomatickych
karcinomli a zaroven predstavuje 17 % vSech karcinomii zachycenych screeningovou
mammografii. DCIS lze déle rozd¢lit do n¢kolika subtypt podle pievazujiciho charakteru ristu
nadorovych bunék (komedo, papilarni atd.). Ve vétSin€ ptipadl se v histologickém nalezu
prolinad vice strukturalnich forem. Lobularni karcinom in situ (LCIS) zahrnuje asi 20 %
neinvazivnich karcinomt, coz odpovida ptiblizné 0,5 % symptomatickych karcinomi. Béhem
screeningu je LCIS detekovan jen asi v 1 % piipadi.[6]

Podle v souéasnosti piijimaného konsenzu piedstavuji karcinomy in situ mezi¢lanek mezi
normalni tkani prsu a invazivnim karcinomem. Navic Vsobé mohou skryvat okrsky
invazivniho karcinomu, ktery nebyl zachycen bioptickym vySetfenim. DCIS ptechazi
do invazivni formy onemocnéni asi v 70 %, zatimco LCIS jen asi v 35 %. LCIS byva casto
multifokalni a multicentricky a v az 15 % piipadd se vyviji karcinom v kontralateralnim

prsu.[6]

1.2.1.2. Invazivni karcinomy

Primérni invazivni karcinomy prsu jsou charakterizovany Sifenim malignich epitelidlnich
bun¢k do okoli a schopnosti vytvaret vzdalena metastaticka loziska v jinych organech. Aktudlni
klasifikace WHO[5] rozliSuje duktalni invazivni karcinom (nejcastéj$im subtypem je NOS —
,hot otherwise specified*), lobularni invazivni karcinom (subtypy klasicky, smiSeny, alveolarni
atd.) a nékolik dalSich histopatologickych typil (tubularni, invazivni kribriformni, Pagetiv
karcinom — postihujici bradavku, medularni atd.), jejichz cetnost vSak v souhrnu neptesahuje
5 %[3]. Z posledn¢ jmenovanych je vyznamny medularni karcinom, ktery je diagnostikovan asi
u 2-3 % vSech karcinomt, nicméné mezi nosickami mutace v genu BRCAL se vyskytuje
V neproporcialné vyssim zastoupeni (az 13 %)[7].

Duktalni invazivni karcinomy, jeZ ptedstavuji zhruba 70-80 % vSech karcinomt prsu, inklinuji
spiSe k solidnimu ¢i invazivnimu ristu a vzhledem k masivni fibroprodukeci mivaji tuzsi

konzistenci.



Vyrazn¢ méné Casty lobularni karcinom (5-10 %) se $ifi typicky infiltrativnim zpisobem, coz
je zpusobeno snizenim exprese E-cadherinu, které ma zanasledek ztratu soudrznosti
nadorovych elementi a kromé volného Sifeni do okolnich tkani prsni zlazy téz casné
metastazovani i do pro karcinomy prsu neobvyklych lokalizaci (meningy, GIT apod.).

Z Klinického hlediska jsou biologické rozdily mezi duktalni a lobularni variantou invazivniho
karcinomu povazovany za méné vyznamné, nez se diive predpoklédalo, a pokud je zvolena

vhodna systémova 1é¢ba, nemaji zasadnéjsi vliv na prognézu onemocnéni.[7], [8]

1.2.2. Grading a imunohistochemické vySetieni karcinomu prsu

Dalsim z kritérii pouzivanych pfti rozhodovani o pribchu 1€cby je tzv. grading, ktery odpovida
stupni diferenciace nadorové tkané. V souasnosti nejvice uzivana tzv. nottinghamska
klasifikace vychazi z kvantifikace a skorovani tii morfologickych parametrt: tvorby tubuld,
jaderné polymorfie a po¢tu mitoz. Vysledné skore udava nadorovy grade 1-3.[9]

V ramci standardniho imunohistochemického vySetfeni se u karcinomu prsu dale urcuje
exprese steroidnich hormonalnich receptori (ER, PR, ev. AR), exprese receptoru c-ErbB-2
(HER2/neu) a hodnota prolifera¢niho indexu Ki67.

Estrogeny maji v regulaci nadorového ristu u karcinomu prsu vysadni postaveni, jejich aktivita
je zprosttedkovana navazanim na specificky jaderny transkripéni faktor — estrogenovy receptor
(ER). ER obsahuje né€kolik domén. DNA vazajici doména rozpoznava specifické oblasti
promotort cilovych gend, tzv. estrogenové responzivni elementy (EREs), pfitomny jsou tézZ
rizné transaktiva¢ni domény a domény zprostiedkujici interakce mezi proteiny. Aktivaci ER je
stimulovana buné¢na proliferace, a to mj. prostfednictvim aktivace ristovych faktord, stimulaci
exprese receptorit pro rustové faktory, aktivaci proteolytickych enzymil a onkogent (napf.
ErbB-2, ras, myc) a inaktivaci antionkogent (p53, RB1, s100a4). Brzy po svém objeveni se ER
stal Siroce pouzivanym prediktivnim markerem odpovédi na hormonalni terapii i dulezitym
prognostickym faktorem. [10] Naproti tomu absence exprese progesteronového receptoru (PR)
piedstavuje vyznamny negativni prognosticky faktor. [11]

Lidsky receptor epidermalniho riistového faktoru 2 (ErbB-2 ¢i HER2/neu) je transmembranovy
receptor s tyrozinkindzovou aktivitou, jehoz ligand zatim nebyl identifikovan a u n€hoz se
predpoklada, Zze heterodimerizaci s dal§imi receptory téze rodiny (ErbB-1, ErbB-3 a ErbB-4),
které vazou epidermadlni rastovy faktor (EGF) nebo heregulin, amplifikuje signaly poskytované
témito receptory. Amplifikace genu c-ErbB-2 je detekovana u piiblizn¢ 15-25 % karcinomt

prsu a silné koreluje s overexpresi jeho proteinu. Amplifikace i overexprese tohoto genu sice



predstavuji negativni prognosticky faktor, ale zaroven predikuji odpovéd na anti-HER2/neu
terapii transtuzumabem (Herceptin)[12], lapatinibem (Tyverb) ¢i pertuzumabem (Perjeta)[13].

Ki67 je jaderny protein, exprimovany v prubéhu celého bunééného cyklu kromé GO faze. Jedna
se 0 marker prolifera¢ni aktivity bun¢k. Ki67 se stanovuje imunohistochemicky pomoci
protilatky MIB1. Pomér bun¢k vykazujicich MIB1 pozitivitu k celkovému poctu hodnocenych
bunc¢k se nazyva Ki67 index. Byva vyjadfovan v procentech. Vysoka mitotické aktivita nddoru

je indikatorem neptiznivého biologického chovani a je spojena s nutnosti radikalnéjsi terapie.

1.2.3. Klasifikace podle profili genové exprese

Vedle tradi¢ni histopatologické a imunohistochemické klasifikace byly na zakladé analyzy
genového 1 proteinového profilu nadorovych bunék karcinomu prsu charakterizovany dvé
navzajem zcela odlisné skupiny: Luminalni karcinomy se odvozuji spiSe z luminalnich bunék
prsni tkan¢ charakteristickych svou sekre¢ni aktivitou a zavislosti na regulaci steroidnimi
hormony, zatimco bazélni karcinomy se odvozuji pfedev§im z myeloepitelii, které nevykazuji
hormonalni zavislost.

Pro klinické pouziti umoznily tyto nové poznatky popsat 5 zakladnich podtypu karcinomu prsu
uvedenych vtabulce ¢. 1: 1. karcinomy sluminalni diferenciaci A — Luminal A
(ER/PR+,HER2/neu-)'; 2. karcinomy s luminalni diferenciaci B — Luminal B (ER/PR+,
HER2/neu+); 3. HER2/neu pozitivni (ER/PR-, HER2/neu+), 4. Basal like karcinomy (ER/PR-,
HER2/neu-, EGFR+ a/nebo cytokeratin 5/6 pozitivni) a 5. Normal like karcinomy (ER/PR-,
HER2/neu-, EGFR-, cytokeratin 5/6 negativni). Pro klinické ucely se tyto podtypy aproximuji
pomoci zastupnych parametrti (Ki67 a grade) na 5 skupin: 1. Luminal A, 2. Luminal B —
HER2/neu pozitivni, 3. Luminal B — HER2/neu negativni, 4. neluminalni HER2/neu pozitivni a
5. triple-negativni (ER-, PR-,HER2/neu-) [14] [15]

karcinomy s luminalni diferenciaci A ER/PR+, HER2/neu-

karcinomy s luminalni diferenciaci B ER/PR+, HER2/neu+

HER2/neu pozitivni karcinomy ER/PR-, HER2/neu+

basal like karcinomy ER/PR-, HER2/neu-, EGFR+ a/nebo cytokeratin 5/6 pozitivni
normal like karcinomy ER/PR-, HER2/neu-, EGFR-, cytokeratin 5/6 negativni

Tabulka 1: Klasifikace typti karcinomu prsu podle profili genové exprese

! Pozitivita ER a PR receptorti (znaménko +) za&ina na hranici 5 % pozitivnich jader nadorovych bun&k. Pozitivita
HER2/neu odpovidda membranové pozitivit¢ 3+ (Hercep Test Dako) ¢&i 2+ (validovano in situ hybridizaénim
vySetfenim).



1.2.4. Epidemiologie karcinomu prsu
V Ceské republice je stejné jako ve vét$ing zemi severni a zapadni Evropy a Severni Ameriky

dlouhodobé zaznamenavana vysoka incidence karcinomu prsu. [2],[16]

1.2.4.1. Incidence a mortalita v CR

Podle udajii Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR bylo v roce 2010 u Zen v Ceské
republice diagnostikovano celkem 6498 novych ptipadi zhoubného novotvaru prsu (ZN prsu,
diagnéza C50), coz predstavuje 8 % vsech diagnostikovanych nadorovych onemocnéni a asi
16 % vsech zhoubnych novotvart diagnostikovanych u Zen. Karcinom prsu se s incidenci
121,3 piipadd na 100 000 osob fadi v zenské populaci na druhé misto po diagnéze C44 (jiny
novotvar kuze).[17]

V roce 2010 dosahla mortalita zhoubného novotvaru prsu V zenské populaci 34 ptipadi na
100 000 osob, coz znamena, Ze na tuto diagnézu zemielo celkem 1837 zen, a jedna se tak

0 diagnézu s nejvyssi umrtnosti Zen U nas.
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Obrazek 2: Graf vyvoje incidence a mortality nadori prsu v Ceské republice[2]

Incidence karcinomii prsu se od zahajeni jejiho sledovani v Ceské republice vroce 1977
soustavné zvySovala a k naruSeni tohoto trendu dochazelo teprve v poslednich letech (obrazek
¢. 2). Naproti tomu mortalita od druhé poloviny 90. let viceméné stagnuje a v poslednich letech
dokonce mimné& klesa. Diky tomu dochizi v Ceské republice od 90. let minulého stoleti

k poklesu indexu mortalita/incidence (obrazek ¢. 3).
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Obrazek 3: Graf ¢asového vyvoje indexu mortalita/incidence pro karcinom prsu u Zen
v Ceské republice[2]

Za dalsi pozitivni trend 1ze povazovat zvySujici se podil pacientek diagnostikovanych v nizsich
stadiich onemocnéni (v roce 2010 bylo témét 77 % vsSech pacientek diagnostikovano

Vv klinickém stadiu I a IT), kdy je Gspé$nost terapie nejvyssi (obrazek ¢. 4).
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Obrazek 4: Graf vyvoje zastoupeni klinickych stadii v dob¢ diagnézy karcinomu prsu
u Zzen v Ceské republice[2]

Incidence karcinomu prsu se zvysuje s pfibyvajicim vékem a nejvyssich hodnot dosahuje
v 6. dekadé veéku. Pred 20. rokem je vyskyt karcinomu prsu velice vzacny. Mortalita
nevykazuje tak strmy narast jako incidence a nejvySsich hodnot dosahuje ve vékové skupiné

nad 75 let.



1.2.5. Etiopatogeneze

Problematika pfi¢in vzniku karcinomu prsu je velice komplexni a nékolikastupniova. Podle
soucasného stavu poznani neni mozné pfi¢iny kancerogeneze jednoznaéné urcit, u nékterych
vSak |ze popsat jejich molekularné biologickou podstatu a je také mozné identifikovat rizikové

faktory, které zvysuji pravdépodobnost vzniku karcinomu prsu.

1.2.5.1. Etiologie a rizikové faktory vzniku karcinomu prsu

Etiologie karcinomu prsu neni dosud jednozna¢né objasnéna. Jednd se o multifaktorialni
onemocnéni, na jehoz rozvoji se podileji jak genetické, tak negenetické faktory.

stimulaci prsni tkan¢, jako je Zenské pohlavi (u Zen se karcinom prsu vyskytuje asi 100x Castéji
nez u muzi), veék, vék nastupu menarché a menopauzy, vék v dobé prvniho téhotenstvi, pocet
t€hotenstvi, porodu ¢i potratt, délka laktace, obezita, uzivani hormonalnich preparati atd.
Karcinomy se Cast¢ji vyskytuji u Zen s ¢asnym néastupem menarché, s vys§sim vékem v dobé
prvniho téhotenstvi ¢i u bezdétnych a téz u zen S pozdnim nastupem menopauzy. Tato zjisSténi
podporuji predstavu karcinomu prsu coby hormonalné¢ dependentniho onemocnéni, kde vyssi
pocet menstruacnich cykld zvySuje riziko vzniku malignity [18]. Mezi nejvyznamnéjsi
geneticky podminéné rizikové faktory pro vznik karcinomu prsu patii vyskyt malignit v roding
(pfedevsim vyskyt karcinomu prsu a/nebo ovaria), nizky vék nemocnych ptibuznych v dobé
diagndzy, jiné maligni onemocnéni v anamnéze a genetické syndromy spojené s vySSim
vyskytem karcinomu prsu (blize oddil 1., kapitoly 3 a 4). V neposledni fad¢€ patii mezi rizikové
faktory karcinomu prsu nezdravy Zivotni styl, konkrétné nedostatek pohybu, nadmérny piijem
potravy bohaté na zivoc¢isné bilkoviny, koufeni, konzumace alkoholu, mastitis ¢i jiné benigni

onemocnéni prsu V anamnéze €i expozice ionizujicimu zareni.

1.2.5.2. Patogeneze a molekularni podstata vzniku karcinomu prsu

Karcinomy prsu se vyvijeji na zakladé kumulace molekularnich alteraci v buiikach prsni Zlazy.
Obecné¢ tyto alterace vznikaji na podkladé nove vzniklych ¢i vrozenych genetickych zmén a
jejich akumulace mize byt akcelerovana zejména v disledku zvySené mitogenni signalizace pfi
nadmérné stimulaci steroidnich hormonalnich receptori [19] (napf. pii prolongované
estrogenni stimulaci) ¢i overexpresi tyrosinkinazovych receptorti receptorové rodiny ErbB

(EGFR, HER2/neu, ErbB-3, ErbB-4) [20], [21].
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Existuji dvé odlisné patogenetické varianty karcinomu prsu: vzacngjsi hereditarni forma (15 %)
charakterizovana rodinnym vyskytem nadorového onemocnéni a Castéjsi nehereditarni forma
(85 %) se sporadickym vyskytem karcinomu prsu v populaci.[22]

Patogeneze obou variant se 1isi, dominantnim patogenetickym mechanismem je vSak v obou
pfipadech hromadéni mutaci gend, které dereguluji kritick¢ signdlné-transdukéni cesty
(buné&cného déleni, apoptozy a reparace genomové DNA), vétSinou prostiednictvim aktivace
protoonkogenti a inaktivace tumorsupresorovych gent. Na podkladé téchto deregulaci vznika
maligné transformovana burika in situ. Ta miZe vzhledem ke genomové nestabilité, jez je
zptisobena poruchami DNA reparac¢nich mechanismu, proliferovat a vytvaret dal$i geneticky
nestabilni dcefiné bunky tolerujici genomové defekty, které zpusobuji dal$i alterace
regula¢nich mechanismd, a vedou tak k rozvoji invazivniho karcinomu. [23], [24] Soubor gent,
u kterych byla prokazana souvislost se vznikem a progresi karcinomu prsu, neni pfi souc¢asném
stupni poznani konec¢ny.

Zatimco pro aktivaci protoonkogenu’, ktery je fyziologicky v bufice pritomen, na onkogen,
ktery vede k tumorogenezi, postauje mutace ¢i zvySena exprese pouze jedné genové Kopie,
dochazi u tumorsupresorovych gend ke ztraté funkce, jsou-li inaktivovany ob¢ alely.
Prostfednictvim Knudsonovy teorie dvojiho zasahu byl demonstrovan rozdil v tumorogenezi
u dédi¢nych a sporadickych forem nadora [25].

V ptipad¢ hereditarni varianty karcinomu prsu nesou postiZené osoby zdédénou inaktivujici
mutaci jedné alely ve vSech svych somatickych buiikdch. Zbyla funkéni alela je pak v cilové
buiice inaktivovana somatickou mutaci béhem zivota jedince a iniciuje zmény v genomu, jez
v kone¢ném disledku vedou ke vzniku nadorového onemocnéni. Riziko vzniku karcinomu je
tudiz u nosi¢ek patogenni mutace v nékterém =z predispozi¢nich gend vyrazné vyssi nez
u sporadické formy. Inaktivujicim defektem Vv genech predisponujich ke vzniku hereditarni
formy karcinomu prsu muze byt bodova mutace ¢i dlouha delece, ktera se projevi jako ztrata
heterozygozity (,,loss of heterozygosity, LOH)[26].

U sporadickych karcinom@t musi Vcilové bunice dojit kinaktivaci obou alel
tumorsupresorového genu spontanné béhem zivota daného jedince, coz je méné pravdépodobné
a ziejme to souvisi s pozd€jsim nastupem onemocnéni. Sporadickd forma karcinomu prsu tak
pfedstavuje spiSe polygenni onemocnéni, u néhoz l1ze prokazat postizeni celé fady genli. Kromé

béznych zmén v primarni sekvenci tu v tumorogenezi pravdépodobné hraji vyznamnou roli téz

! Aktivace onkogenu bodovou mutaci je vzacna, Gastéji se jedna o genovou amplifikaci celého regionu
s onkogenem.
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vlivy epigenetické (napf. hypermetylace promotorovych oblasti), mutace v regulacnich
oblastech ovliviyjicich transkripci [27] stejné jako faktory vnéjsiho prostiedi.

Hereditarni forma karcinomu prsu, vyvijejici se v dasledku zarodeéné mutace predisponujiciho
genu, je ¢asto spojena s niz§im vékem Vv dobé diagndzy a s vyskytem bilateralniho karcinomu.
Kromé karcinomu prsu jsou nosi¢i patogenni mutace v predisponujicim genu téz ohrozeni
rozvojem maligniho onemocnéni v jiné lokalizaci, napt. kolorektalniho karcinomu, karcinomu
prostatu ¢i karcinomu pankreatu. [28-31]

Byla popsana fada gent, které jsou pro patogenezi hereditarniho karcinomu prsu vyznamné.
Mutace v genech BRCAL a BRCA2 jsou spojeny s velmi vysokym rizikem vzniku karcinomu
prsu a ovarii a jsou odpovédné za vétSinu vSech pripadi hereditarniho karcinomu prsu (blize
oddil 1., kapitola 3 a 4). Pro¢ mutace v genech BRCA1 a BRCA2 predominuji pravé ke vzniku
karcinomu prsu a ovarii neni dosud jednoznatné vysvétleno. Geny TP53, PTEN
a LKB1/STK11, které téz vyrazné zvysuji riziko karcinomu prsu, jsou spojené s relativné
vzacnymi nadorovymi syndromy — Li-Fraumeniho syndrom (TP53), Cowdendv syndrom
(PTEN) a Peutz-Jeghersuv syndrom (LKB1/STK11). Geny se stfedni anizkou penetranci
modifikuji riziko vzniku karcinomu prsu v mensi mife a patii mezi n€¢ geny ATM, CHEK?2,
NBN, PALB2, TGFp1, CASP-8, RAD51C, BACH1 a BRIP1.[32] Mira, do jaké uvedené geny
zvySuji riziko vzniku karcinomu prsu, je pfedmétem probihajicich studii.[24] Na zakladé
rozséhlych asociacnich studii byla v neddvné dob¢ vytipovana v ramci celého genomu fada
Castych bodovych polymorfismut (,,single nucleotide polymorphism®, SNP), které¢ sice riziko
vzniku karcinomu prsu samostatné zvysuji jen minimalng, ale u nichz se vzhledem Kk jejich
vysoké frekvenci v populaci piedpoklada synergicky efekt [33] (podrobnéji oddil I., kapitola
3.3).

1.2.6. Piiznaky karcinomu prsu

Naprosta vétSina zachycenych karcinomi, at’ jiz invazivnich ¢i neinvazivnich, je v dobé
diagnozy zcela asymptomaticka. Mezi nejéastéjsi klinické ptiznaky vedouci k diagndze patii
hmatna nebolestiva rezistence v prsu. Rezistence spojena s citlivosti ¢i bolestivosti se objevuje
jen asi v 15 % vsech ptipadi. Samotna mastodynie (bolest prsu) bez jinych klinickych ptiznakt
vede k diagn6ze pouze v 5 % piipadi.

Dal§imi symptomy mohou byt zmény pokozky prsu (napi. zarudnuti, inflamace, retrakce,
zesileni a zarudnuti kize, ,,peau d’orange atd.), nové vznikla retrakce bradavky, patologicka
sekrece z bradavky, ekzantém ¢i svédéni bradavky (Pagetiv karcinom) a zména velikosti,

symetrie ¢i kontury prsu.
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Méng Casté jsou pak pfiznaky spojené s lokalnim zdufenim spadovych lymfatickych uzlin
v axile nebo s metastatickym Sifenim karcinomu, vyrazna inava, nechténé hubnuti, nachylnost
ke zlomeninam a dal$i pfiznaky podle organové lokalizace metastaz. Obecné se doporucuje
jakoukoliv zménu prsu ¢i podpazi oproti béZznému stavu konzultovat bezodkladné s Iékafem

specialistou.

1.2.7. Diagnostika a screening

Pro uspésnost nasledné terapie je u karcinomu prsu zcela zasadni Casna diagnostika 1éze. Pti
podezieni na maligni onemocnéni prsu je prvnim krokem odbér anamnézy a tivodni klinické
vySetieni prsu nasledované diagnostickym mamografickym vySetienim. Ultrazvukové
vySetfeni je rutinn€ vyuzivano pfi nejasném mamografickém nalezu a k posouzeni eventualni
lymfadenopatie. U mladSich Zen s nevyzralou prsni zlazou, u nichZ je mamografie nevytézna,
lze rovnéz pouzit ultrazvukové vySetfeni. Dalsi alternativu v pfipad¢ kontraindikace
mamografie piedstavuje diagnostické NMR vysetfeni, které¢ je rovnéz vyuzivano k doplnéni
mamografického vySetfeni u zdravych osob s vysokym rizikem karcinomu prsu[34]. Ke
stanoveni definitivni diagndzy je vzdy nutné histopatologické potvrzeni 1éze, a to nejcastéji
metodou punkéni verifikace suspektniho loziska pod mamografickou ¢i ultrazvukovou
kontrolou. Pfi stanovovani klinického stadia onemocnéni jsou vyuZivany dal§i zobrazovaci
vySetieni jako scintigrafické vySetfeni skeletu, ultrazvukové vySetfeni bficha, rentgenové
vySetieni srdce a plic, CT ¢1 PET/CT vySetteni atp.

Mamograficky screening karcinomu prsu pfedstavuje metodu sekundarni prevence,
tj. véasného zachytu karcinomu prsu v jeho asymptomatickém stadiu. V Ceské republice jsou
ke screeningu indikovany vSechny asymptomatické pacientky star§i 45 let bianualné [35].
Oficialné byl u nas mamograficky screening zahajen v zati roku 2002. Odhaduje se, ze do roku
2013 bylo dosazeno pokryti 46,1 % vsech indikovanych Zen. Vroce 2012 bylo vCR
mamografem vysetfeno 602 099 osob a celkem bylo zachyceno 3270 ptipadt karcinomu prsu,
Z toho vice nez 72 % ve stadiu carcinoma in situ a T1. [36]

Otazka pfinosnosti mamografického screeningu a jeho vlivu na snizeni mortality a prodlouzeni
celkového pieziti (OS) u pacientek s karcinomem prsu se opakované stava predmétem odborné
diskuse. [37, 38]
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1.2.8. Prognostické faktory

Prognostické faktory umoznuji odhadnout délku preziti (piipadné riziko relapsu) bez ohledu na

zvolenou terapii, zatimco prediktivni faktory determinuji odpovéd’ nadorového onemocnéni na

specifickou 1é¢bu.

Mezi klinicky vyuzivané prognostické a prediktivni faktory patii u karcinomu prsu vék v dobé
diagnozy, klinické stadium onemocnéni vychazejici z klasifikace TNM (tabulka ¢. 2 a 3),
velikost primarniho nadoru, stav axilarnich lymfatickych uzlin, nadorovy grade dle
nottinghamské modifikace Bloom-Richardsonova systému, histologicky podtyp,
hormondlnich receptorti, mitoticky index, exprese receptoru HER2/neu, invaze krevnich

a lymfatickych cév a odpovéd’ na neoadjuvantni chemoterapii. [39]

T: Primarni nador

X

primarni nador nelze hodnotit

TO

bez znamek primarniho nadoru

Tis

duktalni karcinom nebo lobuldrni karcinom in situ, Pagetova choroba

T1
Timi
Tla
Tib
Tlc

nador 2 cm v nejvétsSim rozméru

mikroinvaze do 0,1 cm v nejvétsim rozméru

vétsSi nez 0,1 cm, ne vsak vice nez 0,5 cm v nejvétsim rozméru
vétsSi nez 0,5 cm, ne vsak vice nez 1 cm v nejvétSim rozméru
vétsSi nez 1 cm, ne vSak vice neZz 2 cm v nejvétsim rozméru

T2

nador vétsi nez 2 cm, ne vsak vice nez 5 cm v nejvétsim rozméru

T3

nador vétsi nez 5 cm v nejvétsim rozméru

T4
T4a
T4b

T4c
T4d

NX

nador jakékoliv velikosti s pfimym Sitenim do stény hrudni nebo klze
Sireni na sténu hrudni (nezahrnuje invazi pouze do m. pectoralis)
stejnostranné ulcerace, satelitni kozni uzly,

edém kilzZe (vCetné peau d’orange)

soucasné obé vyse uvedena kritéria 4a a 4b

inflamatorni karcinom

N: Regiondlni mizni uzliny

regiondlni mizni uzliny nelze hodnotit (napr. dfive odstranéné)

NO

v regiondlnich miznich uzlindch nejsou metastazy

N1

metastazy v pohyblivé stejnostranné axilarni mizni uzliné (uzlinach)

N2

metastazy ve stejnostranné axilarni mizni uzliné (uzlinach),
které jsou fixované navzajem nebo k jinym strukturam

N3

MX

metastazy ve stejnostrannych miznich uzlinach
podél a. mammaria interna

M: Vzdalené metastazy

vzdalené metastazy nelze hodnotit

MO

bez vzdalenych metastdz

M1

vzddlené metastazy

Tabulka 2: Karcinom prsu, klasifikace TNM [40]




Karcinom prsu — rozdéleni do stadii (staging)

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T1 NO MO
Stadium IB T0,T1 N1mi MO
Stadium IIA T0,T1 N1 MO

T2 NO MO
Stadium 1I1B T2 N1 MO

T3 NO MO
Stadium IIIA T0,T1, T2 N2 MO

T3 N1, N2 MO
Stadium IlIB T4 NO, N1, N2 MO
Stadium IIC jakékolivT N3 MO
Stadium IV jakékolivT  jakékolivN M1

Tabulka 3: Karcinom prsu, rozd€leni do stadii (staging), podle [40]

K dal$im zvazovanym prognostickym a prediktivnim faktorim se fadi profil genové exprese
(kapitola 1., oddil 1.2.3.), overexprese uPA (inhibitor aktivatori plazminogenu) a PAI/l
(urokinazovy typ aktivatoru plazminogenu), vyskyt mikrometastdz v kostni dfeni, mutace genu
TP53, hladiny cathepsinu D, analyza DNA ploidity a nadorova angiogeneze (,,microvessel
density*).[41, 42]

V poslednim desetileti se na poli prognostiky a predikce karcinomu prsu rozviji trend analyzy
multiparametrové genové exprese V nadorovych buikach. Na zdklad¢é stanoveni genového
profilu aktivace proliferaénich tras, chemosenzitivity, nadorové biologie atp. Ize pacienty
stratifikovat do skupin dle riznych klinickych parametrt.[43] Prvni z genomickych testi, ktery
je v Ceské republice od roku 2014 hrazen z prostiedkil vieobecného zdravotniho pojistént,
Oncotype Dx, stanovuje na zdklad€ analyzy exprese 21 vybranych genli pravdépodobnost
recidivy, moZny piinos chemoterapie u invazivniho karcinomu prsu a pravdépodobnost
recidivy u duktalniho karcinomu in situ.[44] Dalsi multiparametrické testy genové exprese,
jako je MammaPrint (analyza 70 gent), ¢i Rotterdam Signature (76 gent) vykazuji nadéjné
vysledky, ale k jejich zafazeni do klinické praxe je nezbytné provedeni dalSich klinickych

hodnoceni.

1.2.9. Lécba karcinomu prsu

Strategie 1écby karcinomu prsu je zavisla na histopatologickém typu a subtypu nadoru, stadiu
onemocnéni, vysledku imunohistochemického vySetieni, celkovém stavu pacienta, aktudlnim
hormonalnim stavu, na velikosti prsu, na piani pacientky a nové téz v indikovanych piipadech

na vysledku testu genové exprese. U lokalizovanych onemocnéni (klinické stadium I-111) je
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zakladem terapie kurativni chirurgicky vykon, doplnény eventualné dalSimi lécebnymi
modalitami Vv neoadjuvantnim ¢i neoadjuvantnim podani. U metastatického onemocnéni
(klinické stadium IV) neni vétSinou chirurgicky vykon pifinosem a cil systémové 1éCby je
prevazné paliativni. Hlavni terapeutické modality v 1é€b¢é karcinomu prsu zahrnuji kromé
chirurgického vykonu radia¢ni 1é¢bu, chemoterapii, hormonalni terapii a cilenou (biologickou)
1écbu. Pfi vhodném umisténi a menSim rozméru nadoru lze provést parcidlni (prs Setiici)
chirurgicky vykon, ktery nasleduje adjuvantni radioterapie. Nadory vétSiho rozméru je mozné
zmensit (,,downstaging®) neoadjuvantni chemoterapii, a dosahnout tak jejich operability.
V opacném piipadé je indikovano odnéti celého prsu (mastektomie). Postizeni lymfatickych
uzlin je hodnoceno biopsii sentinelové (hlidkové) uzliny, pokud tato obsahuje nador, provadi se
exenterace axily.

Chemoterapie se podava v ¢asnych (neoadjuvantné i adjuvantn€) i v pokrocilych stadiich
onemocnéni a lze ji pouzit u vSech typt karcinomu prsu, ktery je citlivy k relativné Siroké skale
cytostatik. Hormonalni 1é¢ba se pouziva u pacientit s hormonalné dependentnim karcinomem
prsu a je zaloZzena na sniZeni promitotické estrogenni stimulace. Biologicka 1é¢ba cili pfimo na
molekularni mechanismy specifické pro néddorové bunky. U karcinomu prsu se pouziva i
Vv adjuvantni terapii. Pro pacienty s hereditarni formou karcinomu prsu na podkladé mutace
v genech BRCAL/2 se v soucasnosti testuje preparat fungujici prostiednictvim inhibice poly-
(ADP-rib6zo) polymerazy (PARP)[45] (podrobnéji v oddile 1., kapitola 4.2.2.2).

2. Geny spojené s vys$Sim rizikem vzniku karcinomu prsu a ovarii

Pfimy vliv na patogenezi karcinomu prsu a ovarii byl prokazan u fady gent, které koduji
proteiny zapojené do regulace bunééného cyklu a reparace DNA. Tyto déje jsou klicové
K udrzeni integrity genomu. Do skupiny genl zapojenych do procesu reparace dvouietézcovych
zlomti DNA patii geny kodujici jak proteiny, které maji za tkol dvoutetézcové zlomy
detekovat, napt. protein ATM a proteiny MRN komplexu (MRE11l, RAD50, NBN), tak
proteiny, jez se ucastni pienosu a amplifikace signalu od senzorickych na efektorové proteiny
(jako napt. CHK?2), dale pak geny kodujici vlastni vykonné proteiny, které piimo reguluji ¢i
katalyzuji reparac¢ni pochody (BRCA1, BRCA2, PALB2, RAD51), a geny kodujici proteiny
ucastnici se kontroly restrikénich bod bunééného cyklu nebo aktivace apoptozy (p53).[24]
Podle miry rizika se geny predisponujici ke vzniku karcinomu prsu a ovaria déli na geny
s vysokou, stfedni a nizkou penetranci. Zatimco u nosici patogennich mutaci v hlavnich
predispozi¢nich genech BRCA1l a BRCA2 je pravdépodobnost vzniku onemocnéni vysoka

(geny s vysokou penetranci), u dalSich gent je riziko vzniku onemocnéni oproti bézné populaci
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sttedné¢ ¢i malo zvySené (geny se stiedni a nizkou penetranci). Pravdépodobnost rozvoje
nadorového onemocnéni nosice je vyjadiena pomoci relativniho rizika (RR), které je
definovano jako pomér incidence karcinomu prsu u nosi¢i oproti jeho incidenci v bézné

populaci.

2.1. Geny s vysokou penetranci
Za hlavni geny predisponujici ke vzniku karcinomu prsu s vysokou penetranci jsou povazovany

BRCAL, BRCA2 a TP53.

21.11. BRCA1

2.1.1.2. Struktura genu

Oblast DNA, jez je spojovana s Casnym rozvojem karcinomu prsu, byla lokalizovana na
dlouhém raménku chromozomu 17 (17921) v roce 1990 [46] (obrazek ¢&. 5). Sekvence
odpovidajici genu BRCA1 pak byla identifikovana v roce 1994 [47].

s « §z o8
= g = § ¢
- -

Obrazek 5: Umisténi genu BRCAL na chromozomu 17[48]

Gen BRCAL (OMIM 113705) obsahuje 24 exond, z nichz 22 je kodujicich (5592 bp). Jeho
produktem je jaderny fosfoprotein 0 1863 aminokyselinach. [47], [49] V ptivodni praci Mikiho
et al. byla vmezefena Alu sekvence vedouci ke vzniku pfed¢asného stop kodonu oznacena jako
exon 4, proto jsou nyni exony i pfislusné introny ¢islovany 1-3 a 5-24 (GenBank U14680,
L78833). Nejdelsi je exon 11, ktery obsahuje vice nez 60 % kodujici sekvence celého genu,
zatimco ostatni exony jsou vyrazné krat$i. Celd genomicka oblast, jez koduje gen BRCA1,
vykazuje nezvykle vysokou hustotu repetitivnich sekvenci (az 42 %)[49]. V blizkosti 5” konce
genu BRCAL1 se v ,,head to head* postaveni nachazi gen NBR2 (,,Neighbor of BRCA1 gene 2°),
ktery s genem BRCAL sdili obousmérny promotor, a jejich startovaci trankripéni mista jsou od

sebe vzdalena jen 218 bp. Asi 30 kb od genu BRCAL smérem k telomefe je umisténa stejné
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orientovana, zfejm¢ duplikaci vznikla dvojice genti — pseudogen BRCAL (¥ BRCAI), ktery je
tvofen pouze exony la, 1b, 2 a pfilehlymi introny, a gen NBR1 (obrazek ¢. 6). [50, 51] Vysoka
homologie mezi 5" konci geni BRCAL1 a WYBRCAI a mezi NBR1 a NBR2 spolu s vysokou
denzitou repetitivnich sekvenci pravdépodobné vede ke vzniku tady rozséhlych deleci

zasahujicich lokus BRCA1.[52]

centromera telomera
e

i/ : 12412 1 W 2 W > W + /o 5 w—/

Obrazek 6: Schéma duplikované oblasti chromozomu 17921 [51]. Oblasti homologie mezi
NBR1 a NBR2 a mezi YBRCAL a BRCA1 znazorfiuji étverce. Smér transkripce jednotlivych
gent ukazuji Sipky.

U genu BRCAL byly popsany dva odlisné prvni exony (la a 1b). A€koliv maji oba exony rizné
upstreamové promotory a vedou ke vzniku rozdilnych transkriptii, otevieny cteci rdmec zacina
pro oba ve stejné pozici v exonu 2, takze je jimi vzdy kodovan protein o stejné délce.
Transkript exonu 1a je primarné exprimovan v mlééné zlaze a traskript exonu 1b v placenté

a v dalsich organech.

2.1.1.3. Struktura a funkce proteinového produktu

Protein BRCAI1 je nukledrni fosfoprotein tvofeny 1863 aminokyselinami 0 molekularni
hmotnosti 220 kDa. Patii tak mezi nejvétsi lidské proteiny. Na obou jeho koncich byly
rozpoznany vysoce konzervativni interakéni domény, které jsou typické i pro jiné proteiny - na
N-konci tzv. doména ,,RING finger* a na C-konci dvé¢ tandemové domény BRCT (,,BRCA1 C

terminal domain®) (obrazek ¢. 7).
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Obrazek 7: Uspotadani interakénich domén proteinu BRCA1, upraveno podle [53]

»RING finger doména, pro niz je charakteristicky proteinovy motiv tzv. zinkového prstu
(v proteinové smycce jsou protilehlé struktury spojeny dvojmocnym iontem zinku v interakci
se dvéma cysteiny a dvéma histidiny), zahrnuje aminokyseliny 24 — 64[47]. ,,RING finger*
doménu obsahuje fada proteinti s E3 ubikvitin ligdzovu aktivitou, ve kterych se tato doména
podili na interakci s jinymi proteiny ¢i s DNA. Jelikoz je monomer proteinu BRCA1 nestabilni,
asociuje prosttednictvim Své RING domény s RING doménou proteinu BARDI1 (,,BRCAL-
associated RING domain protein 1°) a vytvaii tak stabilni heterodimer s E3 ubikvitin ligazovou
aktivitou dualezitou Vv procesech opravy DNA.[54] C-koncova oblast proteinu BRCA1 je
oznacovana jako transaktivaéni doména a obsahuje dvé tandemové BRCT domény - BRCT-N
(aminokyseliny 1653-1736) a BRCT-C (aminokyseliny 1760-1855), v nichz se nalézaji okrsky
hydrofobnich aminokyselin, jeZ jsou schopny vazat fosforylované proteiny [55]. BRCT
domény vytvareji diky specifickym interakcim homo- i heteroproteinové komplexy a maji téz
traskripéné aktivacni funkci. Vyskytuji se u fady proteinil Gc¢astnicich se procesti reparace DNA
a kontroly bunééného cyklu. Prostfednictvim ,,coiled coil“ domény interaguje protein BRCA1
s proteinem PALB2 (,Partner and Localiser of BRCA2“), ktery vaze protein BRCA2.
Piedpoklada se, Ze tato interakce je jednou ze zasadnich podminek pro spusténi procesu
homologni rekombinace.[56, 57] Jaderny lokaliza¢ni signal (NLSI1), ktery je dulezity pro
presun noveé vzniklého proteinu do jadra buiiky, se nalézd na 5 konci exonu 11.

Centralni oblast proteinu BRCA1 je slozena z ptiblizné¢ 1500 aminokyselin a je z vétsi ¢asti
neuspotadand. To zplsobuje jeji znacnou strukturni flexibilitu, coz umozituje vznik velkého
mnozstvi mezimolekularnich interakci[58], které jsou dulezité pro regulaci signalizace pii
procesech souvisejicich s poskozenim DNA a pro regulaci a stabilizaci velkych proteinovych

komplexd, jako je napt. BASC (,,BRCAL genome surveillance complex)[59] (obrazek ¢. 8).
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Obrazek 8: Schematické zobrazeni interakei proteinti v ramci BASC, pievzato z [60].

Ptedpoklada se, ze vzhledem k pfitomnosti velkého mnozstvi interakénich domén, predstavuje
BRCA1 multifunkéni protein, ktery tvoii celou fadu proteinovych komplext S riznymi
partnery[61]. Spolu snimi se G¢astni mnoha pochodi dulezitych pro udrzeni genomové
stability, pro regulaci transkripce, pro remodelaci chromatinu, pro ubiquitinaci, pro upravu
MRNA, pro ovlivnéni estrogenni signalizace, pro ovlivnéni embryonalniho vyvoje atd. [62, 63]
Zasadni funkce proteinu BRCAL spocivd v udrZzovani genomové stability, a to predev$im
prostfednictvim procest reparace poSkozené DNA (zejména hraje podstatnou roli v riiznych
fazich opravy dvoufetézcovych zlomt) a prostiednictvim regulace buné¢ného déleni (protein
BRCA1 muze vyvolat zastaveni bunécného cyklu v kontrolnim bod¢ S nebo G2/M, a ziskat tak
Cas potiebny k opravé DNA[64]). Oprava dvouvlaknovych zlomi DNA (DSB — ,,double strand
breaks®), vznikajicich nejcastéji ptisobenim ionizujiciho zafeni, ptisobenim chemickych latek
nebo selhanim replikace, mize probihat nékolika zpisoby. Nejcastéji buniky vyuzivaji dvé
hlavni cesty — nehomologni spojovani zlomt (NHEJ — ,.,non homologous end joining®)
a homologni rekombinaci (HR).[65, 66] Homologni rekombinace, ktera k opraveni zlomu
vyuziva identické sekvence sesterské chromatidy, probiha v pozdni S nebo G2 fazi bunééného
cyklu, kdy je DNA zreplikovana a sesterské chromatidy jsou k dispozici. Naproti tomu NHEJ,
u n¢hoZz neni ke spojovani volnych konci DNA pouZivdna sekvencéni homologie, mulze
prob&hnout v jakékoli fazi bunééného cyklu, avSak tato oprava muze vést ke ztraté koncovych
bazi, a tudiz ke zmén¢ sekvence (,,error-prone*)[67]. Protein BRCA1 se ucastni jak procesu
homologni rekombinace, tak velmi pravdépodobné i nékterych forem NHEJ (obrazek
¢. 12).[65, 68] Funkci proteinu BRCAL v HR i NHEJ reguluji proteinkinazy ATM a CHK2,
které fosforyluji BRCAL v oblasti SCD (obrazek ¢. 7), coz ovliviiuje jak kontrolu HR, tak
NHEJ.[69]

20



2.1.2. BRCA?2

Gen BRCA2 (OMIM 600185) byl objeven v roce 1994, klonovan byl o rok pozdéji [70] a je
lokalizovan na dlouhém raménku 13. chromozomu (13ql2), kde zaujima prostor 70 kb
(GenBank NT_024524) (obrazek ¢. 9).[71] Obsahuje celkem 27 exont, z nichz 25 kdéduje
sekvenci 0 10 257 nukleotidech. Jeho dva nejdelsi exony 10 (c.1022-¢.2137) a 11 (c.2138-
c.7069) obsahuji 59 % celé kodujici sekvence, zatimco ostatni exony jsou relativné kratké.
Lokus genu BRCA2 se sklada ze 47 % repetitivnich sekvenci, ztoho 20 % zabiraji Alu

sekvence a dalsich 27 % tvoii LINES (,,long interspread elements®) a jim podobné repetice.
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Obrazek 9: Umisténi genu BRCA2 na chromozomu 13[48]

2.1.2.1. Struktura a funkce proteinového produktu

Proteinovy produkt genu BRCA2 je tvofen 3418 aminokyselinami o celkové molekularni
hmotnosti 390 kDa. Obsahuje 8 vysoce konzervovanych vazebnych domén BRC, jez jsou
kodovany sekvenci 11. exonu. Tyto domény, stejné jako odlisny usek karboxylového konce
proteinu BRCA2, jsou schopny vazat rekombinazu RADS51. Mezi obéma témito useky lezi
DNA-vazajici domény (DBD), které¢ vazi jak jednofetézcovou DNA (ssDNA), tak
dvoutetézcovou DNA (dsDNA). Na karboxylovém konci se téz nachazi tandemové uspotadany
lokaliza¢ni signal (NLS) [53] (obrazek ¢. 10).

Na rozdil od multifunkéniho potencidlu proteinu BRCA1 spociva zakladni funkce proteinu
BRCAZ2 v ucasti na procesu homologni rekombinace, na kterém se protein BRCAL také
spolupodili [53]. Protein BRCA2 se vaze na rekombindzu RADS51 a umoziuje transport
RADS51 do jadra na misto poSkozeni. Reguluje tak formovani RADS51 nukleoproteinového
filamenta, které je nezbytné pro opravu DNA pomoci HR.[72, 73]
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Obrazek 10: Usporadani interakénich domén proteinu BRCA 1, upraveno podle [53]

2.1.3. Gen TP53 a jeho proteinovy produkt

Lidsky tumorsupresorovy gen TP53 (OMIM191170) byl poprvé klonovan v roce 1985. [74] Je
lokalizovan na kratkém raménku chromozomu 17 (17p13).[75] Sklada se z 11 exonu 0 celkové
velikosti cca 20 kb, znichz prvni je nekodujici a zbylych 10 koduje protein slozeny z
393 aminokyselin. Jeho molekularni hmotnost je 53 kDa.

Protein p53 je transkripéni faktor, jehoz struktura je tvofena ¢tyfmi hlavnimi typy funkénich
domén. Na N-konci se nachazeji dvé transkripéné aktivaéni domény, které jsou schopny vazat
fadu zéakladnich transkripcnich faktort, jako je TBP (,,TATA box-binding protein®), TAFs
(,,TBP-associated factors®), p62 atd. V centralni Casti proteinu je umisténa DNA-vazebna
doména. Na C-konci se nachédzi oligomeriza¢ni doména, ktera umoziiuje tvorbu tetrametrti p53,
nezbytnych pro spravnou funkci p53. Déle se na C-konci naléza regulacni doména, pomoci niz
se protein muze nespecificky vazat k riznym formam DNA (v¢etné poskozené SSDNA).[76]
Vrozené mutace v genu TP53 jsou spojeny s Li-Fraumeniho syndromem, vzacnym
onemocnénim, v ramci néhoz se mize vyvinout néktery z charakteristického spektra nadort,
jako jsou sarkomy, karcinomy prsu, nadory mozku a nadory mékkych tkani. Somatické mutace
inaktivujici ob& kopie genu se nachazeji az v 50 % vsech malignich nadort. Vétsina (az 90 %)
inaktivujicich mutaci byla identifikovana v centralni DNA-vazebné doméné.

Po poskozeni DNA dochazi v bunce k fosforylaci proteinu p53 kindzami ATM a CHK2.
Fosforylovany protein p53, rezistentni k ubikvitinem fizené proteasomalni degradaci
zprosttedkované jeho negativnim regulatorem (onkoproteinem Mdm?2), je akumulovan
vV bunécném jadie, tetramerizuje a indukuje transkripci genu kodujici inhibitor komplext
cyklin/CDK p21WAFYCIPL - 0oz vede k zastavé fosforylace proteinu Rb, nezbytné pro vstup
bunky do S faze bunécného cyklu. Neni-li DNA opravena, aktivuje protein p53 transkripci
proapoptotickych genti z rodiny Bcl-2 (Bax, PUMA, NOXA), a indukuje tak apoptozu [77, 78].
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2.2. Geny se stiedni a nizkou penetranci

Rada dalsich gen®, jejichz alterace zvySuji riziko karcinomu prsu a nékterych dal$ich
nadorovych onemocnéni, se vyznacuje stiedni ¢i niz§i penetranci, vyssi Cetnosti a vyraznou
popula¢ni variabilitou v celosvétovém méfitku. Jejich soubor se neustdle rozrista (ATM,

CHEK2, NBS1 (NBN), PALB2, BRIP1, RAD51C, RAD51D, BARD1, TGFf1, CASP-8 a dalsi).

2.2.1. Gen CHEK 2 a funkce jeho proteinového produktu

Gen CHEK2 (OMIM 604373) je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 22
(22912).[79] Jeho produktem je jaderna serin/threonin proteinkinaza (CHK2) o molekularni
hmotnosti 60 kDa. K aktivaci CHK2 dochazi pii posSkozeni DNA prostfednictvim fosforylace
Thr68 kinazou ATM, a to zejména v piipadé vzniku dvoufetézcovych zlomi. Aktivovana
CHK2 proteinkindza dimerizuje a nésledné fosforyluje fadu proteinii podilejicich se na
procesech reparace DNA a na regulaci zastavy buné¢ného cyklu a apoptozy. Cilovymi proteiny
CHK2 proteinkinazy jsou mj. p53, BRCA1, Cdc25A a Cdc25C [80, 81].

Ztratové mutace v tumorsupresovém genu CHEK2 se u heterozygotnich nosi¢ti podileji na
zvySeni rizika fady nadorovych onemocnéni, napt. karcinomu prsu, kolorektalniho karcinomu,
karcinomu prostaty, karcinomu ovarii atd.[82, 83] NosicCstvi ztratové mutace jedné alely v genu
CHEK?2 je konkrétn¢ spojovano se zhruba dvojnasobnym zvysenim rizika vzniku karcinomu
prsu.[24]

Nejcastéji studovanou alteraci piedstavuje posunova mutace 1100delC, ktera je v populacich
severni Evropy a Severni Ameriky oznacovana za variantu predisponujici ke vzniku karcinomu
prsu.[83]

2.2.2.  Gen ATM a funkce jeho proteinového produktu

Gen ATM (,,ataxia telangiectasia mutated*; OMIM 607585) je lokalizovan na chromozomu 11
v oblasti 11922-23 [84]. V genomové DNA zaujima pomérné rozsahly usek cca 150 kb
a obsahuje 66 exonl. Kodujici sekvence o velikosti 9168 bp je piekladana do proteinu
tvofeného 3056 aminokyselinami o celkové molekularni hmotnosti 350 kDa.[85]

Proteinem ATM je serin/treonin proteinkinaza z rodiny PI3K-like kinaz, lokalizovana v jadie,
kde zajiStuje rozpoznavani dvoufetézcovych zlomi DNA a zprosttedkovava odpovéd na
poskozeni DNA.[86] K substratim ATM se fadi tumorsupresory p53 a BRCAI, kinazy CHK1
a CHK2, které zasahuji do regulace bunééného cyklu, a proteiny RPA (,,replication protein
A®), NBS1 (NBN) a FANCD2 (,,Fanconi anemia complementation group D2%), jez jsou

zodpoveédné za zastaveni bunécného cyklu v S fazi [86].
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Vzacné neurodegenerativni autozomalné recesivni onemocnéni ataxia telangiectasia je spojeno
S mutacemi v obou alelach genu ATM. Projevuje se progredujici mozeckovou ataxii,
okulokutannimi teleangiektaziemi, zvySenou cCitlivosti na ionizujici zafeni a predispozici ke
vzniku nadori, nejcastéji hematologickych malignit.[87] U heterozygotnich nosi¢ek mutace v

genu ATM je popisovano zvysené riziko vzniku karcinomu prsu.[80, 88]

2.2.3. Gen NBN

2.2.3.1. Struktura a funkce proteinového produktu

Gen NBN (diive NBS1; OMIM 602667) byl lokalizovan na chromozomu 8g21 v roce 1997 [89]
a poprvé byl klonovan v roce 1998 [90]. Obsahuje 16 exont o celkové genomické velikosti
témef 50 kb.

Gen NBN koduje protein o 754 aminokyselinach nazyvany nibrin. Na jeho N-konci se nachazi
doména FHA (,,forkhead-associated) a dvé tandemové umisténé domény BRCT (obrazek ¢.
11). Toto uspoifadani je typické pro proteiny, které specificky interaguji s fosforylovanymi
rezidui jinych proteint a které se ¢asto podileji na regulaci bunééného cyklu.[91, 92] Centralni
Cast proteinu obsahuje mista, jez jsou fosforylovana ATM kinazou. Na C-konci proteinu NBN
se naléza vazebné misto pro nukleazu MREI11 a kinazu ATM. [93, 94]

nibrin

Obrazek 11: Schematické znazornéni domén a vazebnich motiva v proteinu NBN,
podle [95, 96]

Nibrin je soucasti heterotrimerniho komplexu MRE11/RADS0/NBN (MRN komplex), ktery
hraje dulezitou ulohu v opravach dvoufetézcovych zlomu (od jejich detekce az po samotnou

reparaci), a to predevsim prostfednictvim homologni rekombinace (obrazek 12).[97]
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Obrazek 12: Schéma zapojeni proteinu NBN do procesu homologni rekombinace,
upraveno podle [98]

Zatimco nukledza MREI1 upravuje misto zlomu pied zahajenim homologni rekombinace
a RADS50 zajistuje koherenci komplexu s volnymi konci DNA, zprostiedkovava NBN interakci
S ostatnimi proteiny ucastnicimi se odpovédi na pfitomnost dvoufetézcovych zlomu v buiice
(napt. ATM). Na zaklad¢ téchto procesti vznikd velmi komplexni struktura reparacniho
ohniska. [24, 97, 99, 100] Kromé& oprav dvoufetézcovych zlomu se u nibrinu predpoklada tcast
pfi udrzbé telomer [101] a pii kontrole bunééného cyklu prostiednictvim interakce
s ATM.[102]

Rada studii uvadi zvysené riziko karcinomu prsu i jinych malignit (kolorektalni karcinom,
karcinom prostaty, hematologické malignity atp.) u heterozygoti pro mutaci 657del5. [103,
104]

2.2.3.2. NBS syndrom
U homozygotnich jedinct nesoucich inaktivujici mutaci genu NBN dochazi k rozvoji vzacného

autozomaln¢ recesivniho Nijmegen breakage syndromu. Klinicky se projevuje prenatalni
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a postnatalni rastovou retardaci, zavaznou kongenitdlni mikrocefalii, imunodeficienci,
zvySenou senzitivitou K ionizujicimu zafeni a zvySenym rizikem vzniku hematologickych
a dalsich malignit. Po 3. roce véku se vyviji charakteristicky vzhled obliceje — vystupujici
sttedni obli¢ejové partie a nos, ustupujici nizké celo a velké usni boltce. V laboratornim nalezu
se mj. nachazeji chromozomalni zlomy s typickymi translokacemi (odtud nazev
syndromu).[105] Vétsina pacientd (vice nez 90 %) zejména slovanského puvodu je
homozygotni pro mutaci 657del5.[106] Jen vzacné miize byt pfic¢inou syndromu jind mutace —

vétsinou se jedna o slozené heterozygoty ,,slovanské mutace® s jinou mutaci.[107]

3. Zarode¢né mutace v predispozi¢nich genech

Genové alterace mohou obecné vést ke snizeni ¢i ztraté funkce genu (,,loss-of-function®) nebo
naopak Kk jejimu ziskani (,,gain-of-function®). Oba tyto dé&je hraji dulezitou roli v procesu
kancerogeneze. Alterace vedouci k ziskani funkce mohou zptisobit pfeménu protoonkogenu na
onkogen, zatimco alterace vedouci ke ztrat¢ funkce mohou v procesu maligni transformace vést
ke snizeni ¢i ztraté¢ funkce tumorsupresorovych gent. Alterace v této praci popisovanych
predispozi¢nich genech jsou ztratové, at’ uz nulové nebo hypomorfni. Ke ztraté¢ ¢i snizeni
funkce predispozi¢niho genu mohou vést jak faktory genetické (mutace), tak faktory
epigenetické (DNA-metylace CpG dinukleotidd promotorovych oblasti, modifikace histont,
RNA interference).[108, 109]

U genu predisponujicich ke vzniku karcinomu prsu a ovarii jsou nejcastéji identifikovanymi
genovymi alteracemi kratké (,,small-scale) inzerce, delece a nesmysIné (,,nonsense*) mutace,
mén¢ Casto pak rozsahlé (,,large-scale®) genomové piestavby, za néz jsou povazovany dlouhé
delece ¢i duplikace rozsahlejSich oblasti genomové DNA. Tyto pfestavby se mohou tykat jak
jednoho ¢i vice exond, tak vzacnéji celé kodujici sekvence dotyéného genu. Vice nez polovina
vSech rozsdhlych prestaveb identifikovanych v obou hlavnich predispozi¢nich genech vede
k posunu éteciho ramce, k predéasnému ukonceni translace, a tim ke zkraceni kodovaného
proteinu. [110]

Z hlediska aplikované genetiky lze mutace v predispozi¢nich genech délit na patogenni (které
vedou K inaktivaci vysledného proteinu a vyznamné tak zvySuji riziko vzniku malignit),
neutralni a varianty nejasného vyznamu (,,variants of uncertain significance®, VUS). Ke dvéma
posledné jmenovanym variantdm mohou patfit jak mutace ménici smysl polypeptidového
vldkna (,,missence*), tak intronické ¢i kratké smysl neménici inzerce.

Obecné je mutace povazovana za patogenni, vede-li kK posunu c¢teciho ramce (,,frameshift

mutace), predCasné terminaci translace a nasledné¢ ke vzniku zkraceného proteinového
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produktu. K patogennim mutacim se téz fadi mutace meénici smysl polypeptidového vlakna
,missense) vedouci ke zméné aminokyseliny, jez je soucasti dulezitych funkénich domén
vzniklého proteinu. K posouzeni patogenity variant s nejasnym vyznamem mize slouzit jak
modelovani struktury koédovaného proteinu a porovnani biofyzikalnich vlastnosti chybné
a spravn¢ zaclenénych aminokyselin, napt. Align-GVGD[111], tak segregace rodin na zakladé
onkologické anamnézy, zhodnoceni histopatologickych charakteristik nadoru, sestfihova
analyza RNA[112] ¢i tzv. funk¢ni analyzy [73].

Zatimco somatické mutace ziskava jedinec béhem svého zivota, jsou zarodecné mutace,
0 nichz pojednava tato prace, preddvany na potomky prostfednictvim zarodecnych bunék,
a vyskytuji se tak témét ve vSech bunkach organismu. Vznik de novo zarode¢nych mutaci

v germindlnich bunikach je u genil predisponujicich ke karcinomu prsu vzacny.

3.1. Zarodetné mutace v hlavnich predispozi¢nich genech BRCA1/2

Asi 7 % vsech diagnostikovanych karcinomd prsu [113] a 14 % vsech invazivnich ovarialnich
karcinomi [114] souvisi s pfitomnosti zarode¢né mutace v predispozi¢nich genech. Z toho se
vice nez 80 % naléza v hlavnich predispozi¢nich genech BRCA1/2.[115] Celosvétové bylo na
pritomnost mutace v genech BRCA1 a BRCA2 do dne$niho dne testovano vice nez 1 milion
osob. Doposud bylo identifikovano vice nez 1800 riznych variant mutaci v genu BRCAL a
zhruba 2000 mutaci v genu BRCA2.[116]

V genu BRCAL se patogenni ,,missense* mutace nalézaji zejména v termindlnich interak¢nich
doménach (RING finger a BRCT), které jsou stéZejni pro reparani funkci proteinu
BRCA1[117], zatimco v genu BRCA2 se patogenni ,,missense” mutace nachazeji pifedevs§im
v DNA-vazajici doméné.[118]

70 % vSech mutaci identifikovanych v genu BRCAL tvoii kratké (,,small-scale*) mutace.
V genu BRCAZ2 jsou tyto mutace zachyceny az v 90 % piipadi.[119] Rozséahlé (,,large-scale),
ale predevs§im intragenové, piestavby se vyskytuji v obou BRCA genech, Castéji pak v genu
BRCA1, kde tvori témér 14 % vSech mutaci. Vznikaji pravdépodobné v disledku vysoké
denzity Alu sekvenci Vv intronovych oblastech genu BRCAL. V genu BRCA2 zaujimaji rozsahlé
genomové piestavby jen asi 2,6 % vSech mutaci.[120] Uvedena frekvence rozsahlych
genovych alteraci v genu BRCAL pfiiblizné odpovida vysledku analyzy provedené na naSem
pracovisti [26] (tabulka ¢. 6). Naproti tomu rozsahlé genomové piestavby v genu BRCA2
nebyly v ¢eské populaci zaznamenany.

V bézné populaci je frekvence mutaci v genech BRCA1 a BRCA2 odhadovéana na 1:800 az
1:400 (0,13 - 0.2 %).[121] Popula¢né genetické studie dokazuji, ze mutace vzniklé de novo
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jsou velmi vzacné a Ze nékteré mutace je mozné vysledovat az do obdobi pfed naSim
letopo¢tem.[122] Tyto populacné specifické mutace (,,founder mutations) byly popsany
v mnoha studiich po celém svété. Predpoklada se, Zze ptiivodné€ vznikly u mensiho poctu jedinct,
tzv. zakladatelt dané populace, a Ze se v této populaci pfenaSely z generace na generaci.
V piipad¢ uzavienych populaci (nabozensky ¢i geograficky) je proto jejich frekvence vyrazné
zvysena. A7 3 % askenazskych Zidi jsou nosi¢i jedné z mutaci BRCAL 185delAG!, BRCA1
5382insC ¢i BRCA2 6174delT [123], a mutace BRCAL 185delAG se dokonce vyskytuje az
u 20 % vsech pacientek s karcinomem prsu v zidovské populaci askenazského ptivodu.[124]
Mutace 5382insC, ktera byla v této populaci zaznamenana vcca 0,1 %, se vyskytuje
celosvétove, avsak s nejvyssi frekvenci v Polsku, Rusku a ostatnich zemich vychodni Evropy.
Na rozdil od vétSiny ostatnich se v islandské populaci nejcastéjsi populacné specifickd mutace
nachazi v genu BRCA2. Konkrétné se jedna o BRCA2 999del5, ktera je odpovédna za vétSinu
hereditarnich karcinomt prsu nebo ovaria diagnostikovanych na Islandu a vyskytuje se az
u 0,4 % vsech Island’anti.[125] Aktualné byla popsana populac¢né specificka delece exonu 9-12
v genu BRCAL [ex9-12del], ktera se nachazi u 10 % vSech nosi¢t mutaci v genech BRCA1/2
hispanského ptivodu zijicich ve Spojenych statech.[126] Rozsahla polska studie provedena na
5042 zenach, jejichz ptibuznému prvniho ¢i druhého stupné byl diagnostikovan invazivni
karcinom prsu pied 50. rokem zivota ¢i ovarialni karcinom v jakémkoli véku, odhalila celkem
3,9 % nosicek jedné ze tii mutaci v genu BRCAL, které jsou v Polsku populaéné specifické -
5382insC, C61G a 4153delA.[127, 128] Vysoka frekvence mutaci 5382insC a 300T>G v genu
BRCAL byla popsana u mnoha populaci ve stiedni a vychodni Evropé.[128-134]

V Ceské populaci se predpoklada pomérné vysoky vyskyt populaéné specifickych mutaci. Na
nasem pracovisti byly ve skupiné 735 vysoce rizikovych osob s karcinomem prsu nebo ovaria,
které pochézely z Cech, zachyceny mutace v genu BRCAL u 132 pacientt (17,9 %), a mutace
v genu BRCA2 u 38 jedincu (5,2 %) (tabulky ¢. 4, 5 a 6).[135] Pfiblizné u 68,2 % (90/132)
nosi¢t mutace v genu BRCAL byly identifikovany 4 frekventni mutace tohoto genu (300T>G,
1806C>T, 3819_3823del5 a 5382insC).

! Mutace jsou uvedeny podle b&n& uzivaného nazvu, pokud logika textu nevyzaduje jejich pozi¢ni oznaGen.
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Spektrum bodovych mutaci a kratkych deleci a inzerci v genu BRCA1

detekovanych u ¢eskych pacienti s vysokym rizikem karcinomu prsu a/nebo ovarii

Exon/intron Mutace dle cDNA' Predpokladany efekt mutace Pocet rodin
2 c.187_188delAG p.Glu23ValfsX17 2
5 ¢.300T>G p.Cys61Gly 11

11 c.1135delA p.Lys339ArgfsX2 1
11 c.1246delA p.Asn376llefsX18 2
11 c.1323delG p.Glu402SerfsX8 1
11 ¢.1806C>T p.GIn563X 11
11 .1866A>T p.Lys583X 1
11 €.2382G>T p.Glu755X 2
11 €.2530_2531delAG p.GIn804LeufsX5 4
11 c.3345delA p.Argl076GlufsX5 1
11 c.3358T>A p.Leu1080X 1
11 ¢.3450C>T p.GIn1111X 1
11 c.3819_3823del5 p.Val1234GInfsX8 9
11 c.3875_3878del4 p.Ser1253ArgfsX10 3
11 c.4184_4187del4 p.Asn1355LysfsX10 1
12 c.4284_4285delAG p.Ser1389X 2
13 c.4333delT p.lle1405LysfsX10 1
i-18 c.5271+1G>A p.Trp1718SerfsX2 1
20 c.5370C>T p.Argl751X 1
20 ¢.5385dupC p.GIn1756ProfsX74 59
24 c.5673delA p.Thr1852ProfsX3 1

Nomenklatura mutaci: +1 odpovida A z iniciaéniho kodonu v referenéni sekvenci GenBankU14680; i - intron

Tabulka 4: Spektrum bodovych mutaci a kratkych deleci a inzerci v genu BRCA1
detekovanych u ¢eskych pacientli s vysokym rizikem hereditarniho karcinomu prsu a/nebo
ovarii[135]

Obdobné v moravské populaci bylo detekovano 5 nejCastéji se opakujicich mutaci, z toho
3 v genu BRCAL (300T>G, 3819 3823del5 a 5382insC) a 2 v genu BRCA2 (c.7913 7917del5;
¢.8537 8538del2). Tyto mutace tvofily asi 52 % vSech nalezenych genovych alteraci.[132].
Zatimco mutace v genu BRCAL jsou tedy na Moravé pfiblizn€ dvakrat Cast€j$i nez mutace
v genu BRCA2[132], v ¢eské populaci zahrnovaly vice nez 75 % vSech nalezenych patogennich
mutaci (tabulky 4 a 5)[133].

V poslednich letech byly na cCeské a moravské populaci popsany téz rozsahlé delece
a prestavby v genech BRCA 1 a BRCA2 [26, 136]. Ve vétsing populaci jsou rozsahlé piestavby
lokusu BRCAL pomérné Casté a fada z nich je jedine¢na, naproti tomu v genu BRCA2 se

vyskytuji s nizsi frekvenci nebo viibec. Tento trend byl potvrzen i v Ceské republice [26, 136].
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Spektrum bodovych mutaci a kratkych deleci a inzerci v genu BRCA2

detekovanych u ¢eskych pacienti s vysokym rizikem karcinomu prsu a/nebo ovarii

Exon/intron Mutace dle cDNA' Predpokladany efekt mutace Pocet rodin

2 c.231G>A p.Metllle 1
i-5 c.703+1G>T p.Val159GlyfsX10 1

9 ¢.999_1003del5 p.Asn257LysfsX17 1
10 c.1524_1525delGA p.Asn433ThrfsX18 1
10 c.1642C>T p.GIn472X 2
10 €.2001_2004del4 p.lle591MetfsX22 1
11 c.2745C>A p.Tyr839X 1
11 ¢.3036_3039del4 p.Ala938GInfsX22 1
11 c. 3304A>T p.Lys1026X 1
11 c.3423_3426del4 p.Thr1067LeufsX10 1
11 c.3827_3828delGT p.Cys1200X 1
11 c.4075_4076delGT p.Val1283LysfsX2 2
11 c.4167delC p.Tyr1313X 1
11 c.4206_4209dup4 p.Alal327CysfsX4 1
11 ¢.4512dupT p.GIn1429SerfsX9 1
11 c.5466dupT p.Asn1747X 1
11 c.5873C>A p.Ser1882X 2
11 ¢.5910C>G p.Tyr1894X 3
11 €.5950_5951delCT p.Leu1908ArgfsX2 2
11 c. 5991dupT p.Ala1922CysfsX2 2
11 c. 6174delT p.Ser1982fsx21 2
11 €.6672dupT p.1le2149TyrfsX 1
11 €.6677_6678delAA p.Lys2150SerfsX25 1
11 €.6982dupT p.Ser2252PhefsX9 1
14 €.7379_7380delAA p.GIn2384ArgfsX7 1
15 €.7823_7824insTT p.Pro2532fsX20 1
17 c.8141_8145del5 p.Phe2638X 1
18 ¢.8270_8271delCA p.Thr2681CysfsX11 1
20 ¢.8763_8766del4 p.Arg2845fsX17 1
25 c.9631delC p.Leu3135PhefsX28 1

! Nomenklatura mutaci: +1 odpovida A z iniciaéniho kodonu v referenéni sekvenci GenBankU43746; i - intron

Tabulka 5: Spektrum bodovych mutaci a kratkych deleci a inzerci v genu BRCA2detekovanych
u ¢eskych pacientd s vysokym rizikem hereditarniho karcinomu prsu a/nebo ovarii[135]

Nazev mutace dle cDNA?

Predpokladany efekt mutace  Pocet zachycenych mutaci

1A-2  c..1-32787_80+4067del36934 Zadny transcript? 1
1-17 c..1-21434_5075-1084del80496 ztrata ~90% koédujici sekvence 4
5-10  ¢..1354505_670+361del15552ins35 p.Lys45Asn fsX4 1
5-14 c..135-485_4485-913del31583 p.Lys45 Lys1495del 4
13 c..4186-1787_4358-1669dup6081 p.Val1454Glu fsX7 1
13-19 ..4185+4062_5193+1650del25201 p.GIn1396_Glul731del 1
18-22 ¢..5075-1135_5046+347del16316 p.Aspl692Gly fsX27 1
21-22  ¢..5278-492_5407-128del3779ins236 p.lle1760_Thr1802del 2
21-24  ¢..5278-2135_5592+18067del25639insTAG  ? 1

Tabulka 6: Rozsahlé prestavby v genu BRCAL identifikované u Ceskych pacientil s vysokym
rizikem hereditarniho karcinomu prsu a/nebo ovarii [26]
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Frekvence vyskytu nejcastéjsich mutaci v genech BRCA1 a BRCA2 nebyla dosud
u neselektované ceské populace s karcinomem prsu stanovena, a jeji urceni je jednim z cild

predkladané prace.

3.1.1. Riziko vzniku karcinomu prsu a ovarii u nosi¢ti mutace v genech BRCA1 a BRCA2
Populaéni celoZivotni riziko vzniku karcinomu prsu v nezatizené zenské populaci se odhaduje
na 6 -12 %, u karcinomu ovarii asi na 2 %.[2, 137-139] Nosi¢i mutace v genu BRCA1 maji do
70 let véku obecné az 57% pravdépodobnost vzniku karcinomu prsu a 40% pravdépodobnost
rozvoje karcinomu ovarii, zatimco nosi¢i mutace v genu BRCA2 maji do 70 let véku obecné
az 40% pravdépodobnost vzniku karcinomu prsu a 18% pravdépodobnost rozvoje karcinomu
ovarii.[140] Interindividualni variabilita v riziku vzniku téchto malignit se pfipisuje jak
genetickym, tak environmentalnim modifikatorim rizika. [141, 142]

Star$i studie, jez se zabyvaly polohou mutaci v ramci genu BRCAL1 a BRCA2, asociovaly
S vy$§im rizikem vzniku karcinomu ovaria patogenni mutace, které¢ byly lokalizovany
Vv centralni ¢astech obou genu (,,0varian cancer cluster regions®; OCCR), naproti tomu mutace
Vv proximalnich a distalnich ¢astech tohoto genu spojovaly spiSe s karcinomem prsu.

Studie CIMBA potvrdila na velkém souboru pacientl, ze patogenni mutace
v 5" a3 koncovych oblastech genu BRCA1 a BRCA2 jsou spojeny s vysSim rizikem

karcinomu prsu neZ mutace v centralnich oblastech.[141]

Kromé genetickych modifikator, jez byly popsany pomoci GWAS (,,genome-wide
association study*) muze byt variabilita v riziku vzniku karcinomu prsu a ovarii u nosici
mutaci v genech BRCA1 a BRCA2 téz vysvétlena tzv. modifikatory vné&jsiho prostiedi.[142-
145]

Na zakladé téchto genetickych a environmentalnich modifikéatora 1ze vyclenit skupinu nosict
mutaci v genu BRCA1 vykazujici nejvyssi riziko rozvoje karcinomu prsu nebo ovarii, u nichz
je nosiCstvi spojovano saz 81% pravdépodobnosti vzniku karcinomu  prsu
a 63% pravdépodobnosti vzniku karcinomu ovarii do 80 let véku. Obdobné nosi¢i mutace

v genu BRCA2 z nejrizikovejsi skupiny dosahuji az 83% rizika vzniku karcinomu prsu.[146]
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3.1.2. Klinické a histopatologické charakteristiky karcinomii prsu u pacientii s mutaci

v genu BRCA1/2
Smutaci vgenu BRCA1l jsou nejcastéji spojovany duktalni adenokarcinomy (74 %).
V porovnani se sporadickymi karcinomy je u nich Castéji zastoupen medularni typ1[147], ato
az ve 13 % oproti 2 % v bézné populaci.[148] Karcinomy zpisobené mutaci v genu BRCAL
jsou obvykle hute diferenciované (grade 3), mivaji vyssi mitoticky index, Castéji obsahuji
nekrotickou tkan [149], vykazuji niz8$i procento tubularni diferenciace a naopak vy$s$i miru
bunééného pleomorfismu. Pro karcinomy zptsobené mutaci v genu BRCAL je charakteristicka
niz8i exprese estrogenovych receptort alfa (ERa), vyssi exprese estrogenovych receptord beta
(ERPB), nizka exprese progesteronovych receptorti (PR) a nizka exprese receptoru 2 pro lidsky
epidermalni rustovy faktor 2 (HER-2/neu).
Uvedené klinické a histopatologické charakteristiky ukazuji na agresivnéjsi fenotyp nadoru
zpusobeného mutaci v genu BRCA1.[150] Dalsi imunofenotypové charakteristiky karcinomu
smutaci vgenu BRCALl jsou obdobné¢ jako u progenitorovych bunék prsu, znichz
pravdépodobné mohou tyto nadory vznikat (na rozdil od karcinoml s mutaci v genu
BRCA2).[151] Z hlediska genetického profilovani patii karcinomy odvozené z mutace v genu
BRCA1 nejcastéji k bazalnimu subtypu.[152] Z hlediska klinického pak tyto karcinomy
inklinuji k vys$i frekvenci vzniku plicnich metastdz a metastdaz do CNS.[153] Studie, jez
srovnavaly celkové preziti pacienti s diagnézou karcinomu vzniklého na podkladé mutace
v genu BRCAL s celkovym prezitim pacientli se sporadickym karcinomem prsu vyznivaji
nejednoznaéné. Popisuji bud’to obdobnou, nebo zkracenou dobu celkového preziti.[154]
S mutaci vgenu BRCA2 je podobné¢ jako s mutaci vgenu BRCAL spojovan piedevSim
histopatologicky typ invazivniho duktalniho karcinomu (76 %), navic zde vsak byl Casté&ji
zaznamenan vyskyt invazivniho lobularniho, tubularniho nebo kribriformniho typu.[148]
Karcinomy zpusobené mutaci v genu BRCA2 byvaji sttedné az hiife diferenciované (grade 2-
3) a podobn¢ jako u BRCAL mivaji vyssi mitoticky index, vykazuji nizsi procento tubularni
diferenciace a naopak vys$§i miru bunétného pleomorfismu.[155] Imunofenotyp téchto
karcinomil se vyznamné nelis$i od fenotypu sporadickych karcinomt a oproti karcinomim na
podkladé mutace v genu BRCAL vykazuje vyssi expresi ERa a PR. Naopak podobné jako
u karcinomu zpusobenych mutaci v genu BRCAL je u nich popisovana vyrazné niz$i exprese
HER-2/neu receptord oproti sporadickému vyskytu.[156] Novéjsi studie dale u téchto

karcinomii uvadéji vyssi expresi fibroblastového ristového faktoru 1 (FGF1) a receptoru pro

! Frekvence karcinomi s vy$§im gradem a medularnim histopatologickym typem je jestd dast&j3i ve skupind
pacientu s karcinomy spojovanymi s mutacemi v genu BRCA1 pod 50 let véku.
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fibroblastovy rastovy faktor 2 (FGFR2).[157] Vétsina karcinoml asociovanych s mutaci
v BRCAZ2 se tadi k luminalnimu subtypu a ¢asto vykazuje overexpresi ER/PR/CKS8/CK18, coz
je odlisuje od karcinomt spojovanych s mutaci v BRCALl. U karcinomi vzniklych na
podkladé¢ mutaci v genu BRCAZ2 je pozorovan vyssi vyskyt metastaz do kosti a mékkych
tkani, a to v zavislosti na jejich ER pozitivité.[153] Stejné¢ jako u pacienti s karcinomy
souvisejicimi s mutacemi v genu BRCA1 jsou data ohledné celkového pieziti pacientl

nejednoznacna.[154]

3.2. Zarodefné mutace v Ostatnich predispozi¢nich genech

Asi 20 % invazivnich karcinomi prsu, u nichz se predpoklada ptitomnost patogenni mutace
v predispozi¢nich genech, je spojovano bud'to s alteracemi v ostatnich predispozi¢nich genech
s vysokou penetranci (TP53, PTEN, LKB1 a CDH1) nebo s alteracemi v genech s nizkou
a stfedni penetranci (CHEK2, ATM, PALB2, BRIB1, RAD1C, RAD1D, NBN, BARD1 atd.).
Schéma interakci proteind asociovanych se zvySenym rizikem vzniku hereditarniho

karcinomu prsu je znazorné€no na obrazku ¢. 13. [115]

Obrazek 13: Schéma interakci proteinii asociovanych se zvySenym rizikem vzniku
hereditdrniho karcinomu prsu. Cervené jsou znazornény proteiny, v jejichz genu byla
identifikovana zarodecnd mutace (pocet zarode¢nych mutaci popsanych v daném genu
uvadi ¢islo pod nazvem proteinu). Upraveno podle [158].

Sirsi zapojeni gent s nizkou a stéedni penetranci do klinického genetického testovani souvisi
srozvojem metod paralelniho sekvenovani (,,next-generation sequencing“, NGS), které

umoziuje nadale rozsifovat spektrum dalSich kandidatnich gent.[159]

33



V ceské populaci byl soubor vysoce rizikovych pacientli analyzovan na mutace v genech ATM
(tabulka 7), CHEK2 (tabulka 8) a TP53 (tabulka 9).[160-162]

Nazev mutace dle cDNA Predpokladany efekt mutace Pocet zachycenych mutaci
i-36 €..5177+1G>A p.Glul669Val fs11X 1
42 c..5932C>T p.Glu1978X 1
i-43 ..6096-9del5 p.Arg2052Arg fs15X 2

Tabulka 7: Spektrum mutaci v genu ATM detekovanych u ceskych pacienti s vysokym
rizikem hereditarniho karcinomu prsu a/nebo ovarii [135]

Exony Nazev mutace dle cDNA Predpokladany efekt mutace Pocet zachycenych mutaci
89 €..909-2028 1095+330del5395  p.Met304Leu fsx16 5
10 c..1100delC p.Thr367Met fsx15 4

Tabulka 8: Nejcastéjsi mutace v genu CHEK2 detekované u ¢eskych pacientd s vysokym
rizikem hereditarniho karcinomu prsu a/nebo ovarii[26]

Ndazev mutace dle cDNA Predpokladany efekt mutace  Pocet zachycenych mutaci
1A-2  c..760A>G p.lle254Val 1
1-17  c..818G>A p.Arg273His 1
5-10 c..815T>G p.Val272Gly 1
21-24 c..998G>A p.Arg333His 1

Tabulka 9: Spektrum mutaci v genu TP53 detekovanych u ¢eskych pacientti s vysokym
rizikem hereditarniho karcinomu prsu a/nebo ovarii [162]

3.2.1. NBN

Nejcastéjsi mutaci v genu NBN u nemocnych s Nijmegen breakage syndromem (vice nez
90 %) predstavuje patogenni mutace ¢.657-661del5 v exonu 6.[90]

Kromé této mutace bylo u pacienti s NBS prozatim zaznamendno dalSich 11 patogennich
mutaci, které bud’to méni smysl polypeptidového vldkna (,,missense* mutace) nebo vedou ke
zkraceni vzniklého proteinového produktu.[163] U nosi¢t mutace v genu NBN bylo popsano
zvysené riziko vzniku nadorového onemocnéni, predevsim karcinomu prsu, karcinomu ovarii,
kolorektalniho karcinomu, maligniho melanomu, karcinomu prostaty a leukémii a NHL [104,
164-168]. Ve skupinach pacientii s nadorovym onemocnénim byly jako nejcastéjsi
identifikovany tfi mutace: vySe zminéna 657del5 a dale R215W(c.643C>T) a 1171V (c.511
A>G).[104, 164, 167, 169]
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Mutace 657del5 je hypomorfni, nebot’ vede ke vzniku dvou zkracenych fragmentti proteinu

NBN. Zatimco N-terminalni fragment (p26-nibrin) o hmotnosti 26 kD vznikd z fddného

.....

.....

terminalni ¢ast proteinu. Bylo experimentalné ovéfeno, Ze oba tyto fragmenty (obrazek ¢. 14)
mohou ¢astecné nahradit funkci nezkraceného proteinu.[170]

Naproti tomu mutace R215W v exonu 6 genu NBN vede k zavazné destabilizaci vzniklého
proteinu, jehoz hladina u homozygotd nepiesahuje 20 %, coz vede k vyznamnému snizeni
aktivace kinazy ATM.[171-173] Nékolik studii potvrdilo zvySené riziko vzniku karcinomu
prsu jak pro nosi¢e mutace 657del5 [174, 175], tak pro nosi¢e mutace R215W[172]. Analyza
mutaci v genu NBN nebyla doposud v Ceské republice ve skupiné vysoce rizikovych pacienti

provedena, a je jednim z cilt ptedkladané prace.

S278 S343  S397 $616
p95-nibrin
L208 L233 L334 L4441 LSIOC L6|“ I.GOISJ
L7115
LGS0
Less
L208 sz su3 s 615
p70-nibrin 221 754
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L71s
L6%0
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Obrazek 14: Schéma genu NBN (NBS1), jeho nezkraceného proteinového produktu a
dvou proteinovych fragmentt, které vznikaji na zaklad¢ delece 657del5. Zdroj: [95].

3.3. Polygenni riziko vzniku karcinomu prsu

Rodinny vyskyt karcinomu prsu je zavaznym rizikovym faktorem. U celkem 15 % pacientek
s diagn6zou invazivniho karcinomu prsu se v rodinné anamnéze vyskytuje nejméné jedna
ptibuznd prvniho stupné s invazivnim karcinomem prsu. NavySeni hodnoty relativniho rizika
vzniku karcinomu prsu, které z pfibuzenského vztahu s nemocnou vychazi, je jen zcasti
vysvétlitelné zdédénou mutaci v nékterém z definovanych predispozi¢nich geni (obrazek
¢.15). Na =zaklad¢ asociacnich studii (GWAS) na rozsahlych souborech pacienti
s karcinomem prsu a zdravych kontrol byly identifikovany obvyklé (10-50 % populace)

genetické varianty v 76 lokusech, které jsou spojeny s nepodstatnym (méné nez 1,5nasobnym)
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navySenim rizika vzniku karcinomu prsu. V soucasnosti se predpoklada, ze asi 28% podil na
riziku spojeném s familiarnim vyskytem karcinomu prsu Ize vysvétlit synergickym efektem
genetickych alteraci v téchto lokusech, ztoho celkem 14 % nebylo zatim identifikovano

(obrazek &. 15).[176, 177]

Locus___ SNP___ Oddsratio ll Locus SN __Odds ratio

6q14.1 $17529111  1.97 8q24 513281615  1.09 CDCA7  rs1550623 0.4
“BRCA2 11571833  1.44 TOX3 153803662 1.09 10q26.12  rs11199914  0.94
CHEK2 CCND1 1575915166  1.38 coviz 1513320835  1.09 cox11 rs6504950  0.94
ATM ESR1 13757318 133 1p13.2*  rs11552449  1.08 *SSBP4  rs4808801 0.94
PALB2 FGFR2 152081579 133 2435 516857609  1.08 2435 1513387042  0.93
BRIP1 CCND1  rs554219 133 RANBP1 15204247 1.08 PDE4D 151353747 093
1p53 RAD51C FGFR2  rs2981582 1.26 ZMmiz1 15704010 1.08 11q131  rs3903072  0.92
pren RAD51D *MERIT40 rs8170 1.26 12q24 151292011 1.08 11q24.3  rs11820646  0.92
LkB1 BARD1 d TERT rs10069690  1.24 3p26.2 156762644 1.07 PAX9 152236007 092
CDH1 o DNAJCT 111814448 122 8p21.1 159693444 1.07 RADS1LT  rs999737 0.92
o~ znamé CCDN1 5614367 1.21 8qea21  r1s11780156  1.07 NRIP1 152823093 092
SNP MKL1 16001930 1.21 LSP1 s3817198  1.07 PEX14 15616488 0.91
/ 14% MDM4 1$4245739 1.19 CCDC8SC  rs941764 1.07 FOXQ1  rs11242675  0.91
/ o ESR1 12046210 1.16 TET2 159790517 1.06 82111  rs6472903 091
regaRsdans N HNF4G 152943559 1.14 CDKN2A/B 11011970  1.06 RADS1L1  rs2588809  0.91
\ 5p12 1510941679  1.13 TGFBR2  rs12493607  1.05 LGR6 rs6678914 09
12p131 1512422552 1.3 9q31.2 510759243 1.05 NTN4 1517356907 0.9
MAP3K1 1889312 1.12 DNAJC1  rs7072776 1.05 2q14.2 1s4849887  0.89
TCF7L2 157904519 112 191331  rs3760982 1.05 9q31 1s865686 0.89
22q122 15132390 112 RAB3C 1510472076  1.04 ZNF365  rs10995190  0.86
neobjasnéné / 2p24.1 12710696 1.1 ANKRD16 rs2380205 098 ADAM29  rs6828523  0.84
/ 2q31.1 152016394 1.1 *CASP8 11045485 097 MERIT40  rs2363956  0.82
SLC4A7 154973768 11 7435 1S720475 0.96 TERT 1s2736108 0.7
EBF1 151432679 14 CHST9  rs1436904  0.96 PTHLH  rs10771399  0.72

FTO 11075995 1.1 FTO 1517817449 0.95

1p11.2 1511249433  1.09 18ql12  rs527616 0.95

Obrazek 15: Genetické alterace predisponujici ke karcinomu prsu. Graf vlevo ukazuje, do
jaké miry se jednotlivé varianty podileji na familiarnim riziku. Tabulka uvadi lokus, kde
se jednonukleotidovy polymorfismus (,,SNP*) nachazi, jeho oznafeni a miru navyseni
rizika (,,odds ratio*). Upraveno podle [33].

4. Klinické aspekty

Podle zptsobu vyskytu karcinomu prsu vrodinach se rozliSuje hereditarni, familiarni
a sporadicka forma vyskytu onemocnéni.

Hereditarni forma byva charakterizovana autosomalné¢ dominantnim ptfenosem patogennich
mutaci ve vysoce penetrantnich genech, niz§im vékem v dobé diagndzy (v porovnani se
sporadickym karcinomem prsu asi 0 10-15 let dfive), ¢astou pfitomnosti nadorové duplicity
(¢i multiplicity) a bilateralnim ¢i multifokalnim karcinomem prsu.[178]

Pokud je v rodin€ pozorovan vyssi vyskyt karcinomu prsu nez v bézné populaci, ale nelze
vysledovat specificky zplsob dédi¢nosti, hovofime o tzv. familiarni form¢& karcinomu prsu,
ktera je pravdépodobné zplisobena kombinaci efektu stfedné¢ a nizkopenetrantnich
predispozi¢nich genil a faktort prostiedi. VétSina genetickych alteraci, u nichz se predpoklada
spoluucast na rozvoji familidrni formy karcinomu prsu, neni zatim jasn¢ identifikovéna.

U sporadické formy karcinomu pak nelze vysledovat dédi¢nost karcinomu prsu Vv rodiné

pacienta.[179]
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Tato klasifikace ma za ukol pomahat klinickym genetikiim stanovit riziko vzniku karcinomu
prsu u vysetfované osoby a pomoci rozhodnout, zda ma byt provedeno genetické vySetieni
v roding, piipadné u jakych jejich ¢lent a jaké geny ¢i mutace maji byt testovany. Rozdéleni
jednotlivych forem vyskytu karcinomu prsu V klinické praxi vSak casto neni takto
jednoznacné, naptiklad nékteré rodiny se zdanlivé sporadickym vyskytem onemocnéni mohou
byt na zakladé novych poznatkd o nizkopenetrantnich genovych alteracich piekvalifikovany

na rodiny s familiarni formou vyskytu onemocnéni.

4.1. Syndrom hereditarniho karcinomu prsu a ovarii

Syndrom hereditarniho karcinomu prsu a ovarii (,,hereditary breast and ovarian cancer
syndrome®, HBOC) lze definovat podle charakteristickych znakt uvedenych v tabulce ¢. 10,
ktera byla upravena podle nejnovéjsich doporuceni americké organizace NCCN (National

Comprehensive Cancer Network) [180].

Syndrom hereditarniho karcinomu prsu a ovarii (HBOC)

e autosomalné dominantni pfenos specifické genetické alterace s vysokou patogenitou a penetranci

e Casny nastup onemocnéni

o vyskyt nadord prsu Ci ovarii v rodiné

e vyskyt bilaterdIniho karcinomu prsu a/nebo ovarii v rodiné

e vyskyt duplicitniho karcinomu prsu a ovarii (jedinci s karcinomem v obou lokalizacich) v rodiné
e vyskyt nadorovych onemocnéni v jinych lokalizacich® v rodiné

e vyskyt karcinomu prsu u muzskych ¢len( rodiny

!zejména karcinom prostaty, kolorektalni karcinom, karcinom pankreatu a maligni melanom Tabulka 10:
Syndrom hereditarniho karcinomu prsu a ovarii, charakteristické znaky, podle [181, 182]

V ramci vyzkumu dédi¢nosti karcinomu prsu byla identifikovana celd fada predisponujicich
gend, zésadni klinicky vyznam vSak maji pouze patogenni mutace S vysokou penetranci
Vv hlavnich predispozi¢nich genech BRCA1 a BRCA2, které u svych nosi¢i mohou vést
K rozvoji symptomtl pozorovanych v ramei syndromu HBOC.

Se syndromem HBOC mohou byt asociovany dalSi klinické syndromy, jako napt. Li-
Fraumeniho syndrom (TP53), Cowdeniv syndrom (PTEN) atp., které jsou definovany na
zakladé specifické alterace v jednom z vysoce penetrantnich predispozi¢nich genii a pro néz je
téz charakteristick¢é vyznamné zvySené celozivotni riziko vzniku karcinomu prsu ¢i ovarii.
Spektrum typickych nddorovych diagn6z v rodinach postizenych témito syndromy se vSak od

syndromu HBOC 1i8i.[179]
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Jen asi 25 % vSech pfipadd karcinomu prsu, u nichz je zvySené riziko vyskytu spojeno
S pozitivni rodinnou anamnézou, vysvétluje pfitomnost patogenni mutace v genech s vysokou
a stiedni penetranci.[177] Zbyvajicich 75 % je piipisovano alteracim a polymorfismum
v fadé dalSich predispozi¢nich geni S nizkou penetranci [33], vytipovanych na zakladé
asociacnich studii (GWAS) a analyz, které sice ovliviwji riziko vzniku karcinomu prsu casto
jen velmi slab¢, ale vzhledem K jejich relativné vysoké alelické frekvenci se predpoklada
jejich synergicky ucéinek [24, 177]. V neposledni fadé¢ se muze HBOC typicky fenotyp
vyskytovat 1 u jedincl, u nichz nebyla soucasnymi metodami detekovéna Zadnd geneticka
pficina.[179] | v takovém piipadé¢ by se méla preventivni opatieni shodovat s rozsahem
opatieni stanovenych pro nosice S identifikovanou mutaci V hlavnich predispozi¢nich

genech.[179]

4.2. Genetické vySetieni a genetické poradenstvi

Genetické vySetfeni (a nasledné poradenstvi) predstavuje nékolikafazovy proces. Nejdiive
jsou lékafem prvniho kontaktu (napt. prakticky lékat ¢i klinicky onkolog) zjiStény vstupni
informace [180] a pti podezieni na geneticky puvod nadorového onemocnéni by mél byt
adept na vysetfeni odeslan do specializovaného centra, kde mu je odebrana osobni a rodinna
anamnéza (3- a 4generacni rodokmen). V pifipad¢ karcinomu prsu je pozornost vénovana
zejména: veéku v dobé diagndzy, ,triple-negativnimu* histopatologickému typu, vertikdlnimu
pfenosu onemocnéni, mife penetrance, bilateralnimu vyskytu karcinomu prsu, duplicitnim
nadorovym onemocnénim a vyskytu dalSich nadorovych onemocnéni v rodiné (zejm.
karcinom prsu, karcinom ovarii, karcinom prsu u muze, karcinom prostaty, karcinom
pankreatu). Dale by méla byt zjiStovana specificka etnicka pfisluSnost (napt. pfisluSnost
k populaci askenazskych Zidii miize modifikovat indika¢ni kritéria).

Na zakladé zjiSt€nych informaci je u zdravych jedincti odhadnuto riziko vzniku nadorového
onemocnéni. U pacientl s jiz diagnostikovanym karcinomem prsu je pak odhadnuto, zda je
jejich onemocnéni spojeno s nékterym z hereditarnich nadorovych syndromt (HBOC, Li-
Fraumeniho, Cowdentv ¢i Peutz-Jeghersiv syndrom) nebo zda se jednd o familidrni ¢i
sporadickou formu karcinomu prsu.

Splituje-li testovana osoba indika¢ni kritéria stanovena Ceskou onkologickou spole¢nosti
a Spolec¢nosti 1ékarské genetiky[181, 183] uvedena v tabulce 11, nasleduje samotné genetické

vySetieni, které je vSak nedirektivni a pacient jej mize odmitnout.
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K molekularné-genetickému vySetfeni lze pfistoupit teprve po fadném pouceni testované
osoby a nasledném podpisu pisemného informovaného souhlasu. Genetické vySetfeni se
zahajuje u nejmladsi plnoleté osoby s nddorovym onemocnénim z celé rodiny.

Po odbéru je biologicky material odeslan na specializované pracovi§té (napi. Ustav biologie
a lékaiské genetiky, VFN Praha &i Oddéleni epidemiologie a genetiky nadori, MOU v Brng),
kde je pfedzpracovan a uchovan (preanalytickd faze). V ramci vlastni analytické faze pak
probiha samotnd analyza predispozi¢nich genii. Nejdiive by mély byt vySetfeny populacné
specifické mutace, a pokud je vysledek negativni, mélo by nasledovat postupné vysetieni
vsech kodovanych sekvenci dle spravné laboratorni praxe[184] a doporuceni European
Molecular Genetics Quality Network (EMQN) [185]. Spektrum gent rutinné vySetfovanych
Uosob s vysokym rizikem geneticky podminéného Kkarcinomu prsu v Ceské republice
zahrnuje vétSinu kodujici sekvence hlavnich predispozicnich genit BRCA1 a BRCAZ2, které
jsou testovany jak na pritomnost kratkych, tak dlouhych genovych alteraci, a dale 2 vybrané
alterace v genu CHEK2 (1100 delC a velka delece exont 8-9).[181]

V postanalytické fazi jsou vysledky analyzy a jejich interpretace (popis rozsahu molekuldrné
genetické analyzy, pouZzité metody vcetné jejich limitace, popis patogenity nalezené mutace,
klinicky vyznam ve form¢ odhadovanych rizik vzniku malignit a doporuceni pro mozné
prediktivni testovani u pfibuznych) zformulovany do zavérecné zpravy, jez je odeslana lékari,
ktery vySetfeni indikoval. Ten nasledné testované osob¢ sdé€li vysledek vySetfeni a na jeho
zaklad¢ spole¢né rozhodnou o dal§im postupu.

Dle doporuc¢eni EMQN [184, 185] lze jako patogenni, zpusobujici onemocnéni, oznacovat

mutace, které maji prokazatelny vliv na funkci proteinu (tabulka 11).

Charakteristické znaky patogennich mutaci dle doporuceni EMQN

e mutace znemoznujici syntézu proteinu (,,nonsense”) mutace a mutace zpUsobujici posun ¢teciho
ramce), pfip. mutace odstranujici vyznamnou funkéni doménu proteinu

e mutace vedouci k aberantnimu sestfihu mRNA (sestfihové mutace)
e mutace, u nichZ bylo experimentdlné prokazano poskozeni funkce proteinu

e sekvencni varianty, u kterych byla nezvratné prokazana kosegregace s onemocnénim u nékolika
nepfibuznych rodin a které nebyly detekovany ve velké skupiné kontrolnich vzork

Tabulka 11: Charakteristické znaky patogennich mutaci dle EMQN [184, 185]

Sekvenéni varianty, které nespliiuji nékterou z vySe uvedenych podminek, musi byt
posuzovany jako neklasifikovatelné.[184, 185] K uréeni miry patogenity sekven¢nich variant

slouzi databaze, jako je BIC (,,Breast Cancer Information Core*)[116], LOVD (,,Leiden Open
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(source) Variation Database*)[186] ¢i zavéry pracovni skupiny pro neklasifikovatelné
genetické varianty IARC (,,International Agency of Research on Cancer*)[187].

Pozitivni vysledek genetického vySetieni znamend, ze byla nalezena geneticka alterace, ktera
vyrazné zvysuje riziko vzniku maligniho nadorového onemocnéni. Pozitivni vysledek musi
byt vzdy konfirmovan nezavislym odbérem a detekci jiz znamé genové alterace. Negativni
vysledek lze stanovit pouze v pozitivné testované roding€. I tento vysledek musi byt vzdy
konfirmovan. Za neurcity je vysledek povazovan, neni-li v rizikové rodiné zachycena zadna
genetickd alterace, ktera by vysoky vyskyt onemocnéni v rodin€ vysvétlovala. Je-li zjisténa
genova alterace nejasné patogenity (VUS), je vysledek vySetfeni oznacen jako nepritkkazny.
Prediktivni test 1ze doporucit u osob starSich 18 let, u nichz je riziko pfenosu mutace, ktera
byla detekovéna jejich pfibuznému. Mutacni analyza se dale mize provadét 1 u zdravého
jedince s vysokou pravdépodobnosti dédi¢né formy nadoru prsu ¢i ovaria, pokud neZije nikdo
Z nemocnych piibuznych.

Podle doporudeni Spole¢nosti 1ékaiské genetiky CLS JEP[184] je za negativni vysledek
prediktivniho testu povazovdno nenalezeni diive identifikované genové alterace. Pozitivni
vysledek prediktivniho testli znamena, ze vySetfovana osoba je nosi¢ patogenni mutace a méla
by byt informovéana o moznostech primarnich a sekundarnich preventivnich opateni.

Na zéakladé kombinace hodnoceni vyzamu rtiznych rizikovych faktort, u nichz se predpoklada
podil na procesu kancerogeneze, byly vytvofeny modely predikce rizika vyvoje karcinomu
prsu, jako je Claustv[188], Gailiv[189] ¢i jeho Ceskd modifikace Pecniiv model[190]
a BRCAPRO[191, 192], dale pak nov¢jsi Tyrer-Cuzick/IBIS[193] a BOADICEA[194], které
na rozdil od starSich modelti zohlednuji celou S§kalu klinickych i histopatologickych
charakteristik probanda.

Dalsi modely pak mohou predikovat pravdépodobnost zachytu mutace v predispozicnich

genech, jako napf. model Penn 11.[195]

4.2.1. Indikaéni kritéria ke genetickému vySeti‘eni v genech BRCA1 a BRCA2

Ke genetickému vySetfeni jsou indikovany osoby, u nichz Ize ocekavat vyssi
pravdépodobnost nosic¢stvi genové alterace nez u neselektované populace a které spliuji
alespon jedno kritérium uvedené v tabulce ¢. 12. Na podkladé dosavadnich vysledki
vySetfovani mutaci v genech BRCAL a BRCAZ2 i klinické praxe zohlediuji indikaéni kritéria
ke genetickému vySetfeni bud’ rodinnou zatéz probandky nebo specificky histologicky typ

nadoru anebo zvlastni charakter manifestace nadorového onemocnéni.
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Familiarni formy

e alespon 3 pfimi pfibuzni (véetné probanda) diagnostikovani s karcinomem prsu a/nebo ovaria
(bilateralni karcinom je zapocitavan jakoZzto dva nadory)

e 2 pribuzni (vCetné probanda) prvniho stupné (nebo druhého stupné paternalné)
s karcinomem prsu a/nebo ovaria, z nichZ alespori jeden byl diagnostikovan pod 50 let véku

Sporadické formy

e pacientka s bilateralnim nadorem prsu nebo ovaria s prvni diagnézou pod 50 let véku
nebo pacientka s nddorem prsu a ovaria v jakémkoliv véku

e sporadicky vyskyt unilateralniho karcinomu prsu nebo ovaria ve véku pod 35 let
e muzZ s nadorem prsu
e meduldrni a atypicky medularni karcinom prsu (podle laboratore, vhodné do 50 let)

e karcinom prsu s negativitou estrogenovych a progesteronovych receptord a HER2/neu
(podle laboratore, vhodné do 50 let)

Tabulka 12: Indikaéni kritéria ke genetickému vySetieni, pievzato z [181].

Nejnovéjsi verze indikaénich kritérii (1/2014) americké organizace NCCN [180] zatazuje téz
karcinomy prsu in situ a doporucuje testovat osoby se sporadickym vyskytem karcinomu prsu
pod 45 let v€ku nebo osoby s karcinomem prsu Vv jakémkoli véku, maji-li ptibuzného
s karcinomem ovaria Vv jakémkoli véku nebo maji-li dva ptibuzné s nadorem pankreatu ¢i
prostaty anebo maji-li pfibuzného s karcinomem prsu. Déle doporucuje testovat vSechny
osoby s diagnozou epitelidlniho karcinomu ovarii, karcinomu pankreatu nebo prostaty, které
maji dva nebo vice pifibuznych s karcinomem ovarii, prsu, pankreatu ¢&i prostaty (ma-li
proband v rodokmenu predky z populace askendzskych Zidi, staéi k indikaci pouze jeden
takovy ptibuzny).

ESMO[196] (,,European Society for Medical Oncology*) oproti ¢eskym kritériim doporucuje
u familiarni formy omezit vék alespon jednoho vyskytu pro prvni kritérium uvedené v tabulce
¢. 12 do 50 let véku apro druhé kritérium do 40 let véku. U sporadickych forem pak
doporucuje omezit prvni kritérium uvedené v tabulce ¢. 12 na pacientky s Casnym nastupem
onemocnéni. Dale pfidava jako samostatné kritérium karcinom prsu do 60 let véku u

probanda, ktery ma v rodokmenu pfedky z populace askenazskych Zid.
4.2.2. Klinické aspekty genetického vySetieni

Ke snizeni rizika vzniku karcinomu prsu ¢i duplicitniho nadorového onemocnéni se stejné

jako ke snizeni morbidity a mortality spojené se zachytem patogennich mutaci v genech
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BRCAL a BRCA2 vyuziva kombinace postupt zahrnujicich specificky screeningovy program,
profylaktické chirurgické vykony a farmakologickou intervenci (chemoprevence ¢i tprava
standardniho terapeutického postupu popsana dale). Zapojeni jednotlivych modalit se 1isi,
jedna-li se o osobu s jiz diagnostikovanym karcinomem prsu, zdravého nosi¢e mutace ¢i
osobu s riznym stupném rizika vzniku karcinomu prsu bez jasné definované genetické

alterace.

4.2.2.1. Klinické aspekty genetického poradenstvi u zdravych nosi¢ek mutace v genech
BRCAL/2

U zdravych osob se zvySenym rizikem genetického pfenosu karcinomu prsu bez prokazané
genetické alterace v hlavnich predispozi¢nich genech je specificky screeningovy program
modifikovan podle vypoéteného rizika vzniku karcinomu prsu, na jehoz zakladé variuje
Vv rozsahu 1 intenzité od sreeningového programu pro béznou populaci (nizké riziko) az po
doporuceni pro nosi¢e mutaci v hlavnich predispozi¢nich genech (vysoké riziko).

Pravidelné kontroly zdravych nosi¢i patogennich mutaci v genech BRCA1 a BRCA2 jsou
provadény v 6meésicnich intervalech. V algoritmu sledovani je zasadni vySetfeni prsu, které se
skladd z pravidelného samovysSetfovani, z pravidelného vysetieni Iékafem a z pravidelného
zobrazovaciho vySetfeni zalozeného na kombinaci ultrazvukového vysetfeni (UZ),
mamografie (MG) a nuklearni magnetické rezonance (MRI). Dale je do schématu zatazeno
pravidelné vySetfeni dermatologem, pravidelné gynekologické vySetieni (s transvaginalnim
ultrazvukem), odbér nadorovych markerd, ultrazvukové vysetieni bfiSnich organti, hemokult
test, koloskopie atd.

Bylo prokéazano, Ze mamografie ma zna¢né limitovanou zachytnost ¢asnych stadii karcinomu
prsu u vysoce rizikovych pacientek obecné. Celych 29 % nové€ vzniklych karcinomi prsu,
které byly diagnostikovany v ramci pravidelného palpacniho vySetfeni, nebylo u téchto
pacientek mamografii viilbec objeveno.[197] Naproti tomu MRI prst zachyti dvakrat vice
karcinomd prsu u nosi¢ek mutaci v genech BRCAl a BRCA2 nez mamografie nebo
ultrazvukové vySetfeni a neobjevi pouze 10 % tzv. intervalovych karcinomi.? MRI tak
V soucasnosti patii ke standardnim vysetfovacim metodam u nosi¢ek mutaci v genech BRCAL
a BRCA2 [197, 198] a mira jejiho zapojeni do screeningu tak piedstavuje piedevsim
logisticko-ekonomickou otazku.[199]

! K vyjadieni miry rizika vzniku karcinomu prsu u osoby bez prokézené mutace v hlavnich predispoziénich
genech se vétinou vyuZzivaji modely predikce, které obvykle skupinu stratifikuji na osoby s nizkym (<10 %),
sttednim (10-20 %) a vysokym rizikem (>20 %).

2 Jedna se o karcinomy, u nichz se objevi klinické piiznaky mezi dvéma screeningovymi vySetfenimi.
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Profylaktické chirurgické vykony jsou neefektivnéjsi moznosti, jak ovlivnit celkové preziti
u nosi¢ek mutaci v genech BRCA1 a BRCA2. Profylakticka bilateralni mastektomie (,,risk-
reduction-mastectomy*) sniZzuje v populaci zdravych nosiek riziko vzniku az o 90 %.
Profylakticka salpingo-ooforektomie, ktera je pacientkam i nosickdm navrhovana po 35. roku
véku (,risk-reduction-salphingo-oophorectomy*) se stala standardnim profylaktickym
chirurgickym vykonem, zejména protoze na rozdil od karcinomu prsu je karcinom ovarii
piijatelngj$i. Tento vykon je spojen s az 96% sniZzenim rizika gynekologickych karcinomil
vzniklych na podkladé mutaci v genech BRCA1 a BRCA2 a s az 50% redukeci rizika vzniku
karcinomu prsu téze etiologie, coz je vysvétlovano ¢asnym vyvolanim menopauzy.[201] Ke
snizeni rizika vede téZ antiestrogenni terapie (tamoxifenem), u niz dokonce bylo prokazano az
40% snizeni rizika vzniku karcinomu prsu u nosi¢ek mutaci v genech BRCA1 a BRCA2.[202,
203]

4.2.2.2. Klinické aspekty genetického genetického poradenstvi u pacientii s mutaci

v genech BRCA1/2

U pacientt s mutaci v genech BRCA1 a BRCA2 miize dojit ke zmén¢ 1é¢ebné strategie.[204]
Pfi chirurgické intervenci je volen radikalngjsi piistup, tzn. vétSinou mastektomie namisto prs
Setficiho vykonu, pacientce je téZ navrZzena moznost profylaktického kiZi Setficiho vykonu na
druhostranném prsu v jedné dob€. V ramci hormonalni blokady je u nosi¢ek mutaci
upfednostiiovana ovariektomie pied farmakologickou blokadou, napf. gonadotropiny
uvolnujicimi hormony (GnRH). Vzhledem ktomu, ze karcinomy prsu spojené s mutaci
vgenu BRCA1l jsou <casto triple-negativni, je wunich c¢asto neudinnda hormonalni
i antiHER2/neu terapie. Z toho divodu je zékladnim lé¢ebnym postupem u této skupiny
karcinoml chemoterapie.

Ve studiich in vitro i in vivo byla prokdzana odlisSna odpovéd’ na cytostatika s riznym
mechanismem u¢inku. Cisplatina vykazovala zvySeny efekt u karcinomid prsu s depleci
proteinu BRCAL. [205] Divodem zvyseni jeji ucinnosti je pravdépodobné fakt, ze vytvari
vnitrofetézcové spoje (,,crosslinks®), pro jejichZz opravu pomoci homologni rekombinace je
nutny funkéni protein BRCA1. Karcinomy souvisejici s mutaci v genech BRCAL a BRCA2
obecné téz vykazuji vyssi senzitivitu k ucinku cytostatik, jejichz efekt je zalozen na vytvareni
dvoufetézcovych zlom, jako jsou ostatni platinové derivaty a antracykliny.

Naopak uc¢innost cytostatik, kterd jsou zalozena na poSkozeni mikrotubuldrnich proteinti

(taxany), je u pacientl s prokazanou mutaci v genu BRCAL snizena. [206]
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Patogenni mutace v genech BRCA1 a BRCA2 senzitivizuji nadorové bunky k inhibici
poly(ADP-rib6za)polymerazy (PARP)'.[207] Farmakologick4 inhibice tohoto enzymu vede
BRCAL a BRCA2, k chromozomalni nestabilité, zastavé bunééného cyklu a apoptdze. Piesny
mechanismus, jakym inhibitory PARP G¢inkuji, neni prozatim detailné popsan.[208] Klinické
studie s inhibitory PARP piinaseji povzbudivé vysledky, avsak limitujicim faktorem zGstava,
stejné jako u mnoha ostatnich cilenych 1éCiv, vznik rezistence nadorovych bunck
k terapii.[209] Slibné vysledky téZ piinaseji nedavné pokusy ovlivnit tumory nesouci mutaci
v genu BRCA1 na urovni RNA interference.[210, 211]

Dalsi zmény se tykaji sekundarni prevence vzniku dalSich malignit, ktera zahrnuje ¢astéjsi
pravidelné kontroly klinickym onkologem a dermatologem, kontrolni vysetieni prsu’
(kombinace ultrazvukového vyseteni, mamografie a nuklearni magnetické rezonance) a dalsi

moznosti, které se shoduji s preventivnimi opatfenimi pro zdravé nosicky uvedenymi vyse.

4.2.3. Etické aspekty genetického poradenstvi

Genetické vySetfeni mize souviset s fadou etickych a psychosocialnich aspekt, jako je strach
z nadorového onemocnéni u nosicl, otazka rodiCovstvi a prenatalni diagnostiky ¢i geneticka
diskriminace nosi¢i mutaci (ze strany pojistoven ¢i zaméstnavatele)[212]. V tomto kontextu
se jako znacné problematicky jevi souCasny trend rozSifovani spektra testovanych gend na
komer¢ni Urovni. Se zavedenim metod paralelniho sekvenovani se dramaticky zvysSila
dostupnost testovani nejen predispozi¢nich genl se stfedni a nizkou penetranci, ale také
suspektnich genti ¢i polymorfismi. K jejich fadné klinické interpretaci vSak vétSinou chybi
data.[213, 214]

4.2.4. Preventivni onkologicka ambulance Onkologické kliniky 1. LF UK a VFN
Preventivni onkologicka ambulance Onkologické kliniky 1. LF UK a VFN zajistuje
preventivni péci pro osoby se zvySenym rizikem karcinomu prsu, karcinomu vajecnikii
a dalSich malignit. U Zen, jez jsou nosickami zarodecné mutace v hlavnich predispozi¢nich
genech BRCA1 a BRCA2, provadi specializovanou dispenzarni péci. Dale sleduje zdravé
jedince, ktefi jsou nosi¢i mutaci v genech s nizkou a stfedni penetranci (PALB2, CHEK2,
ATM, NBN).

! Enzym PARP se v buiikéch tgastni reparace jednofetézcovych zlomi DNA.
? Frekvence jednotlivych vysetfeni je pedmétem odborné diskuze.
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Tato ambulance je v provozu od roku 2005 a v soucasné dobé ma v péci 285 rodin
s prokazanou hereditarni predispozici ke vzniku karcinomu prsu a vaje¢niki. Celkové sleduje

vice nez 500 osob s hereditarni predispozici ke vzniku karcinomu prsu a vajecnikd.

45



II. PRACOVNI HYPOTEZY A CILE PRACE

Predkladana prace se zabyva vyskytem a vyznamem rekurentnich mutaci v genech BRCA1
a BRCA2 a v genu NBN ve vybranych populacich v Ceské republice. Zahrnuje nékolik dil¢ich

cila:

1. stanovit frekvenci rekurentnich mutaci v genech BRCALl a BRCA2 v neselektovaném

souboru pacientek s karcinomem prsu

2. zhodnotit efektivnost v soucasnosti pouzivanych indika¢nich kritérii ke genetickému
vySetfeni pacientek s vysokym rizikem hereditarniho vyskytu karcinomu prsu a/nebo

ovarii

3. stanovit frekvenci nejc¢astéjSich patogennich mutaci genu NBN ve vybranych populacich

v Ceské republice

4. na zédkladé ziskanych vysledkl eventudlné navrhnout rozsifeni spektra testovanych gent
u pacientek s vysokym rizikem hereditarniho vyskytu karcinomu prsu a/nebo ovarii 0 gen
NBN

5. kategorizovat pacienty s vysokym rizikem hereditarniho vyskytu karcinomu prsu a/nebo

ovarii do multifunkéni databaze pouzitelné i pro dalsi analyzy
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III. MATERIAL A METODY

1. Pacienti

1.1. Soubor pacienti testovanych na mutace v BRCA1/2

Vzorky pro genetické testovani byly shromazd’ovany od pacientek s diagnézou primarniho
invazivniho karcinomu prsu, které¢ se od zaii roku 2004 do prosince roku 2006 1é¢ily na
Onkologické klinice 1. 1¢kaiské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni nemocnice
v Praze ¢i na Oddéleni klinické onkologie Ustiedni vojenské nemocnice v Praze. Celkem
679 vzorkli bylo konsekutivné odebirano tak, jak byly pacientky na obou pracovistich
postupné pfijimadny do péce. V ndvaznosti na histopatologické potvrzeni diagnozy byly
pacientky zatazovany do databaze bez ohledu na vék v dobé diagnoézy, rodinnou anamnézu ¢i
vyskyt jinych rizikovych faktori predisponujicich k nosi¢stvi zarodecné mutace ve
sledovanych genech. Informace tykajici se osobni a rodinné anamnézy pacientek a ostatni
klinicka data byly pifevzaty z jejich lékarské dokumentace. Pro potieby vyzkumu byla
odebrdna konkrétné tato anamnestickd data: vék v dobé diagndzy, klinické stadium
onemocnéni podle TNM Kklasifikace, bilateralni karcinom prsu ¢i jiné nadorové onemocnéni
V osobni anamnéze a rodinnd anamnéza vyskytu nadorovych onemocnéni zahrnujici pfibuzné
prvniho a druhého stupné. Déle byly zaznamenavany tyto histopatologické charakteristiky:
histopatologicky typ karcinomu, exprese estrogenovych, progesteronovych a HER2/neu
receptori a grading karcinomu. VSechny zucastnéné pacientky byly ¢eské narodnosti a trvalé
bydlisté mély v Praze a okoli.

730 kontrolnich vzorkl pochdzelo od zdravych darct krve, kteti v obdobi od dubna 2004 do
listopadu 2006 navstivili Transfuzni oddéleni Thomayerovy nemocnice v Praze. Skupina
kontrol byla vybrana randomov¢€, bez ohledu na vék ¢i pohlavi. VSichni participanti podepsali
pred odbérem genetického materidlu informovany souhlas s testovanim. Vyzkum byl schvélen

Etickou komisi 1. 1ékatské fakulty a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze.

1.2. Soubor pacientii testovanych na mutace v genu NBN

Vzorky pro analyzu byly ziskany od tii skupin osob. Prvni skupinu tvofilo 600 vysoce
rizikovych pacientd s histopatologicky potvrzenou diagnézou karcinomu prsu nebo ovaria,
kteti byli na zakladé kritérii pro testovani genit BRCA1/2 (dle smérnice Ceské onkologické
spolecnosti a Spole¢nosti 1ékarské genetiky [181, 183], tabulka ¢. 12 ) v letech 2002-2009
indikovani ke genetickému vysetfeni lékaii Ustavu biologie a 1ékaiské genetiky, Preventivni

onkologické ambulance Onkologické kliniky ¢&i  Gynekologicko-porodnické kliniky
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1. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze a Vseobecné fakultni nemocnice v Praze.
Jednalo se o pacienty, u kterych v ramci rutinniho genetického vysetfeni nebyla prokazana
pfitomnost bodovych mutaci, kratkych deleci ¢i inzerci [133], rozsahlych deleci a piestaveb
genit BRCAL a BRCA2 [26] ¢i alteraci v dalSich predispozi¢nich genech (TP53, CHEK2 [26,
215] a ATM [160]).

Druha skupina testovanych vzorkd zahrnovala 703 neselektovanych pacientek s diagnézou
primarniho invazivniho karcinomu prsu, které se od zafi roku 2004 do prosince roku 2006
1é¢ily na Onkologické klinice 1. 1€¢karské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni
nemocnice v Praze ¢ na Oddéleni klinické onkologie Ustfedni vojenské nemocnice v Praze.
Vzorky byly odebirany konsekutivné tak, jak byly pacientky na obou pracovistich postupné
pfijimany do péce. Pacientky byly do databaze zatazovany bez ohledu na vék v dobé¢
diagnézy, rodinnou anamnézu ¢i vyskyt jinych rizikovych faktori predisponujicich
K nosi¢stvi zarodeéné mutace ve sledovanych genech. Informace tykajici se osobni a rodinné
anamnézy pacientek a ostatni klinicka data byly pievzaty z jejich 1ékaiské dokumentace.

Tteti skupina obsahovala 915 kontrolnich vzorkii od darch krve z Prahy a okoli, ktefi
v obdobi od dubna 2004 do kvétna 2007 navstivili Transfuzni odd€leni Thomayerovy fakultni
nemocnice v Praze. Skupina kontrol byla vybrana randomové, bez ohledu na vék ¢i pohlavi.
Pacienti ze vsech tii skupin byli ¢eské narodnosti, az na vyjimky méli trvalé bydlisté v Praze
av jejim okoli a pred odbérem genetického materidlu podepsali informovany souhlas
s testovanim. Vyzkum byl schvélen Etickou komisi 1. 1ékaiské fakulty a VSeobecné fakultni

nemocnice v Praze.

2. lIzolace genetického materialu
Od kazdého pacienta bylo na vySe uvedenych pracovistich odebrano cca 10 ml periferni krve
do zkumavek s kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA) wurCenych pro izolaci

genetického materidlu.

2.1.  lzolace DNA z periferni krve
DNA byla izolovana z plné periferni zilni krve pomoci Wizard Genomic DNA Purification

System (Promega, USA) podle instrukci vyrobce.

2.2.  Kontrola koncentrace izolovaného genetického materiialu
Koncentrace a Cistota izolovaného genetického materidlu (DNA) byla ovéfovana nejprve

pomoci meéfeni absorbance pfi  vilnové délce 260a280nm skorekci na 320 nm
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na spektrofotometru LAMBDA Bio (PerkinElmer, Massachusetts, USA) a pozd¢ji na pfistroji
33 Nanodrop (Thermo Scientific, Massachusetts, USA).

2.3.  Design priméri

Pro amplifikaci byly navrzeny primérové pary o délce cca 20 nukleotida tak, aby mély v paru
pfiblizné shodné teploty tani. Pro pfiblizny vypocet T oligonukleotidii byl pouzit vztah:
Tn=4xX(G+C)+2x(A+T). Priméry byly designovany za pomoci softwaru AnnHyb
v.4.936 (http://bioinformatics.org/annhyb), ktery byl mj. vyuzit k optimalizaci jejich dalSich
charakteristik, napf. k vylouceni vzajemné komplementarity za Ucelem eliminace tvorby

dimeru.

3. Testovani rekurentnich mutaci v testovanych genech

Panel testovanych mutaci byl navrzen tak, aby obsahoval vSechny rekurentni mutace v genu
BRCA1 drive identifikované v populacich pacienti s vysokym rizikem hereditarniho
karcinomu prsu/a nebo ovarii v Ceské republice. [132, 133, 216] Na zakladé zjisténych dat
byly vytipovany mutace 5382insC a 300 T>G, které spolu s mutacemi vedoucimi ke zkraceni
proteinu (,,truncating mutace) v exonu 11 zahrnovaly vice nez 90 % diive zachycenych
mutaci. Obdobné byl v genu BRCA2 vytipovan 230 bp dlouhy usek exonu 11, kde byly
zachyceny rekurentni mutace 5873C>A, 5910C>G a 5991insT, které reprezentovaly témct
40 % patogennich mutaci diive nalezenych vtomto genu.[133] Metodika prescreeningu
rekurentnich mutaci byla vybrana tak, aby spliiovala doporuceni pro prescreening mutaci
v genech BRCA 1 a BRCA 2 podle SLG [184] i EMQN [185].

V genu NBN byla testovana oblast zvolena tak, aby zahrnovala nej¢ast&jsi patologické mutace

Vv exonu 6 spojované s vyskytem familiarniho karcinomu prsu — 657del5 a R215W.[163, 217]

3.1.  Prescreening rekurentnich mutaci v genu BRCA1

3.1.1. Prescreening rekurentni mutace 5382insC

Mutace 5382incC ve 20. exonu genu BRCA1 byla detekovana pomoci tzv. ,,mismatched*
polymerazové reakce kombinované s analyzou délkového polymorfismu restrikénich
fragmentd (,,restriction fragment length polymorphism“, RFLP). Amplifikace 234 bp
dlouhého fragmentu exonu 20, ktery obsahoval misto mutace 5382incC, byla provadéna
pomoci priméri uvedenych v tabulce ¢. 13. Polymerazova fetézova reakce probihala v 12,5 pl
reakéni smési, ktera obsahovala 1x PCR pufr (10 mM tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCI; 1,5 mM
MgCI2), 0.2 mM vsSech dNTP, 0,4 uM obou primert, 0,5 jednotky TagDNA polymerazy
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(Takara Shuzo Co., Japonsko) a 50-100ng genomové DNA. Po tvodni denaturaci, ktera trvala
3 minuty pfi teploté 94°C, probéhlo 32 amplifikacnich cykla sloZzenych z denaturace pti 94°C
po 30 sekund, nasednuti primert (,,annealing™) pii 61°C po 30 sekund a prodlouZzovani pti
72°C po 2 minuty. Zavérecné prodlouzeni pti 72°C probihalo 5 min. U vzorku bez mutace
5382incC vede reakce ke vzniku nového restrikéniho mista pro restrikéni endonukleazu Ddel,
ktera vznikly produkt §tépi na dva fragmenty o velikosti 214 bp a 20 bp. Pfitomnost mutace
5382incC ve vysSetfovaném vzorku nevede pii amplifikaci ke vzniku restrikéniho mista
a produkt o velikosti 234 bp neni restrikéni endonukleazou Ddel $tépen. Produkty reakce byly
rozdeleny s pouzitim ptedpfipravenych spreadexovych gelit EL 300 elektroforézou (SEA
2000, Elchrom Scientific AG, Cham, Svycarsko) a vizualizovany barvou SYBR Gold Nucleic
Acid Gel (Invitrogen,Carlsbad, CA) dle pokynt vyrobce (obrazek €. 16).

Gen BRCA1

Nazev Sekvence (5°- 3°) Exon Délka amplikonu
BR20f CCAAAGCGAGCAAGAGAATCTC 20 234 bp
BR20r GGGAATCCAAATTACACAGC 20 234 bp

Tabulka 13: Priméry pouzité pro prescreening rekurentni mutace 5382insC v genu BRCA1
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Obrazek 16: Elektroforéza znézvorﬁujici déleni PCR produktd vzniklych Stépenim
restrikéni endonukleazou Ddel. Sipky ukazuji pozitivni kontrolu (vlevo) a pozitivné
testovany vzorek (vpravo).
3.1.2. Prescreening rekurentni mutace 300T>G
Mutace 300T>G v 5. exonu genu BRCAl byla detekovana pomoci analyzy délkového
polymorfismu restrikénich fragmentt (RFLP). Amplifikace 330 bp dlouhého fragmentu
exonu 5, ktery obsahoval misto mutace 300T>G, probihala pomoci priméri uvedenych

v tabulce ¢. 14. v 10 pl reakéni smési obsahujici 1 pl 10 x PCR pufru (Roche, Mannheim,
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Némecko), 0,2 mM vsech dNTP, 0,4 uM obou primert a 0,5 jednotky polymerazy Fast Start
TagDNA (Roche) a 50-100 ng genomové DNA. Po tvodni denaturaci, ktera trvala 3 minuty
pfi teploté 95°C, probéhlo 35 cykla slozenych z denaturace pii 95°C po 30 sekund, nasedani
primeru (,,annealing®) pii 58°C po 30 sekund a prodluzovani pti 72°C po 2 minuty. Zavéreéné
prodlouzeni pii 72°C probihalo 7 min.

U vzniklych DNA fragmentd, které nenesly mutaci 300T>G, bylo pfitomno pouze jedno
restrikéni misto pro restrikéni endonukleazu Cfr131 (Fermentas, St. Leon Rot, Némecko)
atyto fragmenty byly ptisobenim endonukleazy rozStépeny na dva mensSi fragmenty
0 velikosti 144 bp a 186 bp. V DNA fragmentech nesoucich mutaci 300T>G vytvaii zaména
baze druhé restrik¢éni misto pro endonukledzu Cfr131, kterd tyto fragmenty déli do tifi mensich
o0 velikosti 144 bp, 174 bp a 12 bp. Vzniklé produkty $t€peni byly dale rozdéleny S pouzitim
ptedptipravenych spreadexovych gelt EL 300 elektroforézou (SEA 2000, ElchromScientific
AG, Cham, Svycarsko) (obrazek &. 17) a vizualizovany barvou SYBR Gold Nucleic Acid Gel
(Invitrogen,Carlsbad, CA) dle pokynti vyrobce.

Gen BRCA1

Nazev Sekvence (5°- 3) Exon Délka amplikonu
BR6f CTCTTAAGGGCAGTTGTGAG 5 330 bp
BRé6r TTGGAAATAATTTACTGTGTGC 5 330 bp

Tabulka 14: Priméry pouzité pro prescreening rekurentni mutace 300T>G v genu BRCA1

Obrazek 17: Znézornéni spreadexovych gelti pfi déleni $t€pného produktu vzniklého
pusobenim Cfrl3l . Sipky ukazuji pozitivni kontrolu a pozitivné testovany vzorek.
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3.1.3. Prescreening mutaci v exonu 11

Zkracujici mutace v exonu 11 genu BRCA1 byly detekovany za pomoci tzv. testu zkraceni
proteinu (,,protein truncation test”, PTT) (obrazek ¢. 19). Amplifikace jednotlivych fragmenti
exonu 11 (obrazek ¢.18) probihala v 12,5 ul reakéni smési, ktera obsahovala 1x PCR pufr
(10 mM tris-HCI, pH 8,3; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCI2), 0,2 mM dNTPs, 0,4 uM obou
odpovidajicich priméri (tabulka ¢. 15), 0,5 jednotky LA Taq DNA polymerazy (Takara Shuzo
nasledovalo 32 cykli amplifika¢ni cyklid, které se skladaly z denaturace pii 93°C po dobu
1 minuty, nasedani priméri (,,annealing*) pti 58°C po dobu 1 minuty a prodluzovani pii 72°C
po dobu 2 minut. Zavére¢né prodluzovani pii teplot¢ 72°C trvalo 5 minut. 0,8 pl
nasyntetizovaného PCR produktu bylo inkubovano 90 minut pii teploté 30°C ve smési
1,0 uCi L-[**S]-methioninu (Amersham Biosciences, Velka Britanie) a 1,2 pl lyzatu kraligich
retikulocytit (TnT/T7 Coupled Transcription/Translation Systém — Promega, USA). Vzniklé
proteinové produkty byly poté 1 hodinu déleny elektroforézou pii 200 W za ptitomnosti SDS
(Bio-Rad Laboratories, USA) na 12% polyakrylamidovych gelech, které byly nasledné
20 minut fixovany v roztoku 40% methanolu a 10% kyseliny octové. Poté byly gely 20 minut
inkubovany ve fluorescenénim roztoku Amplify (Amersham Biosciences, Velka Britanie). Po
ususeni ve vakuu byly gely exponovany 48 hodin na rentgenovy film pii teploté -80°C. Délky
jednotlivych fragmentd byly odecitany podle velikostniho standardu Pre-stained SDS-PAGE
Standards (Bio-Rad Laboratories, USA). Za ptitomnosti mutace v 11 exonu genu BRCA1
vykazoval vzorek abnormalni obraz — misto proteinového produktu ocekavané délky se

objevil kratsi produkt.

fmamerrt C BRCA 1

fragment B fragment D
| |

Obrazek 18: Schematické znazornéni fragmentt pouzitych pii PTT v exonu 11 genu BRCA1
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Gen BRCA1

Nazev Sekvence (5°-3") Exon Fragment Délka amplikonu
BR11f1 T7'-CTTGTGAATTTTCTGAGACGG 11 fragment B 1333 bp
BR11rl ATGAGTTGTAGGTTTCTGCTGTG 11 fragment B 1333 bp
BR11f2 T7-ACAATTCAAAAGCACCTAAAAAG 11 fragment C 1463 bp
BR11r2 AACCCCTAATCTAAGCATAGCATTC 11 fragment C 1463 bp
BR11f3 T7-CACCACTTTTTCCCATCAAGTC 11 fragment D 1123 bp
BR11r3 TTATTTTCTTCCAAGCCCGTTCC 11 fragment D 1123 bp

! Prodlouzujici sekvence, bez niz neni v pritbéhu PTT moZn4 transkripce ani translace in vitro. Obsahuje transkrip&ni

Obrazek 19: PTT fragmentu B. Cerna Sipka oznacuje vzorek bez mutace, bila pferuSovana
Sipka mutaci a bila nepferuSované oznacuje pozitivni kontrolu.

3.2.  Prescreening rekurentnich mutaci v genu BRCA2

Rekurentni mutace v genu BRCA2 byly stanovovany ve 230 bp dlouhém fragmentu 11. exonu
metodou denatura¢ni vysokou¢inné kapalinové chromatografie (,,denaturing high-
performance liquid chromatography“; DHPLC). Amplifikace fragmentu byla provedena
v 15 pl reakéni smési, ktera obsahovala 1,5 pl 10x PCR pufru, 0,2 mM vsech dNTP, 0,4 uM
obou priméru (tabulka ¢. 16), 0,6 jednotky DNA polymerazy GoldTaq (Applied Biosystems,
Foster City, CA) a 100 ng genomové DNA. Po tvodni denaturaci, ktera trvala 10 minut pii
teplot¢ 95°C, nasledné¢ probéhlo prvnich 10 cykli slozenych z denaturace pii 95°C po
30 sekund, teplota vSak pii nasedani primera klesala vzdy o 1 °C / cyklus z 65°C na 55 °C po
30 sekund, a z prodluzovani pii 72°C po 2 minuty. Na téchto uvodnich 10 cykli navazovalo
25 cykli slozenych z denaturace pii 95°C po 30 sekund, nasedani primert pii 55°C po
30 sekund a prodluzovani pti 72°C vzdy 2 minuty. Zavére¢né prodluzovani probihalo pti 72°C
celkem 7 minut. 5 pl vzniklého PCR produktu bylo analyzovano denatura¢ni vysokou¢innou
kapalinovou chromatografii (WAVE 3500 System Transgenomic, Omaha, NE) (obrazek
¢.20) spouzitim ,DNASep cartridge” pii 55°C za stoupajiciho gradientu (58-67%)

acetonitrilu v pufru B.
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Gen BRCA2

Nazev Sekvence (5°- 3") Exon Délka amplikonu
BR2_11f CGTTTGTGTTTCACATGAAAC 11 230 bp
BR2_11r CTTCACTCTGAATGTCAGCA 11 230 bp

Tabulka 16: Priméry pouzité pro prescreening rekurentnich mutaci ve fragmentu exonu 11
genu BRCA2

CHROMATOGRAM

M\

5

Obrazek 20: Obraz sledovanych mutaci pii analyze denatura¢ni vysokouc¢innou
kapalinovou chromatografii. Cervené je znazornéna mutace 5873C>A, zluté pak mutace
5991insT.

4. Prescreening mutaci v genu NBN

V genu NBN byla pro prescreening sledovanych mutaci pouzita vysokorozliSovaci analyza
ktivek tani (,,high-resolution melting analysis®, HRMA) fragmentu dlouhého 293 bp, ktery
zaujimal exon 6 s pfilehlymi intronovymi oblastmi.

Amplifikace fragmentu byla provedena v 10 pl reakéni smési, jez obsahovala 5 pl
1xLightCycler® 480 High Resolution Melting Master Mix (Roche Applied Science), 0,2 ul
20pmol roztoku priméri (uvedenych v tabulce ¢. 17), 1,2 ul 25mM MgCl, , 2,9 ul H,O a cca
50 ng genomové DNA v 0,5ul za pouziti piistroje Light Cycler 480 (Roche). Program se
skladal z tvodni 10minutové denaturace pii 95°C, nasledné probéhlo 45 amplifika¢nich cykla
sloZzenych z denaturace pifi 95°C po 10 sekund, nasedani primért pii 60°C po 15 sekund
a prodluzovani pii 72°C po 15 sekund. Po amplifikaci probéhla denaturace vzniklych
produktii pii 95°C po dobu jedné minuty a poté ochlazeni na 40°C opét po 1 minutu. Poté byla
teplota skokové zvySena na 60°C a nasledné vzrustala rychlosti 0,02 °C/sekundu do 95°C
s kontinualnim zaznamenavanim hodnot fluorescence (25x/1 °C).

Analyza kiivek tani byla provedena za pouziti LightCycler® 480 Gene Scanning softwaru
(Roche Applied Science). Vzorky s aberantni kiivkou tani nebo detekovanym ,,peakem
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v grafu negativni prvni derivace fluorescence proti teploté tani (obrazek ¢. 21) byly dale

urovany piimou sekvenaci.

Nazev Sekvence (5°- 3") Exon Délka amplikonu
BR2_11f CAGATAGTCACTCCGTTTACAA 6 293 bp
BR2_11r GTTGTTAACGTATTTCATTTTGGG 6 293 bp

Tabulka 17: Priméry pouzité pro prescreening mutaci v exonu 6 genu NBN

Obrazek 21: Obraz sledovanych mutaci — negativni prvni derivace kiivek tani pii
vysokorozliSovaci analyze ktivek tani (HRMA)

5. Potvrzeni a charakterizace nalezenych mutaci pfimym sekvenovanim

V souladu s doporu¢enim SLG [184] i EMQN [185] byly vSechny aberantni vzorky z vyse
uvedenych prescreeningovych metod vySetfeny pifimou sekvenaci z nové amplifikovaného
vzorku (obrazek ¢. 22, 23 a 24). Amplifikace alikvotniho vzorku probihala podle protokolu
popsaného vyse. Vznikly PCR produkt byl purifikovan s pouzitim kolon obsahujicich DNA
vazajici pryskyfici (Qiagen, Némecko), dle doporuceni vyrobce, a nasledné elulovan ddH,O
do objemu 25 ul. Mnozstvi purifikatu uzitého v sekvenaéni reakci bylo pfimo umérné kvalité
primarniho PCR produktu - vétsinou 2,85 pl. Sekvenacni reakce probihala v reakéni smési
0 celkovém objemu 5 pl obsahujici 2 pl reagencie BigDye 3.1 (polymeraza, dNTPs, MgCI2 -
Applied Biosystems, USA), 6 pmolia sekvena¢niho priméru, ptislusny objem purifikatu PCR
produktu a H,O. Reakce probihala ve 20 cyklech. Po uvodni denaturaci pii 95°C po dobu
2 minut se opakovala denaturace 95°C po dobu 5 sekund, nasedani priméra pii 60°C po dobu
10 sekund aprodluzovani pii 72°C po dobu 4 minut. Pfed samotnou kapilarovou

elektroforézou na automatickém sekvenatoru byly produkty sekvenacni reakce nejprve
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precipitovany 15 minut pii pokojové teplot€¢ v 60 pl smési obsahujici 0,1 M acetat sodny,
4 mM EDTA, pH 8,0 a 80% ethanol. Po centrifugaci (14 000 rpm, 20 min, 4°C) byl
supernatant opatrné odsan, K precipitatu bylo piidano 70 ul 70% ethanolu a zkumavka byla
opét centrifugovana za stejnych podminek. Po centrifugaci byl supernatant znovu opatrné
odsan. Poté byla zkumavka susena po dobu 1 minuty pii 90°C. Precipitat DNA byl nasledné
rozpustén v HiDi formamidu a roztok denaturovan po dobu 2 minut pii teplot¢ 95°C
a nasledné ihned schlazen na 4°C. Takto ptipraveny vzorek byl analyzovan za denaturujicich
podminek ve 36 cm kapilafe na polymeru POP-7 za pouziti automatického sekvenatoru ABI
PRISM 3130 (Applied Biosystems, USA) dle pokynii vyrobce a s pfisluSnym softwarovym

zpracovanim.

WT AGAGAATCCCAGGACAGAAAG WT GCCTTCACAGTGTCCTTTATG
TCC A

GGACAGAAA MUTGCCTTCACAG[BIBTCCTTTATG

o e e

Obrazek 22: Potvrzeni mutaci v genu BRCA1 sekvenovanim, vlevo 5382insC v exonu
20 a vpravo 300T>G v exonu 5.

WI TGATTCTATT CAGAATGAGAA WT CAATAAATCAAAAATTTGC
MUT TGATTCTATT[[JAGAATGAGAA MUTG AATAAAT[AJAAAAATTTGC

L

Obrazek 23: Potvrzeni mutaci 1806C>T v exonu 11 genu BRCAL (vlevo) a 5873C>A
v exonu 11 genu BRCA2

AGGACGGCAGGAAAG
AGGATloccAGGAAAG

f\/\/\[\l‘«f\ xﬂyf\{m e M VY

Obrazek 24: Potvzeni mutaci v genu NBN sekvenovanim. Vlevo 657delS, vpravo
€.643C>T (R215W) v exonu 6
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Statistické zpracovani

Statisticka analyza byla provedena s uzitim softwaru CRAN 2.4.0 a programu STATISTICA
98Edition. Pro méfené parametry byly v celych souborech a v jednotlivych skupinich
vypocitany zakladni statistické tidaje jako primeér, smérodatna odchylka, rozptyl, median,
mezikvartilové rozpéti, minimum, maximum a 95% konfidencni intervaly. U kategorickych
proménnych byly zkoumdny jejich frekvence a byly taktéz pocitdny 95% konfidenéni
intervaly vyskytu daného jevu ve zkoumanych skupinidch. Na porovnani distribuci
jednotlivych parametrt v riznych skupinach byla pouzita klasickd analyza rozptylu
(,;Analysis of variance®, ANOVA) a dvouvybérovy neparametricky Wilcoxondv test.

Pro zjisténi zavislosti zkoumanych znakl, vzhledem k negausovskému rozdéleni téchto
proménnych, byl pouzit Spearmantv koeficient korelace. Shoda relativnich ¢etnosti vyskytu
zkoumanych znakii mezi danymi skupinami byla analyzovana uzitim tzv. testu o shodé

relativnich ¢etnosti a taktéz pomoci ,,chi-kvadrat™ (,,chi-square*) testu.
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IV. VYSLEDKY

1. Specifika vySetfovanych skupin

1.1. BRCA1laBRCA2

Mutace v genech BRCA1 a BRCA2 byly vySetfovany celkem na 1409 vzorcich, z toho 679
pochazelo od konsekutivnich neselektovanych pacientek s histopatologicky potvrzenou
diagnézou primarniho invazivniho karcinomu prsu a 730 od kontrolnich osob bez
prokdzaného nadorového onemocnéni. VEék v dobé diagndézy byl znam u 651 pacientek.
Median véku v dobé diagnézy byl 56 let. Zatimco veék 207 (32 %) pacientek neptesahl v dobé
diagnozy 50 let, 444 (68 %) pacientek bylo v dobé diagnézy starSich nez 50 let. Rodinnou
anamnézu bylo mozné detailné popsat u 606 pacientek. 81 (13 %) z nich uvedlo vyskyt
karcinomu prsu mezi piibuznymi v prvni ¢i druhé linii. Ovarialni karcinom mezi pt¥ibuznymi
v prvni ¢i druhé linii byl zaznamenan u 12 (2 %) z nich. Bilateralni karcinom prsu byl
diagnostikovan u 13 (2 %) ze vSech 679 pacientek. Histopatologicky typ karcinomu byl
evidovan u 574 pacientek, z toho ve 411 (72 %) ptipadech se jednalo o invazivni duktalni
karcinom (IDC), v 81 (14 %) piipadech o invazivni lobularni karcinom (ILC), v 19 (3 %)
ptipadech o invazivni medularni karcinom a v 63 (11 %) ptipadech se jednalo o ostatni typy
invazivnich karcinomd. EXxpresi estrogenovych receptori bylo mozné posoudit
u 487 pacientek. U 383 (79 %) z nich byla identifikovana pozitivita estrogenovych receptort,
zatimco ve zbylych 104 (21 %) piipadech nebyla exprese estrogenovych receptort pfitomna.
U 400 pacientek bylo mozné stanovit expresi progesteronovych receptor, ztoho ve
256 (64 %) ptipadech byla zaznamenana pozitivita progesteronovych receptori a ve
144 (36 %) piipadech byla exprese progesteronovych receptort negativni. Triple-negativni
karcinom prsu byl dolozen v 18 (4 %) pfipadech ze 462 pacientek.

1.2.  NBN

Mutace v genu NBN byly vySetfovany celkem na 2218 vzorcich, z toho 600 pochazelo od
pacientd s vysokym rizikem hereditarniho karcinomu prsu a/nebo ovarii, u nichz byla
histopatologicky potvrzena diagnoéza karcinomu prsu a/nebo ovaria, 703 od konsekutivnich
neselektovanych pacientek s histopatologicky potvrzenou diagnézou primarniho invazivniho
karcinomu prsu a 915 od kontrolnich osob bez prokazaného nadorového onemocnéni.
Skupina 600 pacientii s vysokym rizikem hereditarniho karcinomu prsu a/nebo ovarii, u nichz
byla histopatologicky potvrzena diagnéza Kkarcinomu prsu a/nebo ovaria, negativné
testovanych na pfitomnost mutaci v genech BRCA1l a BRCA2, zahrnovala 285 pacienti

indikovanych ke genetickému vySetfeni na zdkladé pozitivni rodinné anamnézy karcinomu
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prsu ¢i ovaridlniho karcinomu a 315 pfipadl bez pozitivni rodinné anamnézy, u nichz bylo
genetické vySetfeni indikovano na zaklad¢ dalSich rizikovych faktort dle indikac¢nich kritérii
[183], [181], tabulka ¢. 12. Skupina pacientti vySetfovanych na zaklad¢é pozitivni rodinné
anamnézy (dle indika¢nich kritérii) zahrnovala 195 pacientti indikovanych ke genetickému
vySetieni pro pozitivni rodinnou anamnézu vyskytu toliko karcinomu prsu, 81 pacienti
indikovanych pro pozitivni rodinnou anamnézu soucasné¢ho vyskytu karcinomu prsu
i karcinomu ovarii a 9 pacientu indikovanych pro pozitivni rodinnou anamnézu karcinomu jen
ovarii. Skupina vysoce rizikovych karcinoml prsu bez pozitivni rodinné anamnézy Se
skladala z 164 pacientek s karcinomem prsu diagnostikovanym do 35 let véku, 66 pacientek
s karcinomem ovaria diagnostikovanym do 40 let v&ku, 25 pacientek s bilateralnim
karcinomem (diagnéza prvniho karcinomu do 50 let véku), 17 pacientek s duplicitnim
karcinomem prsu i ovarii, 18 pacientek s histologii medularniho ¢i atypického medularniho
karcinomu, 8 piipadl triple-negativnich karcinomt prsu a ze 17 ptipadi karcinomu prsu
Uumuzi. Druhd skupina testovanych vzorkli zahrnovala 703 neselektovanych pacientek
s diagndzou primarniho invazivniho karcinomu prsu. Tato skupina byla totozna se souborem
konsekutivnich neselektovanych pacientek popsanych v kapitole I11. 1. 1. a IV. 1. 1. abyla
doplnéna 0 24 pacientek, u nichZz nebyly pro potieby testovani mutaci v genu NBN
zaznamenavany anamnestické tidaje. Tieti skupina obsahovala 915 kontrolnich vzorku od
osob bez diagnostikovaného nddorového onemocnéni. Tato skupina byla vybrana randomové,
bez ohledu na v¢k ¢i pohlavi testované osoby.

Pacienti ze vSech skupin byli ¢eské narodnosti a pfed odbérem genetického materialu
podepsali informovany souhlas s testovanim. Vyzkum byl schvalen Etickou komisi

1. 1ékarské fakulty a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze.

2. Zachycené rekurentni mutace

2.1. BRCAlaBRCA2

Ve skupiné 679 konsekutivnich neselektovanych pacientek se sporadickym karcinomem prsu
bylo zachyceno 16 patogennich zarodecnych mutaci (tabulka ¢. 18). Tzn. ze 2,4 % (95% ClI
1,2-3,5) vsech vysetiovanych sporadickych ptipadii primarniho invazivniho karcinomu bylo
spojeno s alteracemi v genech BRCALl a BRCA2. Zatimco v genu BRCA1 bylo nalezeno
14 mutaci (2,1%; 95% CI 0,9-3,1), v genu BRCA2 byly identifikovany 2 (0,3%; 95% CI 0,0—
0,7) mutace. Ve sledovaném souboru se nejcastéji vyskytovala mutace v genu BRCAL
5382insC, a to v 7 (1,0%) ptipadech. Druhou nejfrekventné&jsi zachycenou genovou alteraci

predstavovala mutace v genu BRCA1 300T>G , ktera byla v testované skupiné identifikovana
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celkem 3krat (0,4%). Lokalné prevalentni mutace v genu BRCA1 - 1806C>T a 3819del5 -
a BRCA2 - 5991insT a 5873C>T -, které byly jiz dfive popsany na naSem pracovisti u skupiny
pacientd indikovanych ke genetickému vySetieni [133], se Vv testovaném souboru vyskytovaly
vzdy v jednom piipadé (0.15%). Dvé mutace v genu BRCAL indentifikované kazda u jedné
pacientky ze zkoumané skupiny sporadickych karcinomi, a to konkrétné¢ 2607dupl0
a 1135insA, nebyly dfive u vysoce rizikovych pacientd vySetfovanych na nasem pracovisti
zachyceny [133]. U 730 kontrolnich vzorkd, které byly vySetfovany na pifitomnost nejcastéjsi
mutace 5382insC a na pfitomnost mutaci v exonu 11 genu BRCAL, byla identifikovana
mutace 5382insC pouze v jednom piipadé, zatimco zadné mutace v exonu 11 genu BRCA1

nebyly nalezeny.

. Vék v Rodinna anamnéza

Cislo Exon Nazev mutace Predpokladany Histopatologicky  dobg nadorového onemocnéni
pacienta dle c.DNA efekt mutace typ diagnézy (vék v dobé diagnézy)

196 20 5382insC GIn1756fsX1829 lobularni 58 -

197 20 5382insC GIn1756fsX1829 duktalni a4 c(;ao(:/\;anr:ll\lrw(ls(g)c))

302 20 5382insC GIn1756fsX1829 meduldrni 55 -

304 20 5382insC GIn1756fsX1829 medularni 39 -

502 20 5382insC GIn1756fsX1829 duktalni 46 cifi'\f‘m ';" ((??))

639 20 5382insC GIn1756fsX1829 duktalni 61 ca plic, O (?)

689 20 5382insC GIn1756fsX1829 duktalni 50 -

278 5 300T>G Cys61Gly duktalni 61 ca plic, M (57)

364 5 300T>G Cys61Gly mucinézni 47 -

365 5 300T>G Cys61Gly medularni 28 -

214 11 1135insA Lys339fsX345 meduldrni/duktalni  43/51 Czépdrzgt(;':;' (;)l\/(l?()'.-,’)

708 11 1806C>T GIn563X duktalni 53 -

660 11 2607_2616dup10 Lys830fsX duktalni 50 -

331 11 3819del 5 Val1234fsx1241 duktalni/duktalni 51/53 -

691 11 5873C>A p.Ser1882X duktalni 67 ca délohy, M (?)

542 11 5991insT p.Ala1922fsX1923 lobularni 61 «@ i:'gﬁé”s’ ?(/'57()62)

Tabulka 18: Rekurentni mutace zachycené v genech BRCA1 a BRCA2
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2.2. NBN

Ve skupiné 600 pacientd S vysokym rizikem hereditarniho karcinomu prsu, u nichz byla
histopatologicky potvrzena diagnoéza karcinomu prsu a/nebo ovaria, bylo ve sledovaném
useku exonu 6 zachyceno celkem 5 mutaci (tabulka 19). 2 pacientky byly nosickami mutace
657del5 (0,33 %) a vzdy u jedné pacientky byla identifikovana jedna z nasledujicich mutaci:
R215W (0,17 %), V210F(c.628G>T) (0,17 %) a ¢.595C>T (0,17 %) (tabulka ¢.19). Ve
skupin¢ 703 konsekutivnich neselektovanych pacientek s histopatologicky potvrzenou
diagnézou primarniho invazivniho karcinomu prsu bylo nalezeno celkem 9 pacientek
nesoucich mutaci ve sledovaném tuseku exonu 6, z toho 2 pacientky s mutaci 657del5
(0,28 %), 3 pacientky s mutaci R215W (0,43 %), 2 pacientky s mutaci V201F (0,28 %)
a 1 pacientka s mutaci ¢.596C>G (0,14 %) (tabulka ¢. 19) Ve skupiné 915 kontrolnich osob
bez prokazaného nadorového onemocnéni bylo identifikovano celkem 9 mutaci, z toho
2 0soby nesly mutaci 657del5 (0,22 %), 4 osoby mutaci R215W (0,44 %), 2 osoby V210F
(0,22 %) a 1 osoba nesla mutaci ¢.596C>T (0,11 %) (tabulka ¢.19) V intronovych oblastech

bylo zachyceno celkem 5 mutaci. Jedna mutace c.585-4A>G (0,17 %) byla nalezena ve

skupiné pacientek s vysokym rizikem hereditarniho karcinomu prsu. 4 (0,44 %) dalsi
substituce byly identifikovany ve skupiné kontrol: ¢.585-5T>C (0,11 %), c.702+9G>A
(0,11 %) a ve dvou piipadech pak ¢.702+26C>G (0,22 %).

Nazev mutace dle cDNA c.657_661del5 c.643C>T ¢.628G>T ¢.595C>T ¢.596C>G
Pfedpokladany efekt mutace p.K219Nfs*16 p.R215W  p.V210F p.P199S p.P199R
Pacientky s vysokym rizikem (N=600) 2 (0,33 %) 1(0,17 %) 1(0,17%) 1(0,17 %) 0

Neselektované pacientky (N=703) 2 (0,28 %) 3(0,43 %) 2 (0,28 %) 0 1(0,14 %)
Kontrolni populace (N=915) 2(0,22 %) 4(0,44 %) 2(0,22 %) 0 1(0,11 %)

Tabulka 19: Mutace zachycené v genu NBN

3. Klinicka a histopatologicka charakteristika pacientek s mutaci v genech BRCA1/2

Median véku v dobé diagnozy byl u nosicek mutaci v genech BRCAL a BRCA2 niZsi nez
U pacientek, u nichZ mutace nebyly identifikovany, rozdil vSak nedosdhl statistické
signifikance (50,8 vs 56,0 let; p=0,06). Nicméné bylo prokazano, Ze pacientky, u kterych byl
karcinom prsu diagnostikovan pted 50.rokem zivota, mély vice nez dvounasobnou
pravdépodobnost nosic¢stvi mutace oproti pacientkdm, jimz bylo v dobé diagnozy 50 a vice
let. Ze 16 celkové zachycenych piipadi nosicek patogenni mutace v genu BRCA1 nebo

BRCA2 mély u ptibuznych prvniho ¢i druhého stupné 2 pacientky pozitivni rodinnou
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anamnézu ovarialniho karcinomu (12,5 %) a jedna pacientka karcinomu prsu (6,25 %). Ve
skupiné pacientek bez prokdzané zarodecné mutace Vv genu BRCA1l ¢i 2 byla rodinna
anamnéza znama v 590 piipadech, z toho pozitivni rodinnad anamnéza ovarialniho karcinomu
byla zaznamenana u 10 pacientek (1,7 %) a karcinomu prsu u 80 pacientek (13,6 %). V naSem
souboru testovanych pacientek se sporadickym karcinomem prsu pozitivni rodinnd anamnéza
ovaridlniho karcinomu u pfibuznych prvniho ¢i druhého stupné vyznamné zvySuje
pravdépodobnost nosiéstvi zarode¢né mutace v genu BRCA1 nebo 2 (OR=8,3; 95% CI 1,7-
41,4; p=0,01). Naproti tomu piibuzny prvniho ¢i druhého stupné, jemuz byl diagnostikovan
karcinom prsu, nezvySoval u pacientek z naSeho souboru riziko nosi¢stvi patogenni mutace
v genech BRCA1/2. U 13 z 16 piipadu identifikovanych nosic¢ek vibec nebyla prokazana
souvislost s rodinnou anamnézou karcinomu prsu ¢i ovaria. Incidence bilateralniho karcinomu
prsu byla u nosi¢ek vrozené patogenni mutace v genu BRCAL/2 signifikantné vyss$i nez u
pacientek bez prokazané mutace (2/16 vs 11/663, tj. 12,5 % vs 1,7 %; OR=7,5; 95% CI 1,5-
37,3; p=0,01). Vysledek histopatologického vysetieni byl dostupny u vSech identifikovanych
nosi¢ek a u 558 pacientek bez prokazané mutace. Indtraduktalni karcinom pievazoval v obou
skupinach, zatimco histopatologicky typ medularniho karcinomu byl signifikantné castéji
spojen s nosi¢stvim patogenni mutace v genu BRCAL/2 (4/12 vs 15/558 , tj. 25 % vs 2,7 %j;
OR=12,1; 95% CI 3,5-41,8; p=0,0001). Mezi obéma skupinami nebyly zaznamenany
vyznamné rozdily v nddorovém gradu ani v klinickém stadiu onemocnéni. Karcinomy nosi¢ek
mutaci signifikantné ¢astéji vykazovaly negativitu exprese progesteronovych receptord (11/16
vs 133/384, tj. 68,8 % vs 34,6 %; OR=4,2; 95% CI 1,4-12,2; p=0,01), zatimco pozitivita
exprese estrogenovych receptorti se v obou sledovanych skupinach vyznamnéji neliSila.
U nosi¢ek mutaci v genech BRCA1/2 byl ¢astéji nez u pacientek bez prokdzané zarodecné
mutace zaznamenan triple-negativni typ karcinomu, ale vysledky nedosdhly statistické
signifikance (2/16 vs 16/446, tj. 12,5% vs 3,6 %; OR=3,8; 95% CI 0,8-18,3; p=0,09).
Klinické charakteristiky nosicek mutaci v genu BRCA1 a BRCA2 a pacientek bez zachycené

mutace porovnava tabulka ¢. 20.
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Nosici mutace Pacientky
v BRCA 1/2 (%) bez mutace (%) OR! Cl 95% hodnota p

Vék v dobé diagnézy (n= 651)

<50 let 8 (50,0) 199 (31,3) 2,2 0,8-5,9 0,1
>50 let 8 (50,0) 436 (68,7) 0,5 02-1,2 0,1

Rodinna anamnéza (n= 606)

karcinomu prsu 1(6,3) 80 (13,6) 0,4 0,1-3,3 0,4

karcinomu ovarii 2(12,5) 10(1,7) 8,3 1,7-41,4 0,01

Bilateralni karcinom prsu (n=679)

2(12,5)
Histopatologicky typ (n=574)

invazivni duktalni 8 (50,0) 403 (72,2) 0,4 0,1-1,0 0,06
invazivni lobularni 2(12,5) 79 (14,2) 0,9 0,2-3,9 0,8
invazivni medularni 4 (25,0) 15(2,7) 12,1 3,5-41,8 0,0001
ostatni typy 2(12,5) 61 (10,9) 1,2 0,3-5,2 0,8

Stav ER (n=487)
ER pozitivni 12 (75,0) 371 (78,8) 0,8 0,3-2,6 0,7
ER negativni 4 (25,0) 100 (21,2) 1,2 0,4-3,9 0,7

Stav PR (n= 400)

PR pozitivni 5(31,25) 251 (65,4) 0,2 0,1-0,7 0,01
PR negativni 11 (68,75) 133 (34,6) 4,2 1,4-12,2 0,01

Triple-negativni tumory (n=462)
2(12,5) 16 (3,6) 3,8 0,8-18,3 0,09

Hodnota OR odpovida rozdilu mezi nosi¢i mutace a zdravymi pacientkami.
2 podet pacientek, u nichz byl klinicky tidaj k dispozici.

Tabulka 20: Porovnani klinickych charakteristik nosi¢ek mutaci v genu BRCA1/2
a pacientek bez mutace

4. Klinicka a histopatologicka charakteristika pacientek s mutaci v genu NBN
Ve vybrané skupiné celkem 1190 pacientek s histologicky verifikovanym karcinomem prsu
bylo identifikovano 0,21 % (1/487; p=1,0) nosi¢ek mutace 657del5 v podskupiné

v

vysokorizikovych pacientek (tabulka ¢. 21) a 0,28 % (2/703; p=0,8) stoutéZ mutaci ve
skupin¢ neselektovanych pacientek s karcinomem prsu (tabulka ¢. 19). V téze skupiné
pacientek pouze s karcinomem prsu nebyla mezi vysokorizikovymi pacientkami zachycena
zadna nosicka mutace R215W (tabulka ¢. 20). Naproti tomu byla tato mutace indentifikovana
u 3 pacientek (0,43 %) s neselektovanym karcinomem prsu (tabulka ¢. 19). Mutace V210F

byla u Zzen sdiagnostikovanym karcinomem prsu nalezena jednou ve skupiné
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vysokorizikovych pacientek (0.17%) (tabulka ¢.20) a u 2 pacientek (0,28 % ) s toutéz mutaci
ve skupin¢ 703 neselektovanych pacientek (tabulka ¢.19). Ve skupiné Zen s karcinomem prsu
byl zachycen pouze jeden pifipad medularniho histopatologického typu karcinomu u nosicky
mutace 657del5 z vysokorizikové skupiny. Ve skupiné 96 vysokorizikovych pacientek
s diagnozou karcinomu ovaria byly detekovany 2 pacientky (1 %) s mutacemi, a to jedna
s mutaci 657del5 a jedna s mutaci R215W (tabulka ¢. 20). Mezi 17 testovanymi muzi
s diagnozou karcinomu prsu nebyla v testované oblasti genu NBN zachycena zadna genova
alterace (tabulka ¢. 20).

Nazev mutace dle cDNA c.657_661del5 ¢.643C>T c.628G>T  ¢.595C>T  ¢.596C>G
Predpokladany efekt mutace p.K219Nfs*16  p.R215W p.V210F p.P199S p.P199R
Pacientky s karcinomem prsu (N=487) 1(0,21 %) 0 1(0,21%) 1(0,21%) 0
Pacientky s karcinomem ovarii (N=96) 1(1%) 1(1%) 0 0 0
MuZzi s karcinomem prsu (N=17) 0 0 0 0 0

Tabulka 21: Nosi¢i mutace v genu NBN ze skupiny vysoce rizikovych pacientt
s karcinomem prsu a/nebo ovarii

5. Databaze pacientek s vysokym rizikem hereditarniho karcinomu prsu a/nebo ovaria

V ramci této prace byl dokoncen a systematizovan databazovy katalog pacientek s vysokym
rizikem vzniku karcinomu prsu a/nebo ovarii, vnémz jsou jednotlivé pacientky
kategorizovany podle kritérii, jako je v€k v dobé diagnozy, rodinna anamnéza karcinomu prsu
a/nebo ovarii a pravdépodobnost rizika nosié¢stvi mutace v hlavnich predispozi¢nich genech
stanovena pomoci programu BrcaPro[194, 195]. Tato multifunkéni databaze nadale slouzi pii
vyzkumu mutaci v predispozi¢nich genech v Ustavu biochemie a experimentélni onkologie

1. LF UK.
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V. DISKUZE

1. BRCAl a BRCA2

Mutace v genech BRCA1 a BRCA2 jsou od svého objevu pied dvaceti lety intenzivné
studovany v populacich vysokorizikovych pacientii, zatimco vyznam mutaci téchto gent v
neselektované populaci pacientli s karcinomem prsu neni zcela objasnén. Jednim z cilt této
prace je zjistit, jakou frekvenci maji vybrané rekurentni mutace v genech BRCA1 a BRCAZ2, o
nichz se piedpoklada, Ze jsou v Ceské republice populatné specifické, v neselektované
populaci pacientek s karcinomem prsu.

V souboru pacientek s karcinomem prsu, jez nebyly nijak selektovany podle rodinné
anamnézy, bylo zachyceno 2,4 % nosi¢ek sledovanych mutaci v hlavnich predispozi¢nich
genech. Vybér testovanych mutaci a tisekit DNA byl proveden na zakladé vysledkt analyzy
souborti vysokorizikovych pacienti, které byly vySetfovany v Ceské republice v letech 2003-
2008.[132, 133, 216] V téchto studiich dosahovaly mutace sledované v této praci v souctu
83% zastoupeni vSech mutaci nalezenych v genech BRCA1 a BRCA2. Soubézné s touto praci
pokracovaly analyzy predispozi¢nich geni u nové indikovanych pacientd. V kontextu
aktualizovanych dat [135] (vCetné vysledki doplnéné analyzy rozsahlych genomovych
piestaveb[26], tabulky €. 4, 5 a 6) 1ze odhadnout, ze pfedkladana prace zachytila asi polovinu
identifikovanych mutaci a celkovou frekvenci patogennich mutaci v hlavnich predispozi¢nich
genech u pacientek se sporadickym karcinomem prsu je tak mozné stanovit na piiblizné 5 %.
Studie navrzené podobné jako predkladand prace zjistovaly frekvenci rekurentnich kratkych
mutaci V hlavnich predispozi¢nich genech BRCA1 a BRCA2 v raznych evropskych
populacich. Ve Finsku dosahovala 1,8 %[218], v Norsku 2,5 %[219] a v Madarsku
3,6 %[220]. V Polsku bylo zaznamenano 5,7 % neselektovanych pacientek s ¢asnym
nastupem karcinomu S jednou ze tfi rekurentnich mutaci v téchto genech.[221]

Ve Velké Britanii bylo na zaklad¢é analyzy celé kodujici sekvence gent BRCA1 a BRCA2
metodou MHA odhadnuto, Ze frekvence nosi¢i mutace v obou genech v neselektované
populaci pacientd s karcinomem prsu dosahuje 3,4 %.[222] Ve Spojenych statech americkych
byla mutace v celé¢ kodujici sekvenci obou gend nalezena u 4,7 % Zen s karcinomem prsu
diagnostikovanych mezi 35 a 64 roky zivota.[223]

V Ceské populaci frekvence kratkych rekurentnich mutaci pfiblizné odpovida vysledkim
publikovanym ve vyse uvedenych studiich. Frekvence rozsahlych piestaveb v genech BRCA1
a BRCA2 studovanych v evropskych populacich dosahuje asi 8-27 % kratkych mutaci

identifikovanych v téchto genech. [26]. Upravime-li na zaklad¢ tohoto tidaje frekvence vyse
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popsanych studii kratkych rekurentnich mutaci, nebudou se vyznamné liSit od celkové
frekvence vyskytu mutaci v genu BRCA1 a BRCA2 u neselektovanych pacientek, ktera byla
v piedkladané praci stanovena na ptiblizné 5 %.

Zastoupeni nejcastejsi mutace 5382insC v genu BRCAL v neselektované populaci studované
Vv této praci se vyznamné nelisilo od jejiho zastoupeni u vysokorizikovych pacientl (tabulka
¢. 4), u neselektovanych pacientit byla zachycena v 50 % piipadt (7/14), zatimco u pacientl
z vysokym rizikem byla identifikovana ve 45 % piipada (59/132). Druha nejcastéjsi mutace
300T>G méla ve skupiné vysokorizikovych pacientll nizsi zastoupeni, a to 8 % (11/132)
oproti 21 % (3/14) v souboru neselektovanych pacient s karcinomem prsu. Dalsi nalezené
rekurentni mutace (1806C>T a 3819del5 v genu BRCA1 a 5991insT a 5873C>T v genu
BRCA2) se v populaci neselektovanych pacientek vyskytovaly s vyrazné nizsi frekvenci.
Mutace 1135insA a 2607dupl0 zaznamenané v genu BRCAL, jez byly jiz dtive identifikovany
u vysokorizikovych pacientek v Masarykové onkologickém ustavu v Brné [132], nebyly
dosud v souboru vysokorizikovych pacientek z Prahy a okoli, ktery byl studovan nasi
laboratofi, zachyceny.

Ve shodé¢ s diive publikovanymi udaji[148] mé&ly pacientky, u nichz byla prokazana néktera
ze sledovanych mutaci v genech BRCAL nebo BRCA2, niz$i vék v dob¢ diagndzy invazivniho
karcinomu prsu nez pacientky, u kterych sledované mutace prokazany nebyly. Ve skupiné
pacientek, jimz byl invazivni karcinom prsu diagnostikovan do 50 let véku, byl zachyt mutaci
vyssi — 3,9 % (8/207) — nez ve skupiné pacientek diagnostikovanych po 50. roku Zivota —
1,8 % (8/444).

Ve skuping 12 pacientek, v jejichz rodiné se vyskytovala pfibuzna s karcinomem ovaria, byly
zaznamenany dvé nosicky (16,7 %) mutace 5382inscC v genu BRCAL. U jedné z téchto
nosi¢ek onemocnéla karcinomem ovarii matka v 50 letech a matka matky také v 50 letech,
zatimco u druhé z nosicek se jednalo 0 sestru, u niz vék v dobé diagndzy nebyl znam. Ob¢
tyto pacientky byly diagnostikované pod 50 let véku (44 a 46 let), a byly tak indikovany ke
genetickému vySetfeni. Uvedené ptipady ukazuji, Ze pfitomnost karcinomu ovarii v roding
predstavuje u pacientky s invazivnim karcinomem prsu silny rizikovy faktor. Tento vysledek
je vsouladu s vysledky studii provedenych na souboru neselektovanych pacientek
s karcinomem prsu ve Finsku [218] a na souboru neselektovanych pacientek s casnym
nastupem karcinomu prsu ve Spanélsku [224].

Naproti tomu ve skupin€é 80 pacientek s pozitivni rodinnou anamnézou karcinomu prsu byla
zachycena pouze jedna mutace 300T>G vgenu BRCAl (1,3%), a to u pacientky

diagnostikované v 61 letech, jejiz matka onemocnéla karcinomem prsu v 57 letech. Tato
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pacientka nespliiovala indikacni kritéria pro genetické vysetieni a mohla by byt vhodnym
kandidatem pro dals$i vyzkum, ktery by mél za cil odhalit dosud neznamé genetické ci
environmentalni faktory, diky nimz se u odolné&jSiho (,,resilient*) nosi¢e patogenni mutace
neprojevi onemocnéni v dobé, jez je pro jeho nastup typicka, a které by tak mohly pfinést
novy pohled na jeho patogenezi, piipadné i na jeho 1é¢bu. [225]

Medularni histopatologicky typ se vyskytuje u pfiblizné 2-3 % vSech pacientti s karcinomem
prsu [226], avSak u nosi¢i mutace v BRCAL byva diagnostikovan v neproporcialné vys$im
poctu pripada (az 13 %)[23]. V celém studovaném souboru byl tento histopatologicky typ
zachycen ve 3,3 % ptipadt (19/574), z toho 4 piipady byly nosickami jedné ze zkoumanych
mutaci (21 %). U zadné znich sice nebyla zaznamenana pozitivni rodinnd anamnéza
karcinomu prsu ani ovaria, ale jedné znich bylo v dobé diagnézy 28 let, jedné byl
diagnostikovan bilateralni karcinom a jedné triple-negativni karcinom prsu, ktery casto byva
s nosi¢stvim mutace v genu BRCAL spojovan.[150, 227] Nase vysledky jsou v souladu se
studii Eisingera et al., ktery nalezl mutaci v genu BRCAL u 11 % pacientek s medularnim
karcinomem prsu neselektovanych podle rodinné anamnézy.[228] Uvedené vysledky
potvrzuji medularni histopatologicky typ karcinomu prsu bez ohledu na rodinnou anamnézu
¢i na vek v dobé¢ diagnozy jako vhodné indikaéni kritérium pro pacientky s karcinomem prsu
v Ceské republice. A¢koli jsou indikaéni kritéria americké NCCN ve vét$ing ukazateld $ifeji
nastavena nez kritéria Ceskd, neni zde pifekvapivé indika¢ni kritérium medularniho
histopatologického typu karcinomu vibec zohlednéno a doporuuje se pouze testovat
pacientky s triple-negativnim karcinomem prsu diagnostikovanym pod 60 let véku.[180]

Mezi 16 nosickami sledovanych mutaci v hlavnich predispozi¢nich genech BRCA1 a BRCA2
zachycenych v této studii by indikaéni kritéria zaloZena na rodinné anamnéze nadorového
onemocnéni zachytila pouze 2 pacientky. Dalsi 4 pacientky by byly ke genetickému vysetieni
indikovany na zaklad€ nizkého veéku v dobé€ diagndzy, bilaterdlniho karcinomu prsu s prvnim
nadorem diagnostikovanym do 50 let véku a na zakladé medularniho histopatologického typu
¢i triple-negativniho karcinomu. Piekvapujicim zjisténim piedkladané prace je fakt, ze celych
10 ze 16 zachycenych nosicek by na zédklad¢ indikacnich kritérii pfijimanych Vv soucasnosti
v Ceské republice viibec nebylo odeslano ke genetickému vysetfeni. Kritéria americké
NCCNI[180] stejn¢ jako doporu¢eni ESMO[196] by dokonce vedla k indikovani pouze
5 pacientek.
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Duwvodt, pro¢ by tyto pacientky nebyly zachyceny soucasnymi indika¢nimi kritérii, mize byt
nékolik." Prvni problém predstavuji nejasnosti pii odbéru rodinné anamnézy. Castym
omylem[182] muze byt kupiikladu nedostate¢né zohlednéni muzské linie Vv rodinach, kde
prevazuji muzi. Nosiéstvi patogenni mutace v genu BRCA1 nebo BRCA2 miize sice u muzu
vést ke zvySenému riziku dalSich malignit (karcinomu prsu, prostaty, pankreatu,
kolorektalniho karcinomu atd.), ale neni vzdy spojovano s ¢asnéj§im nastupem téchto
onemocnéni [29, 30, 140]. Proto pokud se toto nosiéstvi neprojevi V rodin¢ piimo vyskytem
karcinomu prsu u muze, je pravdépodobné, Ze ceskd indikacni kritéria ke genetickému
vySetieni viibec nemusi zachytit pacientky, v jejichz rodinach je pfevaha muzi a patogenni
Mutace je prenaSena muzskou linii.

Dal$im aspektem odbéru rodinné anamnézy, ktery muze byt divodem vylouceni nékterych
Ceskych nosiek z genetického vySetfeni a na né&jz je Vv indikaénich kritériich NCCN
pamatovano[180], mize byt nedostatek informaci o pokrevnich rodinnych pfislusnicich, at’ uz
z divodu adopce ¢i preruSeni rodinnych kontaktd. Dojde-li navic k umrti nosi¢e mutace
Z jinych pficin jesté pfed vekem, ktery je pro nastup nddorového onemocnéni typicky,
neupozorni ¢asny nastup onemocnéni na moznost familiarniho pfenosu. Dokladem toho, za
jak klicovy je v posledni dobé povazovan kvalitni odbér rodinné anamnézy, je vytvareni
riznych nastrojl, jez k nému maji dopomoci (napft. specializované weby jako je ,,My family
health portrait“[229] atd.).[182, 230]

V neposledni fadé pak fakt, Ze by téméf dvé tfetiny nosicek ze sledovaného souboru nebyly
V soucasnosti u nas uzivanymi indika¢nimi kritérii odhaleny, mtize souviset s niz$i penetranci
patogennich mutaci V hlavnich predispozi¢nich genech BRCA1l a BRCA2 pozorovanou
Vv populaénich studiich.[231] Kromé& modifikatora rizika[142] zde pravdépodobné hraje roli
synergicky efekt vice genetickych i epigenetickych faktort, které se na typickém fenotypu
syndromu HBOC spolupodileji, avsak jejich vyskyt neni vazan na pienos konkrétni
patologické mutace. Tomuto vykladu by odpovidalo i zvySené riziko vzniku karcinomu prsu
a/nebo ovaria, jez plyne z rodinného vztahu k nosi¢i patogenni mutace v genech BRCA1
a BRCA2, aniz by byl pienos konkrétni mutace prokazan. Naptiklad podle Metcalfa et al. je
toto riziko oproti bézné populaci téméet Ctyfnasobné.[232]

Je pravdépodobné, ze masivni zapojeni metod paralelniho sekvenovani pomuze tyto otazky

z velké casti zodpoveédét. | v tomto kontextu ma vSak stanovovani populaéné specifickych

! Vsechny pacientky, u nichz byla v ramci tohoto vyzkumu zachycena patogenni mutace v genu BRCAL nebo
BRCA2, at’ uz by indika¢ni kritéria spliiovaly ¢i nespliiovaly, byly samoziejmé odeslany do genetické ambulance
VFN, kde jsou nadéle sledovany.
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mutaci v pfesn¢ definovanych populacich své opodstatnéni[33] a diky jemu by tyto mutace
mohly byt vySetfovany celoplosné u vSech pacientek s karcinomem prsu ¢i alesponi u skupin

pacientek, jez by byly vymezeny Sifeji nez podle souc¢asnych indikac¢nich kritérii.

2. NBN

Jelikoz se gen NBN ucastni komplexni bunééné odpovédi na poskozeni DNA, na které
spolupracuje mj. s geny BRCA1 a BRCA2, byl vytipovan jako dal$i kandidatni gen, jehoz
patogenni mutace by mohly zvySovat riziko vzniku karcinomu prsu. Toto riziko u riznych
populaci se pokusila vyjadrtit celd fada studii. Celosvétoveé byla nejvice studovana delece péti
nukleotidi 657del5 v exonu 6, kterd se v homozygotnim stavu nachazi az u 90 % pacientt
s NBS1 syndromem ze stfedni a vychodni Evropy.[104, 164, 172, 174, 175, 217, 233, 234]
Jednim z cilu piedkladané prace je proto stanovit frekvenci této mutace v Ceské republice, a
to konkrétné v souboru vysokorizikovych pacienti bez prokazané mutace V hlavnich
predispozi¢nich  genech, v souboru neselekovanych pacientek s karcinomem prsu
a V kontrolnim souboru jedinct bez diagnostikovaného nadorového onemocnéni. Kromé vyse
zminéné mutace byla v ramci této studie sledovana dalsi alterace tohoto genu v exonu 6
R215W, u niz byl prokazan negativni vliv na funkci genového produktu, coz pravdépodobné
zvySuje riziko vzniku maligniho onemocnéni [104, 171, 172], a dale mutace V210F, ktera
byla jiz dfive popisovana, ale jeji vyznam neni dostatecné objasnén.[90, 163] Dalsi mutace
1171V vexonu 5 genu NBN, uniz se také predpokladd zvySeni rizika vzniku nadorového
onemocnéni[217], do testované oblasti nebyla zahrnuta.

Vysledky predkladané analyzy jsou v rozporu s nékterymi diive publikovanymi pracemi.
V polské studii z okoli Stétina bylo zachyceno 3,7 % (3/80) nosiéti mutace 657del5 v souboru
pacientli s rodinnym vyskytem karcinomu prsu, dale 1,3 % (2/150) nosic¢l téZe mutace
v souboru konsekutivnich pacientek s karcinomem prsu diagnostikovanych pod 50 let véku
a 0,6 % (3/530) nosic¢t mezi zdravymi kontrolami.[174] Ve stfednim Polsku bylo nalezeno
1,96 % (11/562) nosi¢t mutace 657del5 u neselektovanych pacientek s karcinomem prsu,
zatimco u zdravych kontrol byla tato mutace identifikovana pouze v 0,62 % (10/1620)
ptipadll. Kromé& toho byla v téze studii zachycena v jednom ptipadé¢ mutace V210F, zatimco
mutace R215W nebyla detekovana viibec.[175] Ve velkém souboru neselektovanych pacienti
s karcinomem prsu z Béloruska bylo identifikovano 0,9 % (15/1588) nosi¢t mutace 657del5
a0,6 % (9/1588) nosici mutace R215W. V kontrolnim souboru pak bylo nalezeno
0,1 % (1/1014) nosict mutace 657del5 a 0,49 % (5/1014) nosi¢li mutace R215W. Stejnd
studie odhalila 0,1 % (1/1076) nosich mutace 657del5 a 0,8 % (9/1076) nosic¢i mutace
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R215W v souboru neselektovanych pacientek s karcinomem prsu ze severniho Némecka.
V kontrolnim severonémeckém souboru nebyla mutace 657del5 vibec nalezena a nosici
mutace R215W byli zachyceni v 0,2 % (2/1017) ptipadi.[172]

Se zéavéry jiné némecké studie se naopak vysledky predkladané prace shoduji.
V neselektovaném souboru némeckych pacienti s karcinomem prsu pod 51 let byla
detekovana jedna mutace 657del5 (1/477; 0,21 %), stejn€ jako v kontrolnim souboru (1/866;
0,12 %).[235]

Podle vysledki predkladané prace je frekvence sledovanych mutaci v genu NBN v CR nizka.
V nasem souboru neselektovanych pacientti s karcinomem prsu byla u mutace 657del5
zaznamenana Skrat nizsi frekvence nez v odpovidajicim béloruském souboru a 10krat nizsi
frekvence nez v odpovidajicim souboru ze stiedniho Polska. Frekvence této mutace v naSem
souboru neselektovanych pacientek s karcinomem prsu se vyznamné nelisila od jeji frekvence
zaznamenané v kontrolnich souborech zdravych jedincti z Béloruska a dokonce byla 2krat
nizsi nez frekvence v obou vyse uvedenych kontrolnich skupinach z Polska. Jelikoz frekvence
mutace 657del5 byla v nasi skupiné pacientli s vysokym rizikem vzniku karcinomu prsu i
v nasem souboru neselektovanych pacientek skarcinomem prsu jen mirné vys$i nez
Vv kontrolnim souboru jedinci bez diagnostikovaného nadorového onemocnéni; 0,33 % Vs
0,22 %; p=0,67, resp. 0,28 % vs 0,22 %; p=0,4; a vzhledem K jeji celkové nizké frekvenci ve
sledovanych populacich neprokazala ptedkladana prace signifikantni souvislost mezi
nosiéstvim mutace 657del5 a zvy$enim rizika vzniku karcinomu prsu v Ceské republice.
Frekvence mutace R215W v nasem souboru neselektovanych pacientd s karcinomem prsu se
vyznamné neliSila od frekvence zjisténé u neselektovanych pacientli z Béloruska (0,4 % vs
0,6 %) a byla jen mirn€ niz$i nez frekvence v odpovidajicim severonémeckém souboru (0,4 %
vs 0,8 %). Vzhledem k tomu, ze frekvence mutace R215W ve studované skupiné pacientli
s vysokym rizikem vzniku karcinomu prsu byla dokonce niz$i nez ve skupinach
neselektovanych pacientek s karcinomem prsu a u zdravych kontrol, nepotvrzuje predkladana
prace ani asociaci nosi¢stvi mutace R215W se zvySenym rizikem vzniku karcinomu prsu
v Ceské republice.

Vysledky jednotlivych studii, které mély za cil posoudit vliv nosi¢stvi mutace 657del5 na
riziko vzniku karcinomu prsu, nebyly v celosvétovém méfitku prikazné. Recentné
publikovand metaanalyza, do niz bylo spolu s pfedkladanou praci zavzato celkem 10 studii
o celkovém poctu 25 365 piipadl, stanovila pfiblizn€ 2,5ndsobné riziko vyplyvajici

Z nosicstvi této mutace (OR=2,66; 95% CI 1,82-3,9; p<0,001) (obrazek 25).[234]
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Study

o

D OR (95% Cl) Weight
Carlomagno F 1999 E > 1.82 (0.11, 29.12) 227
Gorski B 2003 { 3.90 (0.93, 16.47) 5.68
Steffen J 2004 l 2,93 (0.91, 9.41) 7.64
Gorski B 2005 —.-—E— 1.80 (0.97, 3.67) 38.23
Buslov KG 2005 : 279 (0.58, 13.47) 7.08
Steffen J 2006 _L._ 3.21 (1.36,7.61) 16.16
Kanka C 2007 : 2,42 (0.49, 9.10) 575
Roznowski K 2008 i 1.09 (0.15,7.82) 8.07
Bogdanava N 2008 : 12.27 (1.63,9257) 361
Mateju M 2012 : 1.41 (0.26,7.69) 7.50
Overall (I-squared = 0.0%, p = 0.816) <> 2.66 (1.82, 3.90) 100.00

I

E

T T T T T T

Obrazek 25: Metaanalyza stanovujici asociaci nosi¢stvi mutace 657del5 v genu NBN s
rizikem vzniku karcinomu prsu, pfevzato z[234]

Do dalsi nedavno publikované metaanalyzy, jez méla za cil posoudit vztah vybranych alteraci
v genu NBN Kk celkovému riziku vzniku nadorového onemocnéni, bylo spolu s piedkladanou
praci zatazeno 60 publikaci o souhrnném poctu 39 731 ptipadli nadorového onemocnéni a
64 957 kontrol. Podle této metaanalyzy zvySuje mutace 657del5 riziko vzniku nadorového
onemocnéni u svého nosice 2,8krat (OR=2,79; 95% CI 2,17-3,68; p<0,001) (obrazek 26)
a mutace R215W zvysuje toto riziko asi 1,8krat (OR=1,77; 95% CI 1,07-2,91; p<0,025)
(obrazek 27).[233]
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Study %

D OR (95% CI) Weight
01 Breast cancer

Bogdanova(a) (2008) 413(020,8622) 097
Bogdanova(b) (2008) 869(1.15,6559) 230
Buslov (2005) 279(058,1347) 2394
Carlomagno (1999) 182(0.11,29.12) 126
Gorski (2003) 390(0.93,1647) 316
Gorski (2005) 1.89(0.97,3.67) 21.28
Kanka (2007) 1.53 (0.36, 6.55) 437
Mateju (2012) 1.41(0.26,7.69) 417
Roznowski (2008) 1.09(0.15,7.82) 338
Steffen (2006) 3.21(1.36,7.61) 9.00

Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.869) 251(1.68,3.73) 53.84

02 Lymphoma

Chrzanowska (2006) 1.53(0.60, 3.88) 1073
Mosor (2006) 145(0.09,2335) 145
Resnick (2003) 41.24 (1.96,868.21) 0.19

03 Prostate cancer

=%
Soucek (2003) —_— 449(0.18,11124) 071
Steffen (2006) 537 (1.93,14.94) 355
Subtotal (I-squared = 37.7%, p = 0.170) 293(1.62,5.29) 16.63
<

Cybulski (2004) 6.07(261,1413) 646
Hebrring (2006) —_— 4.89(0.28,8572) 134
Subtotal (I-squared =0.0%, p = 0.883) 587(251,1375) 7.80
04 Other cancers

Abramczuk (2010) k 1.33(0.18, 9.65) 263
Ciara (2010) 498 (1.54, 16.06) 212
Debniak (2003) 450 (0.74,27.38) 137
Steffen (2004) 1.90 (0.85,4.23) 1561
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.435) 229(1.23,426) 2172

Ovetall (l-squared = 0.0%, p = 0.609) 279(212,368) 100.00

..__o_

I
00115 868

-

Obrazek 26: Metaanalyza stanovujici asociaci nosi¢stvi mutace 657del5 v genu NBN s
rizikem vzniku nadorového onemocnéni, prevzato z [233]

Study %
) OR (95% CI) Weight
|
01 Breast cancer :
Bogdanova(a) (2008) —_— 4.15(0.91,19.00) 8.87
1
Bogdanova(b) (2008) —='— 119 (0.41,3.42) 26.36
1
Desjardins (2009) —— 0.75 (0.05, 12.19) 461
Mateju (2012) e 070 (0.17,2.81) 19.12
1
Subtotal (I-squared =7.3%, p=0.357) ] 144 (073 285) 58.96
>
|
|
02 Other cancers :
Mosor (2006) ! 3> 436 (0.18, 107.85) 1.65
Steffen (2006) .——— 4.39(0.80,24.14) 333
Abramczuk (2010) — 3.18(0.39, 26.07) 245
Hebrring (2006) —.— 1.34 (0.40, 4.50) 19.24
Steffen (2004) —— 252(0.76,8.40) 1438
|
Subtotal (-squared = 0.0%, p = 0.800) <> 223(1.08, 4.60) 41.04
1
I
Overall (I-squared = 0.0%, p = 0.641) <> 177 (1.07,291) 100.00
1
T : T
00927 1 108

Obrézek 27: Metaanalyza stanovujici asociaci nosi¢stvi mutace R215W v genu NBN s
rizikem vzniku nadorového onemocnéni, pievzato z [233]
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Jelikoz tato metaanalyza stanovila riziko pro mutaci 1171V vyssi nez pro obé studované
mutace (OR=3,93; 95% CI 1,68-9,2; p<0,002), zistava otazkou, nakolik by jeji zafazeni do
testované oblasti genu NBN zménilo vysledky predkladané prace.

Ve svétle zavért vySe zminénych metaanalyz by bylo mozné uvazovat o zarazeni testovani
mutaci v genu NBN do rutinniho genetického vySetfeni osob se zvySenym rizikem vzniku
karcinomu prsu. Stejné jako u testovani jinych gend se stfedni a nizkou penetranci je vSak
i v tomto piipadé klinicka interpretace vysledki komplikovana, protoze dosud nebyla piijata
zavazna klinickd doporuceni ohledné dispenzarni péce o osoby, které nesou mutace v genu
NBN. Vznikajici nejasnosti pak mohou zbyte¢né problematizovat jak rozhodovani lékaie
ohledné dalsiho postupu, tak pfijeti sdélované zpravy pacientem. Pfipadné nadhodnoceni
rizika spojeného s mutacemi v genu NBN, jak tomu bylo ve starSich studiich mutaci v genu
CHEK2, by mohlo vést k chybnym klinickym zavérim a v pfipadé indikace radikalnéjsich ¢i
jinych preventivnich operac¢nich vykonid by Vkonecném dusledku mohlo pacientky
poskodit.[213, 214] K plnohodnotné klinické interpretaci rizika souvisejiciho s nosi¢stvim

mutace v genu NBN je zapotiebi dalsich studii.[177]
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VI. ZAVER

Karcinom prsu piedstavuje spolecensky vyznamné onemocnéni, a to jak vzhledem k vysoké
incidenci a mortalité, tak vzhledem k vysokym nakladim na diagnostiku i 1é¢bu. Jedna se
0 multifaktorialni onemocnéni, na jehoz rozvoji se podileji jak genetické, tak negenetické
faktory. Z genetického hlediska se karcinom prsu vyviji na podkladé¢ kumulace nové
vzniklych ¢i vrozenych genetickych alteraci v bunkach prsni zlazy. Nejcastéji jsou postizeny
geny podilejici se na regulaci bunéného cyklu a udrzovani stability genomu. Za
nejvyznamnéjsi geny, jez souviseji s hereditarnim vyskytem karcinomu prsu a ovarii, jsou
povazovany BRCA1l a BRCAZ2. Predpoklada se, ze v rodinach, u nichz nebyla prokdzana
patogenni mutace v hlavnich predispozi¢nich genech, mohou mit na zvySeni rizika vzniku
karcinomu prsu vliv téZ geny se stfedni a nizkou penetranci, napi. NBN.

Prvnim cilem piedkladané prace bylo stanovit frekvenci rekurentnich mutaci v neselektované
populaci pacienti s diagnostikovanym karcinomem prsu. Ve studovaném souboru pacientek
S karcinomem prsu, jez nebyly nijak selektovany podle rodinné anamnézy, bylo zachyceno
2,4 % nosi¢ek sledovanych mutaci v genech BRCA1l a BRCAZ2. Celkovéa frekvence
patogennich mutaci v hlavnich predispozi¢nich genech pak byla na zakladé Cetnosti vyskytu
rozsahlych genomovych pfestaveb stanovena v c¢eské neselektované populaci Zen
s diagnozou karcinomu prsu ptiblizné na 5 %, coz odpovida vysledkiim zji§ténym u jinych
evropskych populaci. Zda jsou sledované rekurentni mutace populacné specifické v celé
Ceské republice Ize spolehlivé uréit za predpokladu, ze by vysledky dosud publikovanych
studii byly doplnény dal$imi tidaji z mimoprazskych a mimobrnénskych regiont. Spektrum
testovanych rekurentnich mutaci by dale bylo vhodné rozsifit o rozsédhlou deleci exonu 5-14
v genu BRCAL, kter byla vicekrat zaznamenéna jak v Cechach, tak na Moravé.

Vysledky predkladané prace potvrzuji kromé efektivity indikacnich kritérii zaloZenych na
rodinné anamnéze jako vhodné indikacni kritérium ke genetickému vySetfeni pacientek
s vysokym rizikem hereditarniho vyskytu karcinomu prsu a/nebo ovarii zejména medularni
histopatologicky typ karcinomu.

10 ze 16 (62,5%) zachycenych nosicek by na zdklad¢ indikac¢nich kritérii piijimanych
v soudasnosti v Ceské republice vibec nebylo odeslino ke genetickému vySetieni.
Nejpravdépodobnéjsim divodem miize byt nepiesné odebrand ¢i malo detailni rodinna
anamneéza, jejiz zkvalitnéni a objektivizace metodiky jejiho odbéru by mohly vyznamné
zvysit zachytnost nosicek. Dalsi dlivod mlzZe souviset s niz8i penetranci patogennich mutaci
Vv hlavnich predispozi¢nich genech BRCA1 a BRCA2 pozorovanou Vv souborech pacientil se

sporadickym karcinomem, na které se kromé& modifikatorti rizika pravdépodobné podili
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I synergicky efekt vice genetickych i epigenetickych faktort, které spolecné vedou
K typickému fenotypu HBOC, avsak jejich vyskyt neni vazan na ptenos konkrétni patologické
mutace. Tomuto vykladu by odpovidalo i zvySené riziko vzniku karcinomu prsu a/nebo
ovaria, jez plyne z rodinného vztahu K nosici patogenni mutace v genech BRCA1 a BRCAZ2,
aniz by byl prokazan pienos konkrétni mutace.

Stanovovani populacné specifickych mutaci v pfesné definovanych populacich ma své
opodstatnéni i v dob& novych metod sekvenovani, jelikoZ by jeho pomoci mohly byt mutace
vySetiovany celoplo$né u vSech pacientek s karcinomem prsu. Testovani rekurentnich mutaci
je rychlé, technicky i ekonomicky tnosné a umoznilo by zachytit vyznamnou ¢ast nosict
mutace jesté pied primarnim chirurgickym vykonem, coz je kli¢ové jak pro stanoveni rozsahu
chirurgického vykonu, tak pro volbu vhodné neodjuvantni ¢i adjuvantni 1é¢by.

V ramci této prace byl v souladu s jejimi cili dokonéen a systematizovan téz multifunkéni
databazovy katalog pacientek s vysokym rizikem vzniku karcinomu prsu, ktery nadale slouzi
pfi vyzkumu genetickych alteraci v predispozi¢nich genech v Ustavu biochemie a
experimentalni onkologie 1. LF UK.

Dalsim cilem ptfedkladané prace bylo stanovit frekvenci nejcastéjSich patogennich mutaci
genu NBN ve vybranych populacich v Ceské republice a na zakladé ziskanych vysledki
eventualné navrhnout rozsiteni spektra testovanych genti u pacientek s vysokym rizikem
hereditarniho vyskytu karcinomu prsu a/nebo ovarii 0 gen NBN.

Jelikoz frekvence sledovanych mutaci v testovaném tiseku 6. exonu genu NBN byla obdobna
jak ve skupiné pacientti s vysokym rizikem vzniku karcinomu prsu a/nebo ovarii, tak
Vv neselektované skupiné pacientti s diagnostikovanym karcinomem prsu, tak v kontrolnim
souboru jedinct bez diagnostikovaného nadorového onemocnéni, a vzhledem K jeji celkové
nizké frekvenci ve sledovanych populacich neprokazala predkladand prace signifikantni
souvislost mezi nosi¢stvim patogennich mutaci v genu NBN a zvySenim rizika vzniku
karcinomu prsu v Ceské republice. Zjisténa frekvence sledovanych mutaci v genu NBN je
v priméru 3-5x niz§i nez u jinych stiedoevropskych populaci. Na zaklad¢ vysledka
pfedkladané prace nelze rutinni vySetfovani mutaci v genu NBN u pacientl s vysokym
rizikem hereditarniho karcinomu prsu a/nebo ovarii v Ceské republice doporugit. Ac&koli
neddvno publikované metaanalyzy popsaly signifikantni vztah mezi nosi¢stvim mutace
vgenu NBN a rizikem vzniku karcinomu prsu, respektive nadorového
onemocnéni, K plnohodnotné klinické interpretaci rizika souvisejiciho s nosi¢stvim mutace

v genu NBN je zapotiebi dalSich studii.
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Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

A adenin

Alu repetitivni DNA sekvence v lidském genomu z tfidy kratkych rozptylenych repetic (ptiv. popsana
jako sekvence citliva k restrikéni endonukleaze z organismu Arthrobacterium luteus)

ANOVA analyza rozptylu (analysis of variance)

AR androgenni receptor

ATM gen ATM (ataxia telangiectasia mutated)

BACH1 gen BACH1 (BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 1)

BARD1 gen BARD1 (BRCA1-associated RING domainl)

BASC BRCA1 genome surveillance complex

Bcl-2 B-cell lymphoma2

BRCA1 gen BRCAL (breast cancer 1, early onset)

BRCA2 gen BRCA2 (breast cancer 2, early onset)

BRCT BRCAL C terminal domain

BRIP1 gen BRIP1 (BRCAL1 interacting protein C-terminal helicase 1)

C cytosin

CASP-8 gen CASP-8 (Caspase8 gene)

Cdc25A gen Cdc25A (cell division cycle 25A)

Cdc25C gen Cdc25C (cell division cycle 25C)

cDNA komplementarni kyselina deoxyribonukleova (complementary deoxyribonucleic acid)

Cl konfidenéni interval (confidence interval)

CIMBA Consortium of Investigators of Modifiers of BRCA1/2

CK18 cytokeratin 18

CK8 cytokeratin 8

CNS centralni nervova soustava

CT pocitatova tomografie (computed tomography)

CLS JEP Ceska lékaiska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné

DBD DNA-vazajici doména (DNA-binding domain)

DCIS duktalni karcinom in situ (ductal carcinoma in situ)

DHPLC denatura¢ni vysokouéinna kapalinova chromatografie (denaturing high-performance liquid
chromatography)

DNA kyselina deoxyribonukleova (deoxyribonucleic acid)

dNTP deoxynukleotid trifosfat (deoxynucleotide triphosphate)

DSB dvoufetézcové zlomy (double strand breaks)

dsDNA dvouretézcova kyselina deoxyribonukleova (double stranded deoxyribonucleic acid)

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)

EGF epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor)

EGFR receptor pro lidsky epidermalni rastovy faktor ErbB-1 ¢ili HER1 (epidermal growth factor
receptor)

EMQN European Molecular Genetics Quality Network

ER estrogenovy receptor

ErbB-1 receptor pro lidsky epidermalni rGstovy faktor, téz EGFR ¢i HER1
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ErbB-2 receptor pro lidsky epidermalni rastovy faktor 2 ¢ili HER2/neu

ErbB-3 receptor pro lidsky epidermalni ristovy faktor 3 ¢ili HER3

ErbB-4 receptor pro lidsky epidermalni ristovy faktor 4 ¢ili HER4

EREs estrogenové responzivni elementy (estrogen responsive elements)

ERa estrogenové receptory alfa

ERp estrogenové receptory beta

ESMO European Society for Medical Oncology

FANCD?2 gen FANCD?2 (Fanconi anemia, complementation group D2)

FGF1 fibroblastovy ristovy faktor 1 (fibroblast growth factor 1)

FGFR2 receptor pro fibroblastovy ristovy faktor 2

FHA forkhead-associated

G guanin

GIT gastrointestinalni trakt

GnRH gonadotropiny uvoliiujici hormony (gonadotropin-releasing hormone)

GWAS celogenomova asociaéni studie (genome-wide association study)

HBOC syndrom hereditarniho karcinomu prsu a ovarii (hereditary breast and ovarian cancer syndrome)

HER1 receptor pro lidsky epidermalni rastovy faktor, téZ EGFR ¢i ErbB-1 (human epidermal growth
factor receptor)

HER2/neu receptor pro lidsky epidermalni rstovy faktor 2 ¢ili ErbB-2 (human epidermal growth factor
receptor 2)

HER3 receptor pro lidsky epidermalni rastovy faktor 3 ¢ili ErbB-3 (human epidermal growth factor
receptor 3)

HER4 receptor pro lidsky epidermalni rstovy faktor 4 ¢ili ErbB-4 (human epidermal growth factor
receptor 4)

HR homologni rekombinace

HRMA vysokorozliSovaci analyza ktivek tani (high-resolution melting analysis)

CHEK2 gen CHEK?2 (checkpoint kinase 2)

CHK2 proteinovy produkt genu CHEK?2 (checkpoint kinase 2)

ILC invazivni lobularni karcinom (invasive lobular carcinoma)

kDa kilodalton

Ki67 antigen Ki67

LCIS lobularni karcinom in situ (lobular carcinoma in situ)

LINEs rozptylené dlouhé repetice (long interspread elements)

LKB1/STK11  gen LKB1/STK11 (serine/threonine kinase 11)

LOH ztrata heterozygozity (loss of heterozygosity)

MG mamografie

MHA analyza multiplexovych heteroduplexd (multiplex heteroduplex analysis)

MIB1 antigen MIB1

MLPA multiplex ligation-dependent probe amplification

MRE11 protein MRE11

MRI nuklearni magneticka rezonance (magnetic resonance imaging)

MRN MRE11/RAD50/NBN komplex

myc myelocytomatosis viral oncogene

NBN gen nibrin ¢ili NBS1 (Nijmegen breakage syndrome 1)
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NBR1 gen NBR1 (neighbor of BRCA1 gene 1)

NBR2 gen NBR2 (neighbor of BRCAL gene 2)

NBS Nijmegen pbreakage syndrom

NCCN National Comprehensive Cancer Network

NGS next-generation sequencing

NHEJ nehomologni spojovani konct (hon homologous end joining)

NHL non-hodgkinsky lymfom

NLS jaderny lokaliza¢ni signal (nuclear localization signal)

NMR nuklearni magneticka resonance (nuclear magnetic resonance)

NOS bliZe nespecifikovany (not otherwise specified)

OCCR ovarian cancer cluster regions

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

OR odds ratio

oS celkové preziti (overall survival)

p hodnota p

p53 protein p53

PAI/1 urokinazovy typ aktivatoru plazminogenu

PALB2 gen PALB2 (Partner and Localiser of BRCA2)

PARP poly-(ADP-rib6zo) polymeraza

PCR polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PET/CT diagnosticka zobrazovaci metoda spojujici vySetfeni pocitacovou tomografii (computed
tomography) a pozitron emisni tomografii

PR progesteronovy receptor

PTEN gen PTEN (phosphatase and tensin homolog)

PTT test zkraceni proteinu (protein truncation test®,)

RAD50 gen RAD50

RAD51 gen RAD51

RAD51C gen RAD51C

RAD51D gen RAD51D

ras rat sarcoma oncogene

Rb retinoblastom

RFLP délkovy polymorfismus restrikénich fragmentt (restriction fragment length polymorphism)

RING Really Interesting New Gene

RNA kyselina ribonukleova (ribonucleic acid)

RPA replication protein A

RR relativni riziko

SCD stromalin conservative domain

SDS dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

SLG Spole¢nost lékaiské genetiky

SNP bodovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)

ssDNA jednoietézcova kyselina deoxyribonukleova (single stranded deoxyribonucleic acid)

T thymin

TAFs TBP-associated factors
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TBP TATA box-binding protein

TDLU terminalni duktolobularni jednotka (terminal ducto-lobular unit)

TGFp1 gen TGFp1 (transforming growth factor, beta 1)

Tm teplota tani (melting temperature)

TNM klasifikace nadorii podle tumoru, uzlin a metastaz (tumor, nodi, metastasis)
TPS53 gen TP53 (tumor protein p53)

uPA urokinazovy aktivator plazminogenu (urokinase plasminogen activator)
uz ultrazvukové vysetieni

UzZIS Ustav zdravotnickych informaci a statistiky

VUS varianty nejasného vyznamu (variants of uncertain significance)

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

ZN zhoubny novotvar
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The two major susceptibility genes, BRCA1 and BRCA2, are involved in hereditary breast and ovarian cancer syndromes.
Early detection of mutation carriers has crucial clinical importance, as it allows identification of women who may benefit
from intensive clinical follow-up or prophylactic surgery. Generally accepted inclusion criteria for BRCA1/2 mutation
testing are based either upon family history of breast or ovarian cancer or young age at cancer diagnosis. To analyze the
impact of BRCA1/2 mutations on breast cancer development in the Czech population and to confront the clinical and his-
topathological data of mutation carriers with current criteria for mutation testing we examined the frequency of mutations
in unselected breast cancer cases. Mutational analysis of BRCA1/2 genes performed in 679 unselected female breast cancer
patients included all recurrent deleterious alterations previously identified in the Prague area and truncating mutations in
the whole exon 11 of BRCAI. Within analyzed gene sequences more than 80% of mutations were identified previously in
high-risk patients. A total of 16 breast cancer patients (2.4%) carried a mutation. BRCAI mutations were identified in 14
(2.1%) whereas BRCA2 in 2 (0.3%) women. Family history of ovarian cancer was a strong predictor of a BRCA1/2 mutation
(OR =8.3; p = 0.01), however, family history of breast cancer was not indicative of carrier status. A significant association
between medullary breast cancer and mutation status was observed. Current criteria for BRCA /2 mutation testing would
distinguish only 6 out of 16 (37.5%) of carriers identified in our study. Ten breast cancer patients with confirmed BRCA1/2
germ-line mutation exhibited no clinical characteristics that would predict their carrier status. Therefore, we believe that the
testing for BRCA1/2 mutations in the Czech Republic may not be restricted only to high-risk patients. Our results indicate
that analysis of locally prevalent BRCA1/2 mutations in all breast cancer patients might extend substantially the percentage
of identified mutation carriers.

Keywords: hereditary breast cancer, BRCA/2 mutation analysis, population-based study

Breast cancer (BC) is the most common malignancy af-
fecting women in developed countries. Genetic susceptibility
resulting from germ-line inactivation in cancer predisposition
genes accounts for approximately 5-10% of BC cases [1]. He-
reditary BC s characterized by an early onset [2], high bilateral
incidence and association with ovarian cancer (OC) [3]. Two
highly penetrant cancer susceptibility genes, BRCAI (MIM
#113705) and BRCA2 (MIM # 600185), have been identified
[4, 5]. Mutations in these genes are responsible for more than
60% of diseases in families with BC only and for more than
90% of cases in families with both BC and OC [6]. Mutations
in BRCA1/2 confer a lifetime risk of BC that ranges between 60
and 85% and a risk of OC between 15 and 40% [7, 8]. Detection

of mutation carriers has an important clinical relevance, as it
allows identification of women who may benefit from intensive
clinical follow-up [9] or prophylactic surgery [10].

Analyses that have been performed in various geographic
regions revealed significant differences in frequencies and
types of mutations in BRCA1/2 genes. Elucidation of recur-
rent population-specific mutations facilitates the analysis of
high-risk patients in specific ethnic groups. Testing for three
common mutations in BRCA I in Poland identified 198 (3.9%)
carriers of 5024 women who had a first- or second-degree
relative with BC before 50 years of age or OC at any age or
women who themselves had such history of BC or OC [11].
In Iceland, the single BRCA2 mutation 999del5 was respon-
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sible for a substantial fraction (8.5%, 39/459) of BC patients
[12]. The three frequently identified BRCAI and two BRCA2
mutations accounted for 3.6% (18/500) of female BC patients
in Hungary [13].

The BRCA 1 mutations 5382insC and 300T>G predominate
in populations of Central, Eastern and Southeastern Europe
[14], including Austria [15], Hungary [13], Slovenia [16],
Greece [17], Poland [18], Slovakia [19], Russia [20], and the
Czech Republic [21, 22]. Previous analyses of entire coding
sequences of BRCA1/2 genes performed in 500 and 1010
high-risk BC or OC patients from the two centers in the
Czech Republic [22, 23] and unpublished results] and [21]
consistently demonstrated that mutations in BRCAI account
for more than 70% of identified gene alterations and that more
than 90% of alterations in this gene represent most frequent
recurrent mutations 5382insC and 300T>G and truncating
mutations in exon 11 (25 different mutations). In BRCA2, the
three repeatedly occurring mutations (5873C>A, 5910C>G
and 5991insT) represented almost 40% (9/23) of deleterious
defects [22].

We performed analysis of population-specific mutations
in BRCA1/2 genes in a cohort of unselected BC patients from
the Prague area to estimate the frequency of mutation carriers
among BC patients. Association of BRCA1/2 -related carcino-
mas with specific clinical and histopathological characteristics
was analyzed to evaluate the relevance of currently used criteria
of mutation testing.

Patients and methods

Subjects. Genetic testing was performed in a series of
consecutive female patients 27 to 86 years of age with a his-
tologically confirmed diagnosis of primary invasive BC who
were treated at the Department of Oncology of the General
Teaching Hospital and the 1** Medical Faculty, Charles Uni-
versity in Prague or at the Department of Clinical Oncology,
Central Military Hospital, Prague from September 2004 to
December 2006. All patients had Czech ancestries and were
living in Central Bohemia. Participants were included into
the study without regard to age at diagnosis and BC or OC
family history. Testing was performed immediately after
confirmation of the pathologic diagnosis. Medical history
and other clinical data on patients were obtained from medi-
cal records. Age at diagnosis, family history concerning the
first- and second-degree relatives, tumor histology, receptor
status and TNM stage were recorded. A total of 730 control
blood samples were obtained regardless of age or sex from
random blood donors originating from the same geographical
region as the tested patients. The group comprised randomly
chosen healthy individuals enrolled between April 2006 and
November 2006 at the Department of Blood Transfusion of the
Thomayer Faculty Hospital in Prague. The study was approved
by the Ethical Committee of the First Faculty of Medicine and
the General Teaching Hospital and all participants gave their
written informed consent prior to genetic testing.

DNA isolation. Genomic DNA was isolated from EDTA
blood samples using the Wizard genomic DNA purification
kit (Promega, Madison, WI) according to the supplier’s in-
structions.

Analysis of population-specific alterations in BRCA1/2 genes.
The test panel was designed to harbor all previously identified
recurrent mutations in BRCA1/2 genes [22]. In addition, analy-
sis also included truncating mutations in the whole exon 11 of
BRCAI. 83% (83/100) of mutations previously found in high-
risk families were identified within analyzed gene sequences.
Mutations in exon 11 of BRCAI leading to the premature
termination of protein translation were pre-screened by the
protein truncation test (PTT) as described previously [24].
The most common pathogenic BRCAI mutation 5382insC
was identified by a mismatch polymerase chain reaction (PCR)
assay and restriction enzyme analysis as described in detail by
Backe et al. [25]. The second most frequently occurring BRCA1
mutation 300T>G was detected by the use of restriction frag-
ment length polymorphism (RFLP) analysis. PCR-fragments
containing the site of mutation were obtained with primers
(5"-CTCTTAAGGGCAGTTGTGAG-3" - forward and 5'-
TTGGAAATAATTTACTGTGTGC-3" - reverse) flanking
exon 5 of the gene. 10 ul reaction mixtures contained 1 pl of
10 x PCR buffer (Roche, Mannheim, Germany), 0.2 mM of
each ANTP, 0.4 pM of each primer, 0.5 U of Fast Start Taq
DNA polymerase (Roche) and 50-100 ng of genomic DNA.
After an initial denaturation (at 95°C for 3 min), 35 cycles (at
95°C for 30 sec, 58°C for 30 sec and 72°C for 2 min) and final
extension (at 72°C for 7 min) were performed. Wild type PCR
products carrying a single site for the restriction endonuclease
Cfr13I (Fermentas, St. Leon Rot, Germany) are digested into
a 144-bp and a 186-bp fragment. The 300T>G mutation intro-
duces the second restriction site. Therefore, the aberrant allele
is digested by the Cfr13I into a 144-bp, a 174-bp and a 12-bp
fragment. PCR products digested by Cfr131 under conditions
described by the supplier were run on precast Spreadex EL300
gels [26] using SEA 2000 electrophoretic apparatus (Elchrom
Scientific AG, Cham, Switzerland). Separated fragments were
visualized by SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen,
Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s instructions.
Screening for BRCA2 mutations included analysis of a 230
bp fragment of exon 11 by denaturing high-performance
liquid chromatography (DHPLC). Amplifications were per-
formed in 15 pl reaction mixtures containing 1.5 ul of 10
x PCR buffer, 0.2 mM of each dNTP, 0.4 uM of each primer
(5"-CGTTTGTGTTTCACATGAAAC-3" - forward and 5'-
CTTCACTCTGAATGTCAGCA -3” - reverse), 0.6 U Gold
Taq DNA polymerase (Applied Biosystems, Foster City, CA)
and 100 ng of genomic DNA. After an initial denaturation (at
95°C for 10 min), 10 cycles (at 95°C for 30 sec, 65°C -1°C/cycle
for 30 sec and 72°C for 2 min) followed by 25 cycles (at 95°C for
30 sec, 55°C for 30 sec and 72°C for 2 min) and final extension
(at 72°C for 7 min) were performed. 5 pl aliquots of the PCR
reactions were resolved using DHPLC (WAVE 3500 System;
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Transgenomic, Omaha, NE) on the DNASep cartridge at 55°C
in a gradient of 58-67% acetonitrile-containing Buffer B.

DNA sequencing. Alterations detected by PTT, RFLP or
DHPLC-analyses were confirmed and characterized by direct
sequencing from independently amplified PCR fragments us-
ing the BigDye terminator cycle sequencing kit version 3.1 in
a ABI PRISM 3100 genetic analyzer (Applied Biosystems).

Statistical analysis. The mean, median, SD, variance, quar-
tiles and other basic statistical measurements were computed
in given groups and subgroups. Proportions, frequencies,
odds ratios and 95% confidence intervals were computed
using CRAN 2.4.0. statistical analysis software release 8.02.
Statistical significance was assessed using logistic regression
analysis and non-parametric Wilcoxon test.

Results

Analysis of pathogenic mutations in BRCA1/2 genes. A total
of 679 incident BC patients were examined for mutations in
BRCA1/2 genes. Sixteen deleterious germ-line mutations were
identified (Table 1), accounting for 2.4% (95% CI 1.2-3.5) of in-
vasive BC cases associated with alterations in BRCA1/2 genes.
BRCA1 mutations were found in 14 (2.1%; 95% CI 0.9-3.1)
patients whereas BRCA2 mutations in 2 (0.3%; 95% CI1 0.0-0.7)
patients. The most frequent mutation was the BRCA 1 5382insC
detected in 7 (1.0%) participants. The BRCA1 300T>G was
identified in 3 (0.4%) patients and other previously identified
locally prevalent mutations - BRCAI 1806C>T and 3819del5
and BRCA2 5991insT and 5873C>T - were found each in
one patient (0.15%). Two BRCAI mutations -2607dup10
and 1135insA - were not previously detected in our series
of high-risk families [22]. Among 730 control blood samples
analyzed for BRCA1 5382insC one positively tested individual
was present. Population frequency of 0.14% (95% CI 0.0-0.4)
was estimated for this mutation. None of the control samples
carried recurrent mutations 3819del5 and 3875delGTCT
identified in exon 11 of BRCAI.

Clinical and histopathological characteristics of BC patients
carrying alteration in BRCA1/2 genes. Table 2 summarizes
clinical and histopathological data of analyzed BC patients in
relation to their carrier status. The mean age at diagnosis of
BC was lower in BRCA 1/2 mutation carriers (50.8 years) than
in non-carriers (56.0 years) nevertheless the difference did not
reach statistical significance (p = 0.06). However, BC patients
diagnosed at the age <50 had a more than two-fold increased
chance of being a mutation carrier than patients diagnosed
after 50. Of 16 identified mutation carriers, two patients
(12.5%) with a family history of OC and one (6.25%) with
a history of BC were registered. In non-carriers, family history
was available in 590 cases and BC and OC were reported in 80
(13.6%) and 10 (1.7%) families, respectively. In our series of
BC patients, family history of OC strongly predicted the pres-
ence of a BRCA1/2 mutation (OR = 8.3;95% CI 1.7-41.4; p =
0.01). On the contrary, family history of BC did not increase
the chance of being a mutation carrier. No family history

of BC or OC was registered in 13 out of 16 (81.3%) muta-
tion carriers.The incidence of bilateral BC was significantly
higher in BRCA1/2 mutation carriers (2/16; 12.5%) than that
in non-carriers (11/663; 1.7%; OR = 7.5; 95% CI 1.5-37.3;
p =0.01). The histological data were available for all mutation
carriers and 558 non-carriers. Invasive ductal carcinomas
predominated both in women with BRCA1/2-related BC and
in mutation negative patients. A significant association was
found between a mutation status and medullary carcinoma.
A total of 4 (25.0%) medullary carcinomas were identified
among 16 BRCA1/2-related breast tumors whereas 15 (2.7%)
tumors of this histological subtype were found in a group of
558 mutation negative women (OR = 12.1; 95% CI 3.5-41.8;
p =0.0001). We did not reveal any significant difference in tu-
mor grade or stage comparing BRCA1/2 positive and negative
individuals (data not shown). The BRCA 1/2-associated tumors
were more often progesterone receptor negative than tumors
in non-carriers [68.8% vs. 34.6% (OR = 4.2;95% CI 1.4-12.2;
p = 0.01)]. Further, we registered increased frequency of tri-
ple-negativity (a lack of expression of estrogen, progesterone,
and ErbB-2 receptors) in BRCA1/2-related tumors [12.5% vs.
3.6% (OR = 3.8;95% CI0.8-18.3; p = 0.09)]. On the contrary,
no association between mutation status and estrogen receptor
expression was found.

Discussion

BRCA1/2 mutations were intensively studied in families at
high-risk of BC. However, in unselected BC cases, the role of
these mutations in BC development remains unclear in many
populations. We have searched for population-specific muta-
tions of BRCA1/2 genes in a cohort of BC patients selected
regardless of age at diagnosis or family history and found 2.4%
of mutation carriers. Assuming 83% mutation detection sensi-
tivity (this percentage of gene alterations was previously found
within analyzed gene sequences in high-risk patients from
the Prague area), the approximate frequency of pathogenic
BRCA1/2 mutations in BC patients may be estimated at 2.8%.
Nevertheless, this calculation may be underestimated since
analysis was focused only on identified point mutations and
short deletions or insertions and screening for large intragenic
deletions and rearrangements, which may represent more than
10% of all deleterious mutations in the Czech Republic [27, 28],
was omitted. The spectrum of cancer-predisposing mutations
detected in this study was similar to that obtained previously
in high-risk patients and all identified gene alterations were
already described in the Czech Republic [21, 22]. The most
common BRCAI alterations, 5382insC and 300T>G, were
identified in 50% (7/14) and 21.4% (3/14) of BRCA 1 mutation
carriers whereas frequencies of these mutations previously
identified in high-risk families were 51.4% (18/35) and 8.6%
(3/35), respectively [22]. Further, we revealed other locally
prevalent mutations; 1806C>T and 3819del5 in BRCAI and
5991insT and 5873C>T in BRCA2 [22]. BRCAI mutations
- 1135insA and 2607dup10 - were previously disclosed at the
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Table 1 Clinical Characteristics of BRCA1 and BRCA2 Mutation Carriers

Patient No. Exon Mutation Effect Hlstolccyfzc(;ibreast Ag:e:tr;ig ’ f:;gzg:;:zs?sf) cancer 1
BRCA1

196 20 5382insC GIn1756£sX1829 Lobular 58 -

197 20 5382insC GIn1756£sX1829 Ductal 44 Ovarian, M (50), ovarian, MGM (50)
302 20 5382insC GIn1756fsX1829 Medullary 55 -

304 20 5382insC GIn1756fsX1829 Medullary 39 -

592 20 5382insC GIn1756fsX1829 Ductal 46 Endometrial, M (?) ovarian, S (?)
639 20 5382insC GIn1756£sX1829 Ductal 61 Lung, F (?)

689 20 5382insC GIn1756fsX1829 Ductal in situ 50 -

278 5 300T>G Cys61Gly Ductal 61 Breast, M (57)

364 5 300T>G Cys61Gly Mucoid 47 -

365 5 300T>G Cys61Gly Medullary 28 -

214 11 1135insA Lys339fsX345 Medullary/Ductal 43/51 Brain, F (?), prostatic, MGF (?)
708 11 1806C>T GIn563X Ductal 53 -

660 11 2607_2616dup10 Lys833fsX Ductal 50 -

331 11 3819del 5 Val1234fsX1241 Ductal/Ductal 51/53 -

BRCA2

691 11 5873C>A p-Ser1882X Ductal 67 Endometrial, M (?)

542 11 5991insT p.Alal1922fsX1923 Lobular 61 Stomach, M (62), lung, S (67)

! Abbreviations: M, mother; MGM, maternal grandmother; S, sister; F, father; MGE, maternal grandfather.

Table 2 Clinical and Histopathological Characteristics of Breast Cancer Cases

BRCA 1/2 Non-carriers

Carriers (%) (%) OR1 CI95% p value
Age at Diagnosis (n=651)2
< 50 years 8 (50.0) 199 (31.3) 2.2 0.8-5.9 0.1
> 50 years 8 (50.0) 436 (68.7) 0.5 0.2-1.2 0.1
Family History of (n= 606)
Breast cancer 1(6.3) 80 (13.6) 0.4 0.1-3.3 0.4
Opvarian cancer 2 (12.5) 10 (1.7) 8.3 1.7-414 0.01
Bilateral BC (n=679) 2(12.5) 11 (1.7) 75 1.5-37.3 0.01
Histological Type (n=574)
Invasive ductal 8 (50.0) 403 (72.2) 0.4 0.1-1.0 0.06
Invasive lobular 2 (12.5) 79 (14.2) 0.9 02-3.9 0.8
Medullary 4(25.0) 15 (2.7) 12.1 3.5-41.8 0.0001
Other types 2 (12.5) 61 (10.9) 1.2 0.3-5.2 0.8
ER Status (n=487)
ER positive 12 (75.0) 371 (78.8) 0.8 0.3-26 0.7
ER negative 4 (25.0) 100 (21.2) 1.2 04-3.9 0.7
PR Status (n=400)
PR positive 5(31.25) 251 (65.4) 0.2 0.1-0.7 0.01
PR negative 11 (68.75) 133 (34.6) 4.2 14-12.2 0.01
Triple Negative Tumors (n=462) 2 (12.5) 16 (3.6) 38 0.8-183 0.09

"Value corresponds to the difference between mutation carriers and non-carriers.

*Number of patients with data available.

Masaryk Memorial Cancer Institute, Brno, Czech Republic
[21]. Different spectra but similar frequencies of BRCA1/2

mutations were reported in other population-based series of

BC cases tested for locally common mutations. Prevalence
of mutations in these genes was 1.8% (19/1035) in the Finn-

ish study [29], 2.5% in the Norwegian study [30], and 3.6%
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(18/500) in the Hungarian study [13]. Testing for the three
most frequently occurring founder mutations of BRCAI in
3472 unselected incident cases of early-onset BC in Poland
identified 198 gene alterations (5.7%) [31]. Screening of the
entire coding sequence of both genes was performed in the UK
in a series of 1220 BC patients diagnosed before the age of 55
and in a group of 1628 American BC cases of age range 35-64
years. In the UK, BRCAI mutation carriers were identified in
0.7% (8/1220) of cases whereas BRCA2 carriers were found
in 1.3% (16/1220) of cases [32]. Among American women,
2.4% and 2.3% carried deleterious mutations in BRCAI and
BRCA2, respectively [33].

As expected, carriers of BRCA 1/2 mutations were diagnosed
earlier compared to BC patients without a mutation. Frequency
of 3.9% (8/207) was found for cases diagnosed under or at
the age of 50 whereas among individuals diagnosed after 50
the mutation frequency was 1.8% (8/444). Two deleterious
BRCA 1 mutations were found in a group of 12 patients (16.7%)
with invasive BC who reported a family history of OC. Thus,
in analyzed BC patients a family history of OC seems to be
a strong indicator of mutation in BRCA1I. This result is in
agreement with the findings of the Finnish [29] and Spanish
[34] studies. On the other hand, only one pathogenic BRCA1
alteration was detected in 80 patients (1.3%) from families with
a history of BC. Medullary carcinoma is referred to account
for about 2-3% of BC cases [35]. In our series, the incidence of
medullary carcinoma was 3.3% (19/574). Remarkably, a total
of 4 (21.1%) mutation carriers in BRCAI were found among
women with this histological tumor subtype. Family history
of BC or OC was not reported by these BRCAI-related BC
patients. One of these women was diagnosed at the age of 28;
the other exhibited the triple-negative phenotype, which is
reported to be common among BRCAI germ-line mutation
carriers [36]. The other two women did not fulfill currently
used criteria for genetic testing [22] (Table 1). Therefore, it
seems that indication of patients with medullary carcinoma
for BRCA1 testing, regardless of the family history and age at
diagnosis, may be helpful in mutation screening. Our results
are in agreement with the study of Eisinger et al. [37] who
found mutations in BRCA1I in 11% of patients with medullary
carcinoma. Another French study found medullary histology
in 14.3% BRCA1/2 mutation carriers [38].

Among 16 BRCA1/2 mutation carriers identified in our
study, family history based criteria would have distinguished
only two patients. Indication of patients with an early age of
onset and with medullary carcinoma for genetic testing would
identify additional four carriers. Unexpectedly, 10 out of 16
patients (62.5%) did not meet any of currently used criteria
for mutation screening [22] (Table 1).

In conclusion, no clinical characteristics that would indicate
alterations in predisposition genes were found in the majority
of carriers identified in our population-based study. Accord-
ingly, testing for BRCA 1/2 mutations in the Czech population
may not be restricted only to patients with a family history of
BC and/or OC or to other high-risk patients who meet cur-

rently applied criteria for genetic testing. Our results indicate
that rapid and inexpensive testing of all BC patients for the
most frequent recurrent mutations - prior to analysis of entire
coding sequences in high-risk patients - might extend substan-
tially the percentage of identified mutation carriers.
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Germline mutations 657del5 and 643C>T (R215W) in NBN are
not likely to be associated with increased risk of breast cancer

in Czech women
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To the Editor,

The NBN (formerly NBSI) gene (OMIM*602667) is
located on chromosome 8q21 and encodes a 754-amino
acid protein known as nibrin. Nibrin is a component of the
MRE11/RAD50/NBN (MRN) complex and is involved in
the DNA double-strand break repair, telomere mainte-
nance, and cell-cycle checkpoint control. Individuals
homozygous for deleterious mutations in NBN develop an
autosomal recessive disorder, Nijmegen breakage syn-
drome (NBS; #251260), characterized by microcephaly,
growth retardation, immunodeficiency, hypersensitivity to
X-irradiation, and increased risk of lymphoid malignancies
[1]. About 90 % of NBS patients carry the homozygous
mutation 657del5 (c.657_661delACAAA) affecting exon 6
of the NBN gene that has been predominantly identified in
Slavic populations [2, 3]. Another potentially deleterious
NBN alteration, the missense substitution c¢.643C>T
(p-R215W), is also located in exon 6 and has been
described in two severely affected NBS siblings who were
compound heterozygotes for the 657del5 and R2I15W
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mutations [4]. Previous studies suggested that heterozy-
gous carriers of the founder mutation 657del5 or R215W
have an increased risk of breast cancer (BC) in several
European populations [5-7]. However, the role of these
mutations was not tested in other countries and the 657del5
mutation did not contribute significantly to BC risk in the
German population [7, 8]. No deleterious NBN mutations
were identified in China [9].

Based on the results of our analysis, we would like to
contribute to the debate on the role of the 657del5 and
R215W mutations in BC susceptibility. The frequency of
both NBN mutations was analyzed in 1,303 Czech patients
(including 600 high-risk, hereditary and non-hereditary,
BRCA1/2-negative breast/ovarian cancer patients [10], and
703 consecutive unselected BC patients) and in 915 control
non-cancer individuals (Table 1) [11]. The DNA was iso-
lated from blood samples by routine procedures. Screening
for mutations affecting exon 6 and adjacent intronic
regions of the NBN gene was performed by a high reso-
lution melting (HRM) analysis using the LightCycler 480
HRM Master Kit and the LightCycler 480 (Roche)
according to the manufacturer’s instructions. Sequences of
the primers are available on request. Mutations in samples
with an aberrant melting profile were confirmed by direct
sequencing using the BigDye Terminator v3.1 in ABI
PRISM 3130 genetic analyzer (Life Technologies).

In addition to the truncating 657del5 mutation found in
two high-risk patients, two unselected BC cases, but also in
two controls, we also detected the R215W and other three
different missense variants in exon 6 of the NBN gene
(Table 1). In intronic regions, we observed one substitution
(c.585—4A>QG) only in a high-risk BC patient, while three
other variants (c.585—5T>C and c.702+9G>A observed
once and ¢.7024+26C>G observed twice) were detected
only in control samples.

@ Springer
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Table 1 The spectrum of germline mutations in exon 6 of the NBN
gene detected in Czech high-risk breast/ovarian cancer patients,
unselected BC cases, and non-cancer controls. For high-risk patients,

the subgroups of analyzed patients with female BC (N = 487), OC
(N = 96), and male BC (N = 17) are specified

Analyzed populations

NBN exon 6 variants Nucleotide change (protein change) N (%)

¢.657_661del5
(p.K219Nfs*16)

.643C>T
(p.R215W)

¢.628G>T
(p.V210F)*

¢.595C>T
(p.P199S)°

€.596C>G
(p.P199R)"

High-risk BC/OC (BRCA1/27"°) (N = 600)
Probands with BC
Hereditary BC (N = 255) 0
2x BC < 50 year
1x BC < 50 year + OC
>3x BC
>3x BC/OC
Non-hereditary BC (N = 232)
BC < 36 year
Bilateral BC < 51 year
BC + OC duplicity
Medullary BC
Triple-negative BC
Probands with OC
Hereditary OC (N = 29) 0
>0C + BC < 50 year
>3x OC/BC
>2x OC
Non-hereditary OC (N = 67)
OC < 50 year
Male BC (N = 17) 0

2 (0.33)

1(0.43)

1 (1.50)

1(0.17) 1(0.17) 1(0.17) 0

0 1 (0.44) 0 0

1(0.43) 0

1 (1.50) 0 0 0

0 0 0 0

Unselected BC cases (V = 703) 2 (0.28)

3 (0.43) 2 (0.28) 0 1 (0.14)

Non-cancer controls (N = 915) 2(0.22)

4 (0.44) 2 (0.22) 0 1(0.11)

? Described by Varon et al. [2]
® Novel variants

In analyzed female BC patients, the 657del5 mutation
was found in a woman with a medullary BC from the high-
risk group of 487 BC patients (0.21 %; p = 1.0) and in
2/703 unselected BC cases (0.28 %; p = 0.8). Thus, the
frequencies of the 657del5 mutation did not differ signifi-
cantly between both BC patient groups and controls. Similar
non-significant results were also obtained for the R215W
mutation and other identified missense variants (Table 1). In
probands with ovarian cancer (OC), two mutations in NBN
(657del5 or R215W) were found in a subgroup of 67 young
women with non-hereditary OC (Table 1). However, owing
to the low number of individuals screened and alterations
found, it was not possible to estimate the contribution of the
detected mutations to the development of OC in this group of
affected women. No NBN mutations were found in a group
of 17 male BC patients.

The results of our study are not in agreement with some
previously published data evaluating the effect of the NBN

@ Springer

mutations 657del5 and R215W on BC development. In a
study by Gorski et al. [5] from the Szczecin area in Poland,
the 657del5 mutation was detected in 3/80 familial BC
patients (3.7 %), in 2/150 consecutive BC cases diagnosed
under the age of 50 (1.3 %), and in 3/530 controls (0.6 %).
Steffen et al. [6] found 11 carriers of the 657del5 mutation
in 562 (1.96 %) unselected BC patients in central Poland,
while ten carriers were detected in 1,620 (0.62 %) controls.
No carriers of the R215W mutation were found in this
series of patients. An analysis by Bogdanova et al. [7]
performed in a large series of BC cases and controls from
Belarus and northern Germany, identified 15 carriers of the
657del5 (0.9 %) and nine carriers of the R215W (0.6 %)
mutation among 1,588 Belarusian unselected BC patients,
while 1,014 population controls yielded only one (0.1 %)
and five (0.49 %) carriers of these mutations, respectively.
In the series of BC cases and controls from northern Ger-
many, one carrier (0.1 %) of the 657del5 mutation and nine
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carriers (0.8 %) of the R215W mutation were detected in
1,076 cases, while 1,017 controls yielded no carrier of the
657del5 and 2 carriers (0.2 %) of the R215W mutation. On
the other hand, our results are in agreement with the results
published by Carlomagno et al. [8] who found one 657del5
mutation in 477 BC patients (0.21 %) and 866 controls
(0.12 %), respectively.

In our groups of Czech BC patients, the 657del5
mutation was 5—10 times less frequent than in patients from
Poland or Belarus, and the frequency of mutations did not
markedly differ from that found in the control group. The
lower frequency of the R215W mutation in the high-risk
cases compared to the unselected BC patients and controls
also does not suggest its association with BC development.
In conclusion, the frequency of the NBN 657del5 and
R215W mutations in the Czech population is low, and no
association of these mutations with BC susceptibility was
demonstrated.
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Abstract Large genomic rearrangements (LGR) repre-
sent substantial proportion of pathogenic mutations in the
BRCAI gene, whereas the frequency of rearrangements in
the BRCA2 gene is low in many populations. We screened
for LGRs in BRCAI and BRCA?2 genes by multiplex liga-
tion-dependent probe amplification (MLPA) in 521 unre-
lated patients negative for BRCAI/2 point mutations
selected from 655 Czech high-risk breast and/or ovarian
cancer patients. Besides long range PCR, a chromosome
17-specific  oligonucleotide-based array comparative
genomic hybridization (aCGH) was used for accurate
location of deletions. We identified 14 patients carrying 8
different LGRs in BRCAI that accounted for 12.3% of all
pathogenic BRCAI mutations. No LGRs were detected in

1. Ticha - Z. Kleibl - J. Stribrna - M. Zikan - P. Pohlreich (D<)
Institute of Biochemistry and Experimental Oncology,

First Faculty of Medicine, Charles University in Prague,

U Nemocnice 5, 128 53 Prague 2, Czech Republic

e-mail: ppohl@If1.cuni.cz

J. Kotlas

Institute of Biology and Medical Genetics, First Faculty
of Medicine, Charles University in Prague and General

University Hospital in Prague, Prague, Czech Republic

M. Zimovjanova - M. Mateju

Department of Oncology, First Faculty of Medicine, Charles
University in Prague and General University Hospital in Prague,
Prague, Czech Republic

M. Zikan

Department of Obstetrics and Gynecology, First Faculty
of Medicine, Charles University in Prague and General

University Hospital in Prague, Prague, Czech Republic

the BRCA2 gene. In a subgroup of 239 patients from high-
risk families, we found 12 LGRs (5.0%), whereas two
LGRs were revealed in a subgroup of 282 non-familial
cancer cases (0.7%). Five LGRs (deletion of exons 1-17,
5-10, 13-19, 18-22 and 21-24) were novel; two LGRs
(deletion of exons 5-14 and 21-22) belong to the already
described Czech-specific mutations; one LGR (deletion of
exons 1-2) was reported from several countries. The
deletions of exons 1-17 and 5-14, identified each in four
families, represented Czech founder mutations. The present
study indicates that screening for LGRs in BRCAI should
include patients from breast or ovarian cancer families as
well as high-risk patients with non-familial cancer, in
particular cases with early-onset breast or ovarian cancer.
On the contrary, our analyses do not support the need to
screen for LGRs in the BRCA2 gene. Implementation of
chromosome-specific aCGH could markedly facilitate the
design of primers for amplification and sequence analysis
of junction fragments, especially in deletions overlapping
gene boundaries.

Keywords BRCAI gene - BRCA2 gene - Large genomic
rearrangements (LGR) - Hereditary breast and ovarian
cancer syndrome - Multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) - Chromosome-specific array
comparative genomic hybridization (aCGH)

Introduction

BRCAI (MIM# 113705) and BRCA2 (MIM# 600185) are
major predisposition genes in hereditary breast and ovarian
cancer. Frequency of germline BRCAI/2 mutations was
estimated at 2-4.7% in unselected breast cancer (BC)
patients from different populations [1-3]. Pathogenic
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alterations are predominantly represented by small dele-
tions, insertions, and point mutations leading to premature
termination of translation and production of truncated
proteins. Deletions and duplications of large genomic
regions or alterations that combine both deletion and
insertion events have been increasingly reported during
period following the introduction of multiple ligation-
dependent probe amplification (MLPA) testing [4]. The
majority of large genomic rearrangements (LGR) at the
BRCAI locus are unique and their frequency is not
expected to vary markedly among various geographic
regions [5]. They represented 8—10% of all BRCAI muta-
tions in several countries [5—10]. The elevated incidence of
LGRs in certain ethnic groups is caused by founder effect.
In Dutch population, deletions of exon 13 or 22 represented
36% (12/33) of all BRCAI mutations found in 170 families
[11]. In another group of 805 Dutch patients, these two
deletions were detected in 23.1% (28/121) of BRCAI
positive cases and all LGRs accounted for 27.3% of
BRCAI mutations [4]. High proportion of LGRs was also
found in Italy where LGRs accounted for 19% of BRCAI
mutations [12].

Most of LGRs are the result of unequal homologous
recombination between Alu repeats accumulated at the
BRCAI locus [13]. Numerous recombination sites in
homologous regions located in the BRCAI gene and the
BRCAI pseudogene (WBRCAI) were described by Puget
and colleagues [10, 14] and afterward by other authors [5].

Contrary to BRCAI, the germline BRCA2 rearrange-
ments have not been identified in several populations [15—
17] and in other geographic areas occurred rarely [7, 9, 18,
19]. LGRs in the BRCA2 gene were most frequent in
families with multiple BC cases including one or more
male BC cases [20, 21].

Rearrangements at the BRCAI locus represented 10.4%
(10/96) of all BRCAI mutations identified in high-risk
families in Moravia—the eastern part of the Czech
Republic [22]. Further, one rearrangement in the gene was
identified by RNA-based analysis performed in our previ-
ous study [23]. These results indicated that screening for
LGRs in the BRCAI gene should be included in genetic
testing in high-risk BC or ovarian cancer (OC) families.
Nevertheless, only high-risk families were screened for
LGRs at the BRCAI locus and LGRs within the BRCA2
gene have not been analyzed at all in the Czech population.
In this study, MLPA analysis was applied to determine the
frequency and spectrum of LGRs in the BRCAI/2 genes in
a group of patients from BC and/or OC families and a
group of high-risk patients not selected on the basis of their
family history of cancer. Oligonucleotide array-based
comparative genomic hybridization (aCGH) was used for
precise location of LGRs. The purpose of this study was to
define reliable inclusion criteria for LGR testing.
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Materials and methods
Patients and samples

Selection for genetic testing was performed between 2002
and 2009 at the Institute of Biology and Medical Genetics,
at the Department of Oncology and at the Department of
Obstetrics and Gynecology of the First Faculty of Medi-
cine, Charles University in Prague and General University
Hospital in Prague. Selection criteria for BRCA1/2 testing
followed the national guidelines approved by the Czech
Society for Oncology and the Czech Society for Medical
Genetics published in 2003 and updated in 2009 [24, 25].
A series of 655 patients was first analyzed for the
presence of point mutations and small deletions or inser-
tions in BRCA1/2 genes as described previously [26, 27]
and those tested negative for mutations in coding gene
regions were subsequently screened for LGRs at BRCA1/2
loci. This series represented 521 cases including (i) 239
patients from high-risk families (referred herein as familial/
hereditary cancer cases) and (ii) 282 patients selected
regardless of the absence of reported family history of
cancer (referred herein as sporadic/non-familial cancer
cases). The first group met the following criteria in first- or
second-degree relatives: two cases of either BC diagnosed
before the age of 50 or OC diagnosed at any age; and three
or more cases of BC or OC diagnosed at any age. A total of
161 families had a history positive for BC only (HBC
families), 69 families had both BC and OC (HBOC fami-
lies) and 9 families had OC only (HOC families). The
second group included patients diagnosed with BC before
the age of 36 (138 cases) or OC before the age of 40 (64
cases), patients with bilateral BC before the age of 51 (27
cases), patients with both primary breast and ovarian can-
cer (18 cases) or medullary breast carcinoma (19 cases) and
cases of male BC (16 cases). The study was approved by
the Ethical Committee of the First Faculty of Medicine and
the General University Hospital and all participants gave
their written informed consent prior to genetic testing.
Genomic DNA was isolated from EDTA blood samples
using the Wizard Genomic DNA Purification System (Pro-
mega, Madison, WI) according to the supplier’s instructions.

Mutation probabilities calculation

In order to compare detected mutation frequencies in
analyzed groups with expected mutation frequencies, we
retrospectively calculated mutation probabilities in
BRCAI1/2 genes using BRCAPRO BayesMendel model
[28] with CancerGene software package (CaGene version
5.0; University of Texas Southwestern Medical Center)
available at http://www4.utsouthwestern.edu/breasthealth/
cagene/.
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MLPA analysis

The SALSA MLPA kits for BRCAI (the primary screening
kit POO2B and the confirmatory kit PO87) and BRCA2 (kit
P045-B1; MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands)
were used for relative quantification of each of the BRCA1/
2 exons according to the manufacturer’s instructions.
Amplified products were separated on an ABI 3130 genetic
analyzer (Applied Biosystems, Foster City, USA). The
collected data were analyzed using Gene Mapper v4.0
Software (Applied Biosystems) and evaluated by both
visual comparison of chromatograms and quantitative
comparison of peak areas exported to Excel spreadsheet.
Samples differing in a relative peak area by more than 30%
were reanalyzed with the PO87 kit. Samples with single
exon deletion were sequenced to exclude the presence of
sequence variants affecting probe hybridization.

Array-based comparative genomic hybridization

The chromosome 17-specific aCGH (Roche NimbleGen,
Madison, USA) was used to locate deletion breakpoints in
regions flanking the BRCAI gene. The arrays format was
385 K; median oligonucleotide probe (50-75 mer) spacing
was 160 bp.

Sample and reference DNA (from blood samples of 100
random blood donors) were fragmented by sonication and

Table 1 Primers used for amplification of junction fragments

further processed according to the supplier’s protocol
(Roche NimbleGen). Briefly, 1 pg of sample DNA was
labeled with Cy3- and the same amount of reference DNA
with Cy5-dye using a NimbleGen Dual-Color DNA
Labeling Kit. Differentially labeled DNA samples were
purified, combined (6 pg of each labeled DNA) and
hybridized to arrays for 18 h at 42°C. The slides were
washed, dried, and fluorescence was recorded at 3 pm
resolution using microarray fluorescent scanner Innoscan
700 (INNOPSYS, France). Scanned images were analyzed
using NimbleScan software. Fluorescence signals were
normalized with gspline algorithm [29] to compensate for
inherent differences in signal between the two dyes. Copy
number analysis was performed using the segMNT algo-
rithm [30], and statistically significant regions of aberration
were visualized using SignalMap software (Roche
NimbleGen).

DNA breakpoint analysis

Large deletions detected by MLPA and located by aCGH
were validated by identification and characterization of the
genomic breakpoints. Long-range PCR (LR-PCR) imple-
menting Expand Long Template PCR System (Roche
Applied Science) was performed according to the manu-
facturer’s instructions with primers flanking the break-
points (Table 1) to amplify the junction fragment carrying

Primers
(forward and reverse)

Exon
(length of deletion)

Position of primers”® Amplified junction Detection method
fragment (kb)

1A-2 'F: ACCTAAAATTCCTTCTGCTGGAC
(36.934 kb) R: CAAAGAACGACTAACCTGGCA
1-17 F: TATCCCAGTGACTTTCCAGC
(80.496 kb) R: TGAGAGGGATGGGAGAATAC

5-10 F: AGGCAGTCATGCATTAGTTTG
(15.552 kb) R: CCGTCTCAGAAAATTCACAAG
5-14 F: CCTTACCTACCTACATTCAC
(31.583 kb) R: CTTTATGTAGGATTCAGAGTA
13-19 F: ACCAGTTTATGCTCTTCCAG
(25.201 kb) R: GCCTATAAGATGCATTCCCT

18-22 F: GCTCGTGTACAAGTTTGCCAGA
(16.316 kb) R: ATGGAAGCCATTGTCCTCTGTC
21-22 F: AGCATGATTTTGAAGTCAGAGGAG
(3.779 kb) R: GTCCAGGCATCTGGCTGCACAACCACAA
21-24 F: TTATCTCATAACTAGGCATCC
(25.639 kb) R: TTCCTGAAAGTCCTCAGAGC

197249-235352" 12 MLPA, LR-PCR

208205-290011° 1.3 MLPA, aCGH, LR-PCR
17563-33895" 0.8 MLPA, LR-PCR
19244-54463° 3.6 MLPA, LR-PCR
41617-67533° 0.7 MLPA, LR-PCR
61040-81093° 3.7 MLPA, aCGH, LR-PCR
71596-81074° 59 c¢DNA analysis, LR-PCR

75369-101263° 0.3 MLPA, aCGH, LR-PCR

12 Primers according to ! preisler-Adams et al. [16]; > Vasickova et al. [22]
? GenBank reference sequence NC_000017.9 complement (38300000..38760000)

® GenBank reference sequence L78833.1
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the deletion. The junction fragments of previously reported
rearrangements were obtained with published primers [16,
22, 23]. Amplified PCR fragments were separated on
agarose gels and visualized by ethidium bromide staining.
PCR products, corresponding to the deleted allele, were
purified with ExoSAP-IT (USB Corp., Cleveland, USA)
according to the manufacturer’s instructions and sequenced
using the BigDye v3.1 terminator cycle sequencing kit
(Applied Biosystems) on an ABI 3130 genetic analyzer.

Nomenclature of mutations

Mutations were described according to the recommended
nomenclature system described by the Human Genome
Variation Society (HGVS) [31]. Designation of the geno-
mic rearrangements in the BRCAI gene is based on the
reference sequence L.78833.1; deletions of exons 1-17 and
exons 1-2 on the reference sequence NC_000017.9 com-
plement (38300000..38760000) [32]. Whole genomic
locale is from March 2006 assembly of the UCSC Genome
Browser on Human, NCBI Build 36.1 (available at
http://genome.ucsc.edu).

Haplotype analysis

DNA samples carrying deletion of exons 1-17 or 5-14 in
the BRCAI gene were genotyped for two BRCA [ intragenic
microsatellite markers (D17S855, D17S1322), and two
markers (D1751320, D17S1325) flanking BRCAI gene on
the centromeric and telomeric side, respectively. Each
marker was amplified by PCR using FAM-labeled forward
primers as described previously [33] and analyzed on an
ABI 3130 genetic analyzer.

Results

Prevalence of genomic rearrangements
in BRCA1/2 genes

LGRs were examined in 521 unrelated patients negative for
BRCAI and BRCA?2 point mutations. A series of 239 high-
risk patients was selected from 161 HBC families and 78
HBOC or HOC families. A second series of 282 partici-
pants represented non-familial cancer cases. MLPA anal-
ysis revealed 8 different LGRs in BRCAI gene in 14 (2.7%,
14/521) probands (Table 2). The frequency of LGRs in the
whole group of BRCAI/2 tested patients (including 134
patients with small mutations) was 2.1% (14/655)
(Table 3). Deletions were detected in the entire BRCAI
locus and varied in size from less than 4 kb to more than
80 kb. The five rearrangements detected in eight families
were novel (Fig. 1). One of the identified mutations
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(deletion of exons 1-2) occurred repeatedly in several
countries [5, 7, 14, 34, 35]; two other mutations (deletion
of exons 5-14 and 21-22) have already been detected in the
Czech population [22, 23]. No LGRs were identified in the
BRCA2 gene in 521 analyzed samples of high-risk patients.

LGRs were significantly more frequent in the group of
patients from high-risk families (12/239, 5.0%) compared to
the group of non-familial cancer cases (2/282, 0.7%,
P = 0.002). In high-risk families, the frequency of LGRs was
higher among patients from HBOC and HOC families (6/78,
7.7%) than that from HBC families (6/161, 3.7%, P = 0.2).
Similar to LGRs, the highest frequency of BRCAI point
mutations was also found in a group of HBOC and HOC
families (Table 3). Among non-familial cancer cases two
LGRs were found, a deletion of exons 5-14 in a woman
diagnosed with medullary BC at the age of 39 and a deletion of
exons 21-22 in a woman with OC at the age of 36.

In total, 14 large deletions or complex rearrangements
were detected at the BRCAI locus in 521 independent
families, which accounted for 12.3% (14/114) out of all
identified BRCAI mutations (Table 3). In order to compare
the number of actually detected mutations in BRCAI gene
with expected mutation frequencies in our study groups, we
implemented BRCAPRO computational model to retro-
spectively estimate the likelihood of finding germline
BRCAI mutations. Compared to BRCAPRO, we obtained
slightly higher frequencies of BRCAI mutations in all
analyzed patients and in high-risk families and non-familial
cancer cases subgroups (Table 4). Small discrepancies in
mutation rates may be influenced by the fact that the
BRCAPRO can underpredict the numbers of mutations,
especially in low carrier probability categories [36—38].

Characterization of LGRs and determination
of breakpoints

Specification of families with identified mutations and char-
acterization of LGRs are described in Table 2. A deletion
of exons 1-2 was found in a woman from HBOC family No
779. Sequencing of the junction fragment amplified from
a patient DNA sample revealed a deletion of 36,934 bp
(g.197575_234508del36934) with identical breakpoints as
described previously in families from the USA [14], Italy
[34], and Germany [7]. A deletion of exons 5-14 was
identified in two high-risk HBOC families, one HBC family
encompassing four BC cases (including two bilateral BC
cases) and one sporadic BC patient with medullary BC.
LR-PCR and sequence analysis of the amplified junction
fragment confirmed in all four cases a deletion of 31,583
nucleotides (g.21716_53298del31583) resulting in an in
frame deletion of 1,450 amino acids, which was detected in
four patients from Moravia, Czech Republic [22] and in one
from Germany [7]. In frame deletion involving exons 21-22
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Table 2 Germline rearrangements in the BRCAI gene

Exon Chromosomal breakpoints®, Predicted mutation Recombination Patient BC & OC cases® Other References
mut. designation — gDNA"®, effect no. (age at diagnosis) tumors
mut. designation — cDNA?

1A-2 chrl7:38,525,493-38,562,426* No transcript? WYBRCAI/ 779 BC (58*); — [7, 14, 34]
.197575_234508de136934° BRCAI OC (31%, 47)

¢.1-32787_80+4067del36934°

1-17 chrl17:38,470,578-38,551,073* Loss of ~90% of

AluY/AluY 206

BC (28, 50, 50) Uterus (3x) Novel

2.208928_289423del80496" coding sequence 225 BC (27); OC (40) Colon,
¢.1-21434_5075-1084de180496" 269  BC (35, 36) lung
416  BC (39, 62%); -
OC (42, 64*) Lymphoma
5-10 chrl7:38,501,028-38,516,581% p-Lys45Asn fsX3 AluSx/AluY/ 1190 BC (50, 50); - Novel
2.17696_33247del15552ins35° AluJb OC (46)
¢.135-4505_670+361del
15552ins35¢
5-14  chr17:38,480,980-38,512,561° p.Lys45_Lys1495del  LINE/- 278 BC (40/41, 63, 69, 35/35) Pancreas, [7, 22]
2.21716_53298del31583° 453 BC (39) uterus
¢.135-485_4485-913del31583¢ 862  BC (44, 48%); -
OC (60, 64%) Prostate
938 BC (32, 7%, ?); -
OC (7%)
13-19 chr17:38,467,226-38,492,424 p.GIn1396_Glu1731del —/AluSx 571 BC (56/56, 48, 44) - Novel
2.41850_67050de125201°
¢.4185+4062_5193+1650del
252014
18-22 chrl7:38,454,318-38,470,629° p.Aspl692Gly fsX26  AluY/AluSx 897  BC(35,64,2,2,2,7) - Novel
2.63647_79962del16316°
¢.5075-1135_5046+347del 16316
21-22 chrl7:38,453,374-38,457,152 p.Tle1760_Thr1802del ~AluSx/AluJb 102 OC (36) - [22, 23]
2.77128-80906del3779ins236°
€.5278-492_5407-128del
3779ins236¢
21-24 chr17:38,433,150-38,458,787" No transcript? - 609 BC (38,2, - Novel
2.75489_101127del25639insTAGS ~ P-1le1760fs

€.5278-2135_5592+18067del
25639insTAG!

* Genomic locale for chromosome 17 is from the UCSC genome browser, Mar 2006 assembly
® GenBank reference sequence covering the analyzed region: NC_000017.9 complement (38300000..38760000)

c

GenBank reference sequence L78833.1
d

¢ BC and/or OC cases in proband and relatives

Mutation numbering: 41 corresponds to the A of the ATG translation initiation codon in the reference sequence U14680

Age of onset in proband is indicated in bold underlined numerals; asterisks (*) mark the patient with both BC and OC; ages at diagnosis of bilateral

BC cases are separated by a slash (/)

and simultaneous insertion of a 236-bp intronic fragment into
the site of a deleted sequence (g.77128_80906del3779ins236)
was detected once in our laboratory [23] and two times in
Moravia [22].

A large deletion affecting exons 1-17 was identified in
two HBC families and in two high-risk HBOC families.

Chromosome 17-specific aCGH was used to map accu-
rately borders of the deletion extending the 5’ boundary of
the BRCAI gene, which enabled precise design of PCR
primers and sequencing of breakpoints (Fig. 2a). Junction
fragments of 1,311 bp were obtained from patients’ geno-
mic DNA with primers spanning the region from the end of
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Table 3 Frequencies of genetic changes in relation to classification of patients and families

Classification Number of Small mutations ~ Small mutations ~ LGRs in families =~ LGRs in families negatively
families/patients  in BRCAI (%) in BRCA2 (%) in the study (%) tested for BRCA 1/2 mutation (%)

High-risk families 344 74 (21.5) 31 (9.0 12 (3.5) 12/239 (5.0)

HBC families 206 26 (12.6) 19 (9.2) 6(2.9) 6/161 (3.7)

HBOC + HOC families 138 48 (34.8) 12 (8.7) 6 (4.3) 6/78 (7.7)

Sporadic cases 311 26 (8.4) 3 (1.0 2 (0.6) 2/282 (0.7)

Overall 655 100 (15.3) 34 (5.2) 14 (2.1) 14/521 (2.7)

HBC hereditary breast cancer, HBOC hereditary breast and ovarian cancer, HOC hereditary ovarian cancer
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Fig. 1 Five novel deletions in BRCAI gene identified by MLPA
analysis. Control sample is indicated by wt, numbers denote exons of
BRCAI, C—control DNA sequences. Arrows indicate exons inter-
preted as deleted

Table 4 The mean predicted probabilities calculated using
BRCAPRO and actual occurrence of BRCAI mutations

Classification Number of Mutations in  BRCAPRO
families/patients BRCAI (%) mean (£SD)
Range
High-risk families 344 86 (25.0) 0.229 (40.269)
0.001-0.975
Sporadic cases 311 28 (9.0) 0.086 (+0.122)
0.001-0.838
Overall 655 114 (17.4) 0.162 (+0.225)
0.001-0.975

the NBR2 gene to intron 17 of BRCAI. Sequence analysis
of amplified fragments revealed a deletion of 80,496 bp
(g.208928_289423del80496) in all four families with
breakpoints occurring in a 37-bp region of identical
sequence within two AluY repeats located more than 20 kb

@ Springer

upstream of the BRCAI translation start site and in intron
17 of BRCAI. The deletion spanned more than 90% of the
BRCAI coding sequence together with coding sequence of
the NBR2 gene. The deletion of exons 1-17 was also
described in Sweden [18], but the alteration had different
breakpoints and included 284,479 bp.

A complex recombination event characterized by the
deletion of exons 5—-10 and the insertion of a short nucleotide
stretch derived from the sequence in intron 3 of the BRCAI
gene (Fig. 3) was identified in a HBOC family No 1190.
With PCR primers located in introns 3 and 10, a fragment of
816 bp was amplified from patient’s DNA but not from
control DNA. Sequencing of the PCR product ascertained a
deletion of 15,552 bp with concurrent insertion of a 35-bp
fragment (g.17696_33247del15552ins35). Deletion break-
points were found in the AluSx and AluJb sequences located
in introns 3 and 10, respectively. Inserted fragment corre-
sponded to the reverse complement of the sequence derived
from AluY repeat located in intron 3 of BRCAI (g.18725-
18759). Breakpoints were located in a sequence comprising
10 identical nucleotides within AluSx (g.17686-17695) and
AluY (g.18760-18769) repeats in intron 3 and a stretch of 29
identical nucleotides located in the AluY (g. 18696-18724)
and Alulb (g.33248-33276) repeats in introns 3 and 10,
respectively. The complex rearrangement led to the loss of
exons 5—-10 that caused a shift in the reading frame and
truncation of the BRCAT1 protein (p.Lys45AsnfsX3).

A deletion comprising exons 13-19 was found in a
woman with bilateral BC from HBC family No 571. The
specific junction fragment of 716 bp was obtained from
patient’s DNA using primers located in introns 12 and
19 (Fig. 4). Sequence analysis identified a deletion of
25,201 bp (g.41850_67050del25201). Despite the deletion
of exons 13-19 maintains the BRCAI reading frame,
elimination of the gene region coding for 336 amino acids
(p-GIn1396_Glul731del) is probably of pathogenic nature.
The deleted region comprises the substantial part of the
functional BRCT (BRCAI C-terminal) domain (amino acid
residues 1,646-1,859) [39] affected by several reported
missense and nonsense mutations associated with BC [40].

In HBC family No 897 affected with six cases of BC, a
deletion of exons 18-22 was revealed. Chromosome
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Fig. 2 Breakpoint analysis of three novel genomic rearrangements.
Left—copy number analysis at the BRCA ! locus by aCGH. The y-axis
indicates log2 ratios of Cy5/Cy3 fluorescent intensity. Red lines
represent the results of segMNT analysis. Deleted regions are shown
by lower red lines. The schemes show the position and orientation of
BRCA1, NBR2, and RND2 genes and position of deleted regions (in
red). Genomic locale is from the UCSC genome browser, Mar 2006
assembly. Right—analysis of PCR products on agarose gels and

17-specific aCGH was used to map the deletion breakpoints
(Fig. 2b). LR-PCR with primers located in introns 17 and
22 amplified a family specific fragment of 3,738 bp.
Sequencing of the junction fragment showed that recom-
bination took place at highly homologous AluY and AluSx
sequences in introns 17 and 22 and demonstrated a deletion
of 16,316 bp (g.63647_79962del16316). Out of frame
deletion of exons 18-22 predicted truncation of the
BRCAL protein (p.Asp1692GlyfsX26).

A deletion of exons 21-24 was revealed in a woman
from HBC family No 609 with invasive BC diagnosed at
the age of 38. Chromosome 17-specific aCGH analysis
localizes the deletion breakpoints in intron 20 and in a
region of about 18 kb downstream of the BRCAI stop

breakpoint verification by sequencing. Carriers of the deletion are
indicated by numbers; lane C—negative control; lane M—size
standards. Breakpoints are indicated by dashed lines. a Alu-mediated
80.5-kb deletion comprising exons 1-17 and the NBR2 gene; b Alu-
mediated 16.3-kb deletion comprising exons 18-22; ¢ a 25.6-kb
deletion spanning exons 21-24 and the last three exons of RND2
gene. For figure in color see the online version of the article

codon (Fig 2c¢). Primers were designed to amplify a spe-
cific junction fragment of 259 bp from patient’s DNA
sample. Sequence analysis demonstrated the recombination
of non-homologous sequences leading to the deletion of
25,639 nucleotides and the insertion of a trinucleotide TAG
(g.75489-101127del25639insTAG). Due to homozygosity
in the coding region of the gene, study of allelic expression
was not possible, however, monoallelic expression of the
BRCAI gene was observed in a patient with the deletion
involving exon 24 [7]. In addition, the deleted gene region
coding for terminal 104 amino acid residues includes an
essential part of the C-terminal BRCT domain of the
BRCAL protein. The similar deletion of exons 21-24 was
also described in the USA in a family with Irish ancestry
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BRCA1 with exons 5-10 deletion
M 1190 C intron 3 (Alu Sx) - “,1s 35 (Al Y) . intron 10 (Alu Jb)
[bp] CAAT CTCGGCTCACTGCAAGCTCT GCCT CCTGGGTT CACGE CATTCT GC TGCCT CAGCCTCCTGAGTAGCTGGGA
—
—
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800 — o - 4 816
700 —fE——
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intron 3_Alu Sx 17678 CAATCTCGGCTCACTGCAGCCTCTGCCTCTCTGGTTCAAGTGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATTACAGGCGTGCAC 17766

[
intron 3_Alu Y compl. 18777 CAATCTCTGCTCACTGCARGETCTGECTOOTEEN/NEETEEETCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGACTACAGGTGCCCGCTACCACGCCT 18679

intron 10_Alu Jb

Fig. 3 Breakpoint analysis of a complex genomic rearrangement
comprising deletion of exons 5-10 and insertion of 35 nucleotides
using LR-PCR (left) and sequencing (right). The carrier of the
deletion is indicated by a number; lane C—negative control; lane
M—size standards. Breakpoints verified by sequencing are indicated
by dashed lines. The upper part of the scheme shows the deleted
sequence in red; exons are denoted as red bars; position (out of scale)
and orientation of Alu-elements are indicated by arrowheads. Alu-

Fig. 4 Breakpoint analysis of a

25.2-kb deletion of exons 13-19 M 571 _C
by LR-PCR (left) and [bp] o5
sequencing (right). The carrier
of the deletion is indicated by a P
number; lane C—negative :
control; lane M—size standards. -
Breakpoints verified by ggg o
sequencing are indicated by -* i
dashed line 700 _"'"‘;'.*._'- X
600 -
500 —wes

[41], but in this 19,245-bp long deletion, Alu repeats were
involved in recombination.

Analysis of BRCAI haplotypes

In order to evaluate whether the repeatedly occurring
deletions in the BRCAI gene involving exons 1-17 and
5-14 (both found in four families) represent founder
mutations, haplotype analysis was performed in families
carrying these alterations. One specific ~756-kb haplotype
defined by DI17S855, DI17S1322, DI17S1320, and
D17S1325 markers was common for each carrier with a
given type of alteration, which indicates the same origin for
each mutation (Table 5).
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33205 TCACTGCAACCTCCACCTCCAAGGCTCAAGCTATCCTCCCACTTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGACTACAGGCGCATGCCACCACCCGG 33295

elements involved in rearrangement are labeled. Sequence coordi-
nates are according to the GenBank reference sequence L78833.1.
The lower part of the scheme shows sequences upstream and
downstream to the breakpoints. Identical sequences, where the
recombination events occur, are indicated by vertical lines. The
green box highlights an insert of 35-bp. The underlined sequence
corresponds to the junction fragment. For figure in color see the
online version of the article

intron 12 : intron 19 (Alu Sx)
TCCCCACTCTGTAT CTETGAACCCGGG AGGCGG!/

il

The frequency of LGRs in our study (12.3% of all muta-
tions found in BRCAI gene) was lower than that observed
in the Netherlands (27.3%) [4] and Italy (19%) [12], but it
was in agreement with data reported from Denmark
(12.5%) [9], France (12%) [8], Germany (9.6%) [7], and
Spain (8.2%) [6]. Frequency of LGRs described in Moravia
(10.4% of all detected BRCAI mutations) [22] was similar
to our results. However, only two mutations (deletions of
exons 5—14 and 21-22) were identical in both parts of the
country. The Czech-specific mutations, deletions of exons
1-17 and 5-14 in the BRCAI gene, comprised more than
50% (8/14) of identified LGRs in our study. While the
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Table 5 Haplotype association with deletion of exons 1-17 and
5-14

Patient no. D17S1325 DI17S1322 DI17S855 DI17S1320
Del ex 1-17
206 186 194 115 124 147 139 167 171
225 186 192 115 115 147 145 167 173
269 186 194 115 115 147 141 167 173
416 186 192 115 115 147 145 167 169
Del ex 5-14
278 192 188 115 121 145 139 173 160
453 192 200 115 118 145 143 173 173
862 192 194 115 115 145 147 173 169
938 192 204 115 118 145 139 173 179

 Sizes of microsatelite markers (bp)

occurrence of exon 1-17 deletion was restricted to the
Prague area so far, the deletion of exons 5-14 was also
detected four times in Moravia and likely represents the
most frequent LGR in the Czech Republic. The complex
rearrangement involving deletion of exons 21-22 was
identified two times in Moravia and once in our laboratory
and may represent further population specific BRCAI
mutation. Nevertheless, haplotype analysis was not carried
out in affected families. The deletion of exons 1-2 was the
only identified mutation spread throughout Europe [5]. In
the presented study, five novel LGRs were found. Frequent
occurrence of unique mutations is in agreement with the
results obtained from other countries [5].

The whole group of 521 high-risk patients was tested for
LGRs in the BRCA2 gene, however, no alterations were
found. Very low frequency of LGRs was reported from
Germany, where a gross rearrangement in the BRCA2 gene
was found only in one family with male BC out of 450
analyzed families [7]. In Denmark, a group of 642 patients
was screened for LGRs and one deletion in BRCA2 was
also described in a family with male BC [9]. Higher fre-
quency of rearrangements in the BRCA2 gene was found in
Spain (2/20) [20] and France (3/39) [21] in families with
female and male BC. In our study, only a small group of 5
families with female and male BC was analyzed with
negative results for rearrangements in BRCA2. On the other
hand, our results are not in agreement with analyses per-
formed in France [42], Spain [20], and the USA [41] where
genomic rearrangements of the BRCA2 gene have been
found in families with no male BC cases.

Homologous recombination between Alu sequences is
associated with most reported rearrangements at the BRCA
locus [5]. High percentage of LGRs identified in our study
group of patients was also caused by recombination of Alu
repeats (Table 2). Deletions of exons 5-14, 13-19 and 21—
24 were not mediated by Alu/Alu recombination and the

deletion of exons 1-2 resulted from recombination of a
sequence in intron 2 of the BRCAI gene with the homolo-
gous sequence from the WBRCAI gene [14].

Sequencing of the junction fragment amplified by LR-
PCR that confirms MLPA results and characterizes deletion
breakpoints is a necessary step in the LGR analysis. How-
ever, location of the breakpoints and PCR amplification
may fail when the deletion interferes with large introns or
regions beyond the gene boundaries, where the location of
the breakpoints may be difficult. In tested carriers, we ini-
tially failed to amplify specific junction fragments in two
novel LGRs with borders located in regions adjacent to the
BRCA1 gene (deletions comprising exons 1-17 and 21-24).
Chromosome-specific aCGH with a high density of oligo-
nucleotide probes is a method that enables accurate map-
ping of the deleted region. In this study, we implemented
commercially available chromosome 17-specific oligonu-
cleotide arrays (Roche NimbleGen) that have comparable
density of probes as custom made arrays described recently
[18]. The technique was validated by analysis of a sample
with already identified breakpoints (deletion of exons 18-
22) and consequently two novel BRCAI rearrangements
with unknown boundaries were analyzed. In all cases, the
range of the deletion was accurately mapped, which enabled
convenient PCR design and amplification of a short junction
fragment (less than 1,500 bp) suitable for sequence analysis
(Fig. 2). The sample No 609 with deleted exons 21-24
(deletion of 25.639 kb) was tested by both chromosome-
specific (median probe spacing ~ 160 bp) and whole-
genome aCGH (median probe spacing ~ 7000 bp) (Roche
NimbleGen). The deletion was identified by chromosome-
specific aCGH, while the resolution power of the whole-
genome aCGH with lower density of oligonucleotide probes
was not satisfactory (data not shown).

In conclusion, analysis performed in 521 high-risk
families and patients with non-familial cancer demon-
strated that LGRs at the BRCA1 locus account for 12.3%
of all disease-causing mutations found in the BRCAI gene.
The two Czech-specific founder mutations, the deletions of
exons 1-17 and 5-14, were dominant gene alterations. Our
results indicate that screening for LGRs in the BRCAI gene
performed in high-risk families can also be recommended
to patients with non-familial cancer; in particular cases
with early-onset BC or OC. Screening for LGRs in BRCA2
may be restricted to high-risk families with male breast
cancer, in which large rearrangements were identified in
several studies. Characterization of deletion breakpoints
belongs to essential steps in analysis of LGRs that could be
substantially improved by chromosome-specific aCGH
suitable for accurate detection of deletion boundaries.
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