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TEORETICKY UVOD
1. Karcinom prsu

Karcinom prsu je nejéast&j§im zhoubnym nadorovym onemocnénim u Zen v Ceské
republice i dalSich evropskych zemich (neni-li brana v tivahu diagn6za C44 — jiny zhoubny
novotvar kize). Jednd se o onemocnéni s velmi dlouhou historii; prvni zminky o této
chorob¢ pochazeji z doby 3 000 let pied Kristem ze staroegyptskych papyri. V roce 2006
bylo v Ceské republice diagnostikovano 5884 novych piipadi karcinomu prsu, coZ je
témef 17% vsech hlasenych onkologickych onemocnéni u Zen (ro¢enka UZIS 2008, CR,
http://www.uzis.cz). Incidence onemocnéni u nas, podobné jako v jinych zemich,
v dlouhodobém pohledu roste (Obr. 1) a v poslednich dvaceti letech se zdvojnasobila.
V roce 2006 bylo registrovano 112 ptipadd na 100 000 Zen. Za pfiznivy trend je mozné
povazovat zvySujici se podil pacientek diagnostikovanych v raném klinickém stadiu
nadoru prsu (71,3% ve stadiu I a II), kdy je 1é¢ba relativné uspesna (zhoubné nadory v roce
2006, UZIS 2009). Umrtnost na karcinom prsu se v poslednich letech nezvysuje (Obr. 1),
pfesto je nejcastéjsi onkologickou pii¢inou imrti u Zen. Z obrazku 2 je zfejmé, Ze pocet

ptipadt s vékem roste.
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Obrézek 1: Casovy vyvoj hrubé incidence (podet novych pfipadd na 100 000 osob) a hrubé
mortality (poCet umrti na diagnézu na 100 000 osob) pro diagnézu karcinomu prsu v celé populaci
Ceské republiky. C50- kdd diagnézy, zhoubny novotvar prsu; ZN — zhoubny nador.
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Obrazek 2: Pocet hlaSenych pfipadl karcinomu prsu (diagnéza C50) a zemfelych na tuto diagnézu
v pfepoctu na 100 000 zen v dané vékové kategorii. Incidence se vztahuje k véku v dobé diagnézy a
mortalita k véku umrti.

1.1 Rizikové faktory

Karcinom prsu je multifaktorialni onemocnéni a jeho zvysené riziko miize mit fadu
pti¢in [1]. Nejzavazné&j$im rizikovym faktorem je vyskyt karcinomu prsu a/nebo ovaria
vV rodin€. Dal$imi rizikovymi faktory jsou faktory hormonélni (dlouhodobé pisobeni
estrogennich hormonti na prsni zlazu), nutricni (nadbytek tukii v potravé, obezita), piijem

alkoholu, kouteni a faktory vnéjSiho prostiedi (radiace).

1.2 Klasifikace nadori prsu

Nejcast€jSimi  zhoubnymi nadory prsu jsou epitelové nadory - karcinomy.
Adenokarcinom - nador ze zlazového epitelu - je nejcastéj$i maligni nador prsu a mize byt
puvodu duktdlniho (spi§ 80%), lobularniho (5-10%) nebo smiSeného (5%). Nadory
mezenchymalniho pivodu - sarkomy - jsou velmi vzacné [1].

Karcinomy se dale déli na neinvazivni (in situ) a invazivni (infiltrujici). Neinvazivni

karcinomy charakterizuje pfitomnost malignich epitelovych buné¢k, které nemaji schopnost

prorustat bazalni membranou a tvofit vzdalené metastazy. Duktalni karcinom in situ



(DCIS) predstavuje 80% vsSech neinvazivnich nadorti. V dusledku kalcifikace tkané je
mozné ho zachytit mamografii. Az 70% DCIS ptechazi v invazivni formu onemocnéni.
DCIS je dale rozdélovan do n¢kolika subtypii podle ptevazujiciho charakteru ristu

nadorovych buné¢k. Ve vétsing ptipada se vsak prolina vice strukturnich forem [1].

Lobularni karcinom in situ (LCIS) tvori asi 20% neinvazivnich nadord. V invazivni
formu prechdzi asi 35% ptipadi. LCIS vSak byva ve vyssim procentu ptipadia (30-70%
oproti 10-30% u DCIS) multifokalni a oboustranny. Klinicka diagnostika LCIS je
prakticky nemozna, nebot’ nador nevytvairi hmatné utvary, které by mohly byt zachyceny
fyzikalnim nebo mamografickym vysetfenim, a proto je vétSinou diagnostikovan ndhodné

z excizi provedenych v disledku jiné 1éze.

Invazivni karcinomy se na zéklad€ histologického nalezu déli na duktalni (IDC)
a lobularni (ILC) karcinomy. IDC ptedstavuje vétSinu (~80%) invazivnich karcinomii prsu.
Tyto nadory vytvaieji vétSinou Spatné ohrani¢ena loziska a proristaji do okolni tukové
tkané. Vyrazné méné Casty je ILC, ktery zahrnuje jen 5-10% nadoru prsu. Vyvoj a
terapeutické moznosti 1écby obou typt nadorh jsou, i pies jejich histologické odlisnosti,
témer identické.

Mezi invazivni karcinomy se fadi 1 nékolik dalSich typt, jako je medularni karcinom,
tubularni karcinom, papildrni karcinom a prognosticky pfiznivy mucindzni karcinom, které
ovSem celkové neptedstavuji vice nez asi 5% nadorl. Zastoupeni histologickych typt

karcinomil prsu znazorfiuje tabulka 1 [2].

Tabulka 1: Procentualni zastoupeni jednotlivych histologickych typt karcinomu prsu.

Histologicky typ Celkem karcinomi (%) z toho (%)
In situ karcinomy 15-130

DCIS 80

LCIS 20
Invazivni karcinomy 70 — 85

IDC 7

ILC 10

medularni karcinom
mucindzni karcinom
tubularni karcinom
papilarni karcinom

P NDNDN




Lécba a progndza onemocnéni se lisi podle jeho stadia v dobé diagndzy. Klinické
stddium nddoru je urceno podle standardni TNM klasifikace navrzené mezinarodni unii
proti rakoviné (UICC) [3], ktera hodnoti rozsah onemocnéni. U nadortt mensich nez 2 cm
bez postizeni spadovych uzlin (stddium I) pfezivda 5 let vice nézZ 90% nemocnych.
U vétSich nadord (stddium II) a zejména pfi postizeni uzlin a pfitomnosti vzdalenych

metastaz (stadium III-IV) se progndza vyrazn¢ zhorsuje.

U invazivnich karcinomi se dale posuzuje tzv. grading, ktery je podobné jako
stadium nadoru (staging) povazovan za vyznamny prognosticky faktor. Nadory tvofené
dobfe diferencovanymi buitkami (Grade 1) maji lepSi prognézu nez nadory Castecné
a Spatn¢ diferencované (Grade 2 a 3). Posuzuje se tvorba tubulii (jako indikator
diferenciace zlazy), bunécny a nuklearni pleomorfizmus a mitoticka aktivita [4]. Grading

se urcuje u vSech typt invazivnich karcinomt kromé meduldrniho.

Mezi dal$i prognostické a prediktivni faktory patii vek pacientky v dobé

onemocnéni, exprese hormondalnich receptorii v nadorové tkani a histologicky nalez.

1.3  Patogeneze karcinomu prsu

RozliSujeme dv€ patogeneticky odliSné formy karcinomu prsu, hereditarni,
charakterizovand rodinnym vyskytem nadorového onemocnéni a nehereditarni
se sporadickym vyskytem v populaci. Hereditarni pfipady v této praci dale délime na
HBOC (hereditary breast and ovarian cancer) — rodiny s hereditarnim syndromem
karcinomu prsu a ovaria, HBC (hereditary breast cancer) — rodiny s hereditarnim
syndromem karcinomu prsu a HOC (hereditary ovarian cancer) — rodiny s hereditarnim
syndromem karcinomu ovaria. Tumorogeneze téchto dvou typl neni totozna a u obou
forem muze probihat fadou molekularnich mechanizmi [5,6,7]. Soubor genli podilejicich
se na vzniku karcinomu prsu neni zcela znam. Geny s prokdzanou ulohou pii vyvoji
karcinomu prsu patfi jednak do skupiny tumor supresorovych genti, které se casto
vyznamné uplatiiuji v DNA reparacnich pochodech a jsou nutné pro udrzeni stability
genomu (molekuldrnimu mechanizmu zajiSténi genomové stability je v€novéana kapitola
1.4, str. 9). Dal§i geny vyznamné v tumorogenezi pak patii do skupiny onkogent.
Onkogeny vznikaji z normalnich bunécnych gent (protoonkogent) v dasledku mutace

nebo zvysené exprese. Pro aktivaci onkogenu, ktera je nutna pro ulohu v tumorogenezi,



postacuje modifikace jedné genové kopie protoonkogenu. Proto se onkogeny nazyvaji
dominantni nadorové geny. Tumor supresorové geny naopak ztraceji svou funkci v piipadé
inaktivace obou alel. Knudsonova teorie dvojiho zasahu vysvétluje rozdil v tumorogenezi
u dédicnych a sporadickych forem nadort prsu [8]. Jedinci s hereditarni formou
onemocnéni nesou, v disledku pfenosu zadrodecnou buiikou, inaktivujici mutaci jedné alely
genu ve vsech buiikach organizmu. Inaktivace druhé alely vznika spontanné v cilové butice
(somatickd mutace) a iniciuje tumorogenezi. Takovym inaktivujicim defektem muze byt
naptiklad bodova mutace nebo dlouha delece postihujici funkéni alelu, kterd se projevuje
jako ztrata heterozygozity (LOH, loss of heterozygosity). Pfitomnost dédicné mutace tedy
vytvaii predispozici k nddorovému bujeni. U nedédiénych nadortt musi v buiice dojit
K inaktivaci obou alel tumor supresorového genu, coz je malo pravdépodobné, a souvisi
proto se sporadickym vyskytem a pozdé€j$im ndstupem onemocnéni. Studie Lomana a spol.
[9] doklada, ze karcinom prsu u nosi¢i mutace genu BRCAL se vyskytuje Castéji v niz§Sim

veku, typicky pred 40 rokem, ve srovnani s karcinomem sporadickym.

Sporadicka forma karcinomu prsu ptedstavuje vice nez 90% piipadi onemocnéni.
U sporadickych nadort 1ze prokéazat postizeni fady genti a kromé béznych zmén v primarni
sekvenci sehravaji vyznamnou roli i epigenetické zmény ovliviiujici expresi genu
(naptiklad hypermetylace promotorovych oblasti) [10,11,12], a mutace zasahujici do
regulacnich genovych oblasti ovliviiujicich transkripci [13,14]. V procesu tumorogeneze

jsou rovnéZz vyznamné faktory prostiedi.

Pouze 5-10% ptipadt karcinomu prsu je dédiénych a vyviji se v disledku zarode¢né
mutace odpovédného genu. Byla nalezena tada gent, jez jsou vyznamné v patogenezi
hereditarniho karcinomu prsu. Alterace v genech BRCA1 a BRCA2 jsou odpovédné za
pfiblizné 60-80% piipadl hereditarniho onemocnéni a jsou spojeny s Vysokym rizikem
vyvoje karcinomu prsu [15]. Mutace genti TP53 a PTEN spojené se vzacnymi nadorovymi
syndromy — Li-Fraumeniho syndrom (TP53) a Cowdentv syndrom (PTEN) — rovnéz
vyznamné zvySuji riziko vzniku karcinomu prsu. Naproti tomu alterace dalSich gent
zvySuji riziko karcinomu prsu jen piiblizné na dvojndsobek. Mezi tyto stfedné a
nizkopenetrantni geny patii CHEK2, ATM, NBS1, RAD50, BACH1, BRIP1 a PALB2
[15,16,17,18]. Soubor uvedenych odpovédnych genti neni pravdépodobné uplny, protoze

u mnoha pacientek s rodinnym vyskytem karcinomu prsu nebyla genova alterace nalezena.



1.4  Molekularni mechanizmy zajist'ujici genomovou stabilitu

Rada dikazti svéd¢i o tom, Ze nestabilita genomu hraje dileZitou ulohu
v tumorogenezi [19]. UdrZeni integrity genomu zévisi zejména na regulaci bunééného
cyklu a na DNA-repara¢nich pochodech [20]. Propojeni regulace bunétného cyklu
a reparace DNA pak umoziuje zastaveni bunécného cyklu a opravu poskozené DNA jesté
pted zapocetim jeji replikace; ptipadné muze pred prechodem buiiky do S-faze bunééného

cyklu prevazit proapoptotickd signalizace.

Dvouvldknové zlomy jsou zévaznym poskozenim DNA vznikajici ucinkem UV
zafeni, radiace ¢i plsobenim chemickych latek poskozujicich DNA. Buiiky pro opravu
dvouvlaknovych zlomt DNA vyuzivaji dvé hlavni cesty: homologni rekombinaci, kde je
pro opravu zapotiebi identickd sekvence (sesterské chromatidy nebo homologniho
chromozému), kterd slouzi jako templdt pro reparaci zlomu, a nehomologni spojovani
zlomit (NHEJ, non-homologous end joining), kdy se pfimo bez pfitomnosti homologniho
templatu spoji volné konce DNA [21,22,23]. Ob¢ cesty reparace mohou vést ke ztraté
genetické informace. U NHEJ je vSak tento vysledek vice pravdépodobny; naopak
homologni rekombinace mize zajistit bezchybnou cestu opravy DNA. Dosud neni zndm
pfesny mechanizmus, kterym butika zvoli strategii pro reparaci DNA [24,25]. Jsou vSak
znamy faktory, které jeji vybér ovliviiuji: zaleZi na stadiu bunééného cyklu, ve kterém se
bunika nachazi v dobé vzniku poskozeni DNA, dale na struktuie DNA koncid vzniklych
dvouvldknovym zlomem a v neposledni fad€ je vybér urcen i signdlnimi drahami, jeZ se

aktivuji po poSkozeni DNA [26].

Proteiny kodované geny BRCALl a BRCA2 jsou dulezité v procesech zajistujicich
integritu  genomu. Pfedev§im hraji vyznamnou roli Vriznych fazich opravy
dvouvldknovych zlomii DNA [27]. Bylo dokazéno, Ze ztrata funkce proteini BRCA1/2
vede Kreparaci DNA zatizené chybami, které maji za nasledek vznik genomové

nestability, ptipadnou ztratu dalSich TSG a vyvoj tumoru [28].



1.4.1 Vysokopenetrantni a nizkopenetrantni geny spojené se vznikem karcinomu
prsu a ovaria

Geny odpovédné za vznik karcinomu prsu a ovaria se déli podle rizika spojené¢ho
se vznikem onemocnéni na geny s vysokou, stfedni a nizkou penetranci. Zatimco u nosict
patogennich mutaci v hlavnich predispozi¢nich genech BRCAl1 a BRCA2 je vysoka
pravdépodobnost vzniku onemocnéni (geny s vysokou penetranci), u jinych genu je
zvySeni rizika vzniku onemocnéni oproti bézné populaci malo ¢i stfedné zvysené (geny se

sttedni a nizkou penetranci).

1.41.1 Geny s vysokou penetranci

1.4.1.1.1 Gen aprotein BRCAl

Oblast DNA zodpovédna za casny vyvoj karcinomu prsu byla lokalizovdna na
dlouhém raménku chromozomu 17 (17g21) vroce 1990 [29] a vroce 1994 byla
identifikovana sekvence odpovidajici genu BRCA1 (breast cancer gene 1) [30]. Gen
BRCA1 (OMIM 113705) zaujima 81 kb genomové DNA (GenBank L78833) a ma 24
exonl, znichz 22 je kodujicich [30,31]. Exony jsou c¢islovany 1-3 a 5-24, stejné tak
1 pfislusné introny (GenBank U14680, L78833). Za exon 4 byla v piivodni praci Mikiho
a spol. [30] povazovana vmezefena Alu sekvence vedouci ke vzniku pied¢asného stop
kodonu. Cteci ramec koduje protein o 1863 aminokyselinach. Exon 11 je vyznamné delsi
nez ostatni a zaujima vice nez 60% kodujici sekvence genu. Ostatni exony jsou relativné

malé. Cely region ma neobvykle vysokou hustotu Alu repetitivni DNA (41,5%) [31].

Na obrazku 3 je schématicky znazornén usek vznikly patrné duplikaci DNA, ve
kterém se nachazi 5 konec genu BRCAL [32]. Gen BRCAL lezi “head-to-head” proti genu
NBR2 (Neighbor of BRCAL gene 2) a jejich transkripéni startovaci mista jsou vzdalena
pouhych 218 bp [33]. Oba geny sdileji obousmérny promotor [34], nicméné gen NBR2
pravdépodobné nekoduje zadny protein. Ve vzdalenosti ptiblizné 30 kb smérem k telométe
se nachazi stejn¢ orientované geny BRCAL pseudogen (#BRCAL) a gen NBR1. Vysoka
homologie byla nalezena mezi 5" konci geni BRCA1 a ¥BRCA1 a mezi NBR1 a NBR2.
Gen YBRCAL je oproti genu BRCALl degenerovany a je tvofen exony 1A, 1B a 2
a prilehlymi introny. Gen NBR1 ma 20 kédujicich exoni (3-22), které se piepisuji do

proteinu o délce 966 aminokyselin. Pfesnd funkce tohoto genu neni znamé. Rekombinace
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mezi geny BRCAL/¥BRCA1 muze vysvétlit fadu rozsahlych deleci zasahujicich lokus
BRCAL [35,36].

centromera telomera
_—

I/ 1 W 2 W/ /o

Obrazek 3: Schématické znazornéni duplikovaného regionu v oblasti chromozému 17921
(pfevzato z [32]). Homologni oblasti mezi NBR1 a NBR2 a mezi YBRCA1l a BRCAL jsou
znazornéna &tverci. Sipky predstavuji smér transkripce jednotlivych genti. NBR — Neighbour of
BRCAL gene.

Protein BRCAl je nuklearni fosfoprotein tvofeny 1863 aminokyselinami
o molekularni hmotnosti 220 kDa. V proteinové struktufe byla popsana fada funk¢nich
domén. Nejdéle znamé a nejlépe probadané motivy jsou dvé konzervované interakcni
domény (obrazek 4). Na N-konci se nachazi RING (really interesting new gene) doména
(aminokyseliny 24 — 64) [30] a na C-konci jsou tandemové za sebou dvé BRCT (BRCA1
C- terminus) domény (BRCT-N: aminokyseliny 1653-1736 a BRCT-C: aminokyseliny
1760-1855) [37]. RING doména je vysoce konzervovany proteinovy motiv zinkového
prstu (Cyss-His-Cys, véazajici kation Zn?"), ktery se nachazi v mnoha proteinech s E3
ubikvitin ligdzovou aktivitou a podili se na interakcich s fadou proteinti riznych funkci
(napf. regulatory bunééného cyklu, transkripéni faktory) nebo interakcich proteinu s DNA.
Protein BRCATI je jako monomér nestabilni a prostfednictvim RING domény asociuje
s RING doménou proteinu BARD1 (BRCA1-associated RING domain protein 1). Vytvofi
se tak stabilni heterodimer [38] se silnou E3 ubikvitin ligdzovou aktivitou, kterd je

podstatna pro proces reparace DNA [39,40].

C-koncovy usek genu obsahujici BRCT domény se oznacuje také jako transaktivaéni
doména. BRCT doména je motiv obsahujici shluky hydrofobnich aminokyselin, ktera vaze
fosforylované proteiny. BRCT domény maji i transkripéné aktivaéni funkci [41,42]. Diky
specifické interakci protein-protein vznikaji homomerni 1 heteromerni proteinové
komplexy. BRCT domény se vyskytuji v mnoha proteinech ucastnicich se oprav DNA

a kontroly buné¢ného cyklu.

Na 5" konci exonu 11 se nachazi jaderny lokalizacni signal NLS1 (Nuclear

Localisation Signal), ktery je nezbytny pro translokaci nové nasyntetizovaného proteinu do
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jadra buiky. Pozdéji byl v exonu 11 identifikovany NLS2, jenz pro translokaci neni tak
vyznamny [43,44]. Studie Hubera a spol. (2001) vSak poukazuje na fakt, Ze se do
bunécného jadra translokuje i protein BRCA1 s deletovanym exonem 11, kde se oba
nuklearni lokalizacni signaly nachazeji [45]. Lze tedy piredpokladat piitomnost

alternativniho jaderného signalu, ktery dosud nebyl identifikovan (shrnuto v [46]).

Z ptitomnosti fady funkénich domén vyplyva, ze BRCA1 je multifunkéni protein,
ktery tvoii fadu proteinovych komplexii s rozlicnym uplatnénim pii reparaci DNA
a regulaci bunééného cyklu. Soucasné znalosti o ucasti proteinu BRCA1 na zajistovani

integrity genomu jsou shrnuty v nedavno publikovaném piehledu [47].

BRCA1

1ak 1863 ak
SaEhen | m— ) FR:

RING doména NLS BRCT domény
BRCA2

1 ak 3418 ak
S

transaktivacni BRC domény NLS

doména

Obrazek 4: Schématické znazornéni nékterych strukturnich a funkénich domén proteind BRCA1
a BRCAZ2.

1.4.1.1.2 Gen a protein BRCA2

Vroce 1994 byl objeven gen BRCA2 (breast cancer gene 2, OMIM 600185);
klonovan byl o rok pozdé&ji [48] a posléze lokalizovan na dlouhé raménko chromozému 13
(13g12-13) (GenBank NT_024524) [49]. Sklada se z 27 exond, z nichz 25 nese kodujici
sekvenci o délce 10257 nukleotidi. Dva dlouhé exony 10 (c.1022-2137) a 11 (c.2138-

7069) tvoti 59% celé kodujici sekvence. Ostatni exony jsou relativné kratké.

BRCA2? je nuklearni fosfoprotein tvoreny 3418 aminokyselinami. Sekvence exonu 3
je podobna transaktivacni doméné transkripéniho faktoru c-Jun. Exon 11 obsahuje
opakujici se strukturni motiv, nazyvany BRC doména. Motiv se opakuje osmkrat v useku
aminokyselin 1002-2005 a je tvofen pfiblizn¢ 70 aminokyselinami s korovou sekvenci
obsahujici 26 aminokyselinovych zbytki. Sest BRC domén je vysoce konzervovanych

a zprostiedkovava interakci proteinu BRCA2 s RADS1 rekombinazou. Tato interakce ma
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zasadni vyznam pro pochopeni tlohy proteinu BRCA2 v reparaci dvoufetézcovych zlomt
DNA. Na C-konci proteinu BRCA2 se nachézi jaderny lokalizacni signal. Schématické
znazornéni téchto domén je na obrazku 4. Funkci proteinu BRCA2 a jeho tcast na kontrole

integrity genomu shrnuje nékolik ptehledu [50,51].

1.4.1.1.3 Gen TP53 a protein p53

Gen TP53 (OMIM 191170) patii mezi vysoce penetrantni geny. Lidska varianta genu
byla klonovéna 1985 [52,53]. Nachazi se na kratkém raménku chromozému 17 (17p13.1)
ama 11 exond, znichz 10 je kodujicich. Produktem genu je jaderny tumor supresorovy
protein o 393 aminokyselinach s molekulovou hmotnosti 53 kDa. Obsahuje nékolik
funkénich domén: naptiklad dvé transkripcni aktivacni domény (aminokyseliny 1-42 a 43-
62), centralni doména vézajici DNA (aminokyseliny 102-292), a tetrameriza¢ni doménu
(aminokyseliny 323-356). Schématické znazornéni domén je na obrazku 5. Protein p53
se vaze na DNA ve formé tetraméru a je vyznamnym transkripénim faktorem zasahujicim
do regulace bunécného cyklu a apoptézy [54]. Pii poskozeni DNA dochazi v buiice
k akumulaci funkénich tetramert p53, které indukuji transkripci genu p21, inhibitoru
komplexti cyklin/CDK. Tim je blokovéana fosforylace proteinu Rb, kterd je nezbytna pro
vstup buniky do S faze bunécného cyklu. Jestlize neni oprava DNA mozna, protein p53

aktivuje transkripci proapoptotického genu Bax a indukuje apoptozu [55].

TP53
1-42; 43-62 63-97 102 - 292 323-356 363 - 393 ak
r h g A
SOOI oA &
A A A
transaktivacni prolin-bohata tetramerizacni regulacni
domény doména doména doména

Obrazek 5: Schématické znazornéni nékterych strukturnich a funk&nich domén proteinu p53.

V neposkozenych butikach je udrzovana nizka hladina proteinu p53. Hypoxie nebo
poskozeni DNA vede k fosforylaci a acetylaci p53 a nasledné k vzestupu jeho hladiny [56].
Poskozenim normadlni funkce p53 somatickou mutaci se zvySuje genomova nestabilita
a pocet mutaci v dalSich genech. PoruSeni funkce genu vede k zdvaznému fenotypovému

projevu nadoru a nepiiznivé prognoze onemocnéni [57].
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Somatické mutace genu TP53 byly nalezeny v mnoha nadorech. TP53 je nejcastéji
mutovanym genem, jehoz somatické alterace byly zachyceny ve vice nez 50% lidskych
nadord. U karcinomu prsu jsou somatick¢ mutace detekovany pfiblizné u 20% ptipadi
[58]. VétSinou se jednd o missense mutace v oblasti kodujici DNA vézajici doménu, které

vedou k akumulaci stabilniho, av§ak inaktivniho proteinu v nddorovych bunkach [59,60].

Zarodeéné mutace genu TP53 jsou vétSinou vazany na rodiny s Li-Fraumeniho
syndromem (LFS; OMIM 151623). U heterozygotnich nosi¢ti mutace byl nalezen zvyseny
vyskyt riznych nadord, karcinomi prsu, nadori mozku, sarkomi meékkych tkani,

osteosarkomtl, karcinomti nadledvin, leukémii a dalSich malignit [61,62].

1.4.1.1.4 Geny se stifedni a nizkou penetranci

V souc€asné dobé se mluvi zejména o péti vyznamnych stfedné a malo rizikovych
genech: CHEK2, ATM, BRIP1, PALB2 a NBS1 [63]. V nasledujicim textu jsou strué¢né

zminény pouze dva geny, jejichz mutacni analyza se provadi v nasi laboratofi.

1.4.1.15 Gen aprotein CHEK?2

Gen CHEK2 (OMIM 604373) je lokalizovany na dlouhém raménku chromozému 22
(22912.1) a kéduje jadernou proteinkinazu o 60 kDa. U tohoto genu jsou znamy tii
transkripéni varianty kodujici rizné izoformy. Nejdel§i lidska varianta genu koduje

proteinovy fetézec tvofeny sekvenci 543 aminokyselinovych zbytki [64].

Aktivovana checkpoint kinaza 2 (CHEKZ2, alternativné CHK2) zabranuje vstupu do
mitdzy inhibici fosfatazy Cdc25C a je vyznamnym mediatorem signalizace spusténé
v disledku posSkozeni DNA. CHEK2 je aktivovana fosforylaci prostfednictvim
fosforylované kindzy ATM a zprostfedkovava transdukci signdlu smérem k proteinovym
komplexiim ucastnicim se reparace DNA a k regulatorim bunécného cyklu a apoptdzy
(p53, BRCA1, Cdc25A, Cdc25C) [65]. V polypeptidovém ftetézci CHEK2 byly
charakterizovany 3 funk¢ni domény (shrnuto v [66], obrazek 6): doména bohatd na serin
a threonin (SQ/TQ) na N-konci fetézce (aminokyseliny 20-75), FHA doména (fork head-

associated domain) ucastnici se vazby CHEK2 s dal§imi fosforylovanymi proteiny
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(aminokyseliny 112-175) a serin/threonin kinazova doména (aminokyseliny 225-490).
Doménou nezbytnou pro aktivaci proteinkinazy CHEK?2 je FHA doména [67].

CHEK2

1ak 19-69 92 - 205 212- 501 543 ak

v sama JEETENTESET Kinazova doména (il -

Obrazek 6: Funk&ni domény genu CHEK?2
a struktura proteinu CHK2. (www.pdb.org)

CHEK2 je tumor supresorovy gen, jehoZ mutace predisponuji heterozygotniho nosice
k fadé rakovinnych onemocnéni [65,68,69], véetné karcinomu prsu [70]. Cetnost
zarodeénych mutaci vgenu CHEK2 byla odhadnuta v populaci americkych
vysocerizikovych pacientll s invazivnim karcinomem prsu, z rodin s vice nez 4 ptipady
karcinomu prsu nebo ovaria, na 4% [71]. V genu byly dosud popsany jak bodové mutace
[68,72], tak rozsahla delece zasahujici exony 8 a 9 [71]. V nadzvoslovi této delece existuji
ur¢ité nesrovnalosti [73] zpusobené tim, ze do sekvence zakladni mRNA (sestfihova
izoforma A) je pfepsano 14 kodujicich exond (gen CHEK2 ma 15 exoni, ale exon 2 je
nekodujici). Obvykle se nekodujici exony nezapocitavaji do popisu alteraci, av§ak v Kitu
pro MLPA analyzu (P045) a naptiklad 1 v publikaci Walshe a spol. [71] miZeme najit

popis této mutace jako deleci exonti 9-10.

Analyza mikrosatelitovych markerti odhalila u pacientd s deleci dlouhou 5395 bp
stejny 650 kb haplotyp. Pivod této founder mutace pravdépodobné muize byt v oblasti
Ceska ¢&i Slovenska [71]. Nejéastéji studovanou alteraci je posunova mutace c.1100delC,

Ktera byla pozorovana v raznych populacich s riznou frekvenci. V populacich severni
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Evropy a Severni Ameriky byla oznacena za variantu odpovédnou za vznik karcinomu
prsu. Studie zahrnujici 718 BRCA1/2 negativné testovanych zapadoevropskych
a severoamerickych rodin vedla k odhadu, Ze tato varianta dvakrat zvySuje riziko vzniku

karcinomu prsu u zen [74]. Tento odhad byl potvrzen i dalSimi studiemi [75].

14116 Gen aprotein ATM

Gen ATM (ataxia telangiectasia mutated, OMIM 607585) se nachazi na chromozému
11 v oblasti 11g22-23 [76]. Jedna se o rozsahly gen, ktery zaujima v genomové DNA 150
kb, ma 66 exonil a kddujici sekvence obsahuje 9168 bp. Iniciacni kodon lezi ve ¢tvrtém

exonu a translace kon¢i termina¢nim kodénem v poslednim exonu.

Protein ATM ma 3056 aminokyselinovych zbytkd a jeho M, dosahuje 350 kDa.
Protein patfi do enzymové rodiny fosfatidylinositol-3-kinaz. Jedna se o serin/treonin-
specifickou proteinkindzu, ktera rozpoznava dvoufetézcové zlomy DNA zplsobené
napiiklad pusobenim ionizujictho zafeni, aktivuje se autofosforylaci a nasledné
prostfednictvim fosforylace mnoha substrati aktivuje fadu signalnich drah ucastnicich se
zastaveni bunééného cyklu a reparace DNA, piipadné aktivace apoptozy [77,78]. Mezi
substraty ATM patti tumor supresory p53 a BRCAI, kinazy CHEKI1 a CHEK2
(checkpoint kindza 1 a 2) zasahujici do regulace bunééného cyklu a proteiny RPA
(replication protein A), NBS1 (mutace u homozygotl jsou pfi¢inou Nijmegen breakage
syndrome) a FANCD2 (Fanconi anemia complementation group D2) odpovédné za

zastaveni bunééného cyklu v S fazi [77].

ATM patii ke kliCovym proteinim aktivovanym dvoufetézcovymi zlomy DNA
a odpovédnym za zastaveni bunécného cyklu. ATM se v men$i mife nachédzi také

Vv cytoplazmé, kde hraje pravdépodobné roli v bunééné odpovedi na oxidacni stres [79].

Mutace v obou alelich genu ATM jsou pfi¢inou autozomdlné recesivniho
onemocnéni ataxia telangiectasia. Jedna se o vzacné neurodegenerativni onemocnéni
s progradujici mozeckovou ataxii, pro které jsou déle charakteristické okulokutanni
telangiektazie, zhorSena imunita, zvySena citlivost na ionizujici zafeni a predispozice ke
vzniku nadorti. Nejcastéj$imi malignitami jsou lymfomy a leukémie [80].

U heterozygotnich nosi¢ek mutace v genu ATM bylo zjisténo zvySené riziko karcinomu
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prsu [81,82,83]. Ulohu genu ATM pii vzniku karcinomu prsu shrnula Prokopcova a spol.
[65].

Vice nez 70% dosud popsanych mutaci genu ATM vede K pfedCasné terminaci
translace a vzniku zkracené¢ho proteinu [84,85]. V ceské populaci tento typ mutace v ATM

ma u heterozygotnich nosict pravdépodobné vyznam pfi vzniku dédi¢ného karcinomu prsu

[86].

2. Uloha genti BRCA1 a BRCA? u hereditarnich nadori

Rodinny vyskyt karcinomu prsu je zavaznym rizikovym faktorem pro vznik
onemocnéni a u 5-8% karcinomd prsu se predpokladd ptitomnost zarode¢né mutace
V jednom z hlavnich predispozi¢nich genti (geny BRCAL/2). Zarode¢né mutace v téchto
genech jsou kromé ¢asné¢ho nadoru prsu spojeny i se zvySenym rizikem vyvoje karcinomu
ovaria, a proto se hereditdrni postizeni oznacuje jako dédicny nddorovy syndrom
karcinomu prsu a ovaria [87]. Pro dédi¢né postizeni gentt BRCA1/2 je charakteristicky
Casny nastup onemocnéni, vysokd incidence bilateralniho postizeni a Casty vyskyt
karcinomu ovaria. Rovnéz je zvySené riziko vzniku dal$i fady onkologickych onemocnéni,
jako je karcinom pankreatu, prostaty nebo tlustého stfeva [88,89,90]. U vétSiny rodin
(81%) s vyskytem karcinomu prsu a ovaria je odpovédnym genem BRCAL. Naopak vétsina
rodin (76%), ve kterych onemocnéli karcinomem prsu i muzi, je spojend s mutaci v genu
BRCA2 [87]. Riziko vzniku karcinomu ovaria je vyrazné niZS$i u nosi¢li mutace genu
BRCA2 neZ u rodin s BRCA1 mutaci. Riziko vzniku karcinomu prsu u muzi je vétsi

u nosi¢l mutace v genu BRCA2 [88].

Celozivotni riziko vzniku karcinomu prsu je pfiblizné€ stejné u nosic¢li mutace genu
BRCA1 i BRCA2 a miize dosahnout az 80%. Celozivotni riziko karcinomu ovaria pak bylo
odhadnuto pro nosi¢e BRCA1 mutace na 40 — 65% a pro nosice alterace v genu BRCA2 na
20% [87,91]. Analyza Kingové a spol. [91] odhalila u askenazskych Zidi celoZivotni
riziko pro nosi¢ky mutace v jednom z hlavnich predispozi¢nich genli na 82%. Riziko miize
byt vyznamné ovlivnéno negenetickymi faktory; naptiklad vyznamné vyssi riziko do 50 let
meli nosi¢i mutace narozeni po roce 1940 (67%) nez nosic¢i narozeni pred rokem 1940

(24%) [91].
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Frekvence mutaci genit BRCA1/2 v béZzné populaci je odhadovana na 1:800 (0,125%)
az 1:400 (0,25%); v populaci askenazskych Zida je vyskyt piiblizné 10x Gast&jsi (1:40;
2,5%) [92]. Pomoci populacné genetickych studii bylo mozné odhadnout stafi nékterych
mutaci genu BRCAL az do obdobi pfed zacatkem n. 1. [93]. De novo vznikl¢ mutace jsou

vzacné.

Mutace v genech BRCAL1 a BRCA2 zasahuji celou kodujici oblast genu. VétSinu
mutaci tvoii nonsense mutace, kratké inserce a delece vedouci k posunu ¢teciho ramce,
predCasné terminaci translace a ke vzniku zkraceného proteinového produktu.
K muta¢nimu spektru pfispivaji rozsahlé¢ genové prestavby a dlouhé delece ¢i duplikace.
Rozsahlé prestavby v hlavnich predispozi¢nich genech BRCA1l a BRCAZ2 jsou hlavnim

tématem predkladané prace a bude jim vénovana zvlastni kapitola (kapitola 3, Str. 22).

Mutace v genu BRCA1 jsou u vétSiny etnik cCastéjSi nez v genu BRCAZ2, avSak
mutaéni spektrum se mezi populacemi lisi. Pfes velkou variabilitu v rozsifeni jednotlivych
mutaci jsou nékteré mutace diky tzv. ,founder” efektu velice rozsifené¢ v urcitych
definovanych geografickych oblastech nebo u urcitych etnik [94]. Founder mutace je
takova mutace, ktera se objevi u jednoho ¢i vice jedinci, ktefi se stanou zakladateli urcité
populace a S§ifi tak mutaci do dalSich generaci. Prikladem miize byt mutace
c.187_188delAG genu BRCAI, ktera se vyskytuje piiblizné v 1% mezi Zidy [95]. Déle
BRCAL mutace ¢.5385dupC, kterd je nejbéznéjsi mutaci v Rusku a ve vychodni a stfedni
Evropé a pravdépodobny plvod mé v oblasti Pobalti [94]. V holandské populaci byla
popsana fada founder mutaci a na nékterych byla demonstrovana specificka geograficka
distribuce [96]. Pomoci metod umoziujicich analyzu rozsihlych deleci bylo zjisténo,
ze dvé znalezenych deleci genu BRCAL tvoii nejvyznamnéj$i podil founder mutaci

Vv holandské populaci [97].

Dédiéné mutace genu BRCA2 jsou v populaci pomémé vzacné (okolo 1:1000
jedinct) a pouze u Island’anti jsou mutace v tomto genu castéj$i nez v BRCAL. Navic se
zde vyskytuje pfevazné jedna varianta ¢.999-1003del5 genu BRCA2 odpovédna za témét
vSechny dédi¢né piipady s karcinomem prsu a/nebo ovaria a vyskytuje se u 0,6% islandské
populace [98]. Tato mutace je ukadzkovym piipadem founder mutace izolované populace.
Diky founder efektu je vice rozsifena i BRCA2 mutace c¢.6174delT, ktera se vyskytuje

u 1,5% Zidt a vysvétluje 3,7% piipadi s invazivnim karcinomem prsu [91,99].
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Priblizné u 30% vysoce rizikovych rodin nebyla nalezena mutace ani v jednom

z hlavnich predispozi¢nich gent, coz svéd¢i pro existenci dalSich odpovédnych genti [87].

2.1. Spektrum mutaci v Ceské republice u rizikovych pacienti
s karcinomem prsu nebo ovaria

V obou hlavnich predispozi¢nich genech, BRCA1 a BRCA2, bylo dosud v rizikovych
rodinach zachyceno vice nez 1000 riznych patogennich mutaci, které jsou spoleéné
s dalSimi popsanymi sekvencnimi variantami shromazdény v databazi Breast Cancer
Information Core (BIC) (http://research.nhgri.nih.gov/bic/). V Ceské republice, podobné
jako v dalsich populacich, patii mezi nejcastéjsi patogenni alterace kratké inserce a delece
a nonsense mutace vedouci k predCasnému ukonceni translace a vzniku zkraceného
proteinu. Ve skupiné 735 vysoce rizikovych pacientl s karcinomem prsu nebo ovaria byly
mutace genu BRCAL zachyceny u 132 jedinct vcetné Sestnécti s detekovanou rozsahlou
genovou piestavbou (17,9%, Tab. 2) a mutace genu BRCA2 u 38 jedincii (5,2%, Tab. 3)
[100].

Spektrum mutaci, které jsou rozptylené v celé kodujici genové oblasti, je pomérné

Siroké; u genu BRCAZ2 bylo zachyceno minimum opakujicich se alteraci (Tab. 3).

V ceské populaci je u genu BRCA1 vyskyt opakujicich se mutaci pomérné vysoky.
U pacientd z prazského regionu a okoli, byly 4 nejcastéji se opakujici mutace genu BRCAL
(c.300T>G, ¢.1806C>T, ¢.3819 3823del5 a ¢.5385dupC) detekovany u pftiblizné 68,2%
(90/132) nosi¢t mutace tohoto genu (Tab. 2). Na Moravé zahrnovalo pét founder mutaci,
3 v genu BRCA1l (c.300T>G, ¢.3819 3823del5 a ¢.5385dupC) a 2 v genu BRCA2
(c.7913 _7917del5; c.8537 8538del2) ptiblizné¢ 52% (153/294) nalezenych genovych
alteraci [101]. Mutace genu BRCAL jsou v moravské populaci pifiblizné dvakrat castéjsi
nez mutace genu BRCA2 [101], naproti tomu v Cechach tvoii mutace genu BRCAL vice
nez 77,6% (132/170) vSech patogennich mutaci (Tab. 2 a 3) [101,102].

Frekvenci vyskytu dédi¢nych mutaci gentt BRCAL/2 u pacient s karcinomem prsu
1ze odhadnout na zdklad¢ vysledkii mutacni analyzy u neselektovaného souboru pacientli
s timto nadorovym onemocnénim. V Ceské republice byla Getnost vyskytu mutaci gent

BRCAL/2 u karcinomu prsu odhadnuta na 2,8% [103].
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Rozsahlé delece a ptestavby zasahujici lokusy BRCA1/2 nebyly v ¢eské populaci

dlouho znamy. Prvnimi pozitivnimi vysledky byly jejich prikazy v Ceské republice a na

Morav¢ v oblasti genu BRCA1 [104,105].

Tabulka 2: Spektrum bodovych mutaci a kratkych deleci a inzerci genu BRCA1 detekovanych
u ¢eskych pacientt [100].

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 €.1323delG p.Glu402SerfsX8 1
11 c.1806C>T p.GIn563X 11
11 c.1866A>T p.Lys583X 1
11 .2382G>T p.Glu755X 2
11 €.2530_2531delAG p.GIn804LeufsX5 4
11 c.3345delA p.Arg1076GlufsX5 1
11 .3358T>A p.Leu1080X 1
11 c.3450C>T p.GIn1111X 1
11 €.3819_3823del5 p.Val1234GInfsX8 9
11 €.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.Arg1751X 1
20 ¢.5385dupC p.GIn1756ProfsX74 59
24 c.5673delA p.Thr1852ProfsX3 1

Nomenklatura mutaci: +1 odpovida A z ATG iniciaéniho kodénu translace v referen¢ni sekvenci GenBank U14680.

Nové mutace jsou oznageny &erveng; i - intron.
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Tabulka 3: Spektrum bodovych mutaci a kratkych deleci a inzerci genu mutaci genu BRCA2
detekovanych u ¢eskych pacientli [100].

Exon/intron  Mutace dle cDNA Predpokladany efekt mutace Pocet rodin
2 c.231G>A pMet1lle 1
-5 c.703+1G>T p.Val159GlyfsX10 1
9 ¢.999_1003del5 p.Asn257LysfsX17 1
10 c.1524_1525delGA p.Asnd33ThrfsX18 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 3304A>T p.Lys1026X 1
11 €.3423_3426del4 p.Thr1067LeufsX10 1
11 €.3827_3828delGT p.Cys1200X 1
11 .4075_4076delGT p.Val1283LysfsX2 2
1 c.4167delC p.Tyr1313X 1
11 €.4206_4209dup4 p.Ala1327CysfsX4 1
11 .4512dupT p.GIn1429SerfsX9 1
11 €.5466dupT p.Asn1747X 1
11 .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.lle2149TyrfsX 1
11 €.6677_6678delAA pLys2150SerfsX25 1
11 €.6982dupT p.Ser2252PhefsX9 1
14 c.7379_7380delAA p.GIn2384ArgfsX7 1
15 C.7823_7824insTT p.Pro2532fsX20 1
17 c.8141_8145del5 p.Phe2638X 1
18 c.8270_8271delCA p.Thr2681CysfsX11 1
20 ¢.8763_8766del4 p.Arg2845fsX17 1
25 .9631delC p.Leu3135PhefsX28 1

Nomenklatura mutaci: +1 odpovida A z ATG iniciaéniho kodonu translace v referenéni sekvenci GenBank U43746.
Nové mutace jsou ozna&eny &erveng; i - intron.

Dal$imi ¢asto vySetfovanymi geny u pacientil s rodinnym vyskytem karcinomu prsu
nebo ovaria jsou geny CHEK2, TP53 a ATM. Walsh a spol. odhadli, ze mutace v genech
CHEK2 a TP53 se vyskytuji pfiblizné u 5% vysoce rizikovych americkych rodin se ¢tyfmi

a vice pfipady karcinomu prsu nebo ovaria [71].
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V Ceské republice byly ve vysoce rizikovych rodinach s vyskytem karcinomu prsu
a ovaria tyto geny rovnéz studovany a jejich mutace byly rovnéz vyrazné méné Casté nez
mutace hlavnich predispozi¢nich geni. Mutace genu ATM byly prokazany u 4 pacientl
(0,7%; 4/566) (Tab. 4) [86]. Muta¢ni analyza geni CHEK2 a TP53 jsou piedmétem

predkladané prace.

Tabulka 4: Spektrum mutaci genu ATM detekovanych u ¢eskych pacientt [100].

Exon/intron  Mutace dle cDNA Predpokladany efekt mutace Pocet rodin
i-36 c.H177T+1G>A p.Glu1669Val fs11X 1
42 .5932C>T p.Glu1978X 1
i-43 ¢.6096-9del5 p.Arg2052Arg fs15X 2

Nomenklatura mutaci: +1 odpovida A z ATG iniciatniho kodénu translace v referen¢ni sekvenci GenBank U33841.

Uloha genti TP53 a BRCAL/2 v tumorogenezi je vyrazné odlind u hereditarnich
a sporadicky se vyskytujicich ptipadi karcinomu prsu. Zatimco hereditarni mutace genu
TP53 jsou velmi vzacné [106], ve sporadickych nadorech byly somatické mutace tohoto
genu zachyceny u 12,7% (9/71) ptipadi (nepublikovana data). Naproti tomu, dédi¢né
mutace genit BRCAL/2 byly zachyceny u 23% pacientt (170/740), zatimco somatické
mutace byly prokazany jen u genu BRCALl u dvou ze 40 analyzovanych pacientl
se sporadickym karcinomem prsu (5%) [5].

3.  Rozsahlé genomové prestavby

Za rozsahle genomové prestavby se povazuji delece ¢i duplikace (piipadné triplikace
¢1 multiplikace) dlouhych oblasti genomové DNA, které mohou zasahovat jeden nebo
nékolik exond, ale i1 celou kodujici sekvenci studovaného genu. V nékterych piipadech se
muze jednat také o komplexni piestavby zahrnujici deleci a soucasnou inzerci v misté

zlomu.
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3.1 Rozsahlé prestavby v genu BRCAl a BRCAZ2

Jelikoz rozsahlé genomové prestavby nejsou v fad¢ ptipadl zachyceny pii analyzach
zalozenych na PCR amplifikaci cilové oblasti DNA, byla prvni pfestavba v genu BRCAl
popsana az tii roky po jeho identifikaci. Jednalo se o deleci zasahujici exon 17 a byla
nalezena v Americké rodiné [107]. V poslednich deseti letech byla mnoha skupinami
detekovdna a charakterizovana tada prestaveb a jejich spektrum se stale rozsituje.
Obzvlasté vyrazné zvySeni vyskytu piestaveb lze pozorovat v poslednich 4 letech [108],
coz je pravdépodobné dusledek rozsifeného pouzivani metody MLPA (viz. kapitola 3.2.1,

str. 25) k detekci deletovanych ¢i duplikovanych tsekd.

Zastoupeni rozsahlych piestaveb v genech BRCA1/2 se 1idi. Cast&ji je tento typ
alterace detekovan v genu BRCA1 [108,109], coz se pfipisuje vys§imu zastoupeni Alu
sekvenci v lokusu BRCAL (42%) nez je tomu u BRCA2 (20%) [31,110]. Alu repetice
mohou byt podkladem pro nerovnomérnou homologni rekombinaci, ktera mize vést ke
vzniku dlouhych deleci [111]. Homologni rekombinace se typicky vyskytuje v genu
BRCAL, zatimco pro gen BRCAZ2 je obvyklejsi rekombinace v nehomolognich sekvencich

[108].

V lokusu BRCAL jsou rozsahlé piestavby pomérné Castymi alteracemi a vétsina
Znich je jedine¢na (53/81) [108]. U tfady populaci piedstavuji 8-10% detekovanych
genovych mutaci [109,112,113,114,115,116] a v nékterych ptipadech muze byt jejich
podil, diky founder efektu, i vyssi. Napiiklad, dvé holandské founder mutace, delece exonu
13 a delece exonu 22, pfedstavovaly 36% (12/33) mutaci genu BRCAL detekovanych ve
170 rodinach s vyskytem karcinomu prsu [97] a jejich podil byl vysoky 1 v pozdé;si
rozsitené studii zahrnujici 805 pacientt, kdy tyto dvé delece tvotily 23% (28/121) BRCAL
mutaci [117]. Dalsi rozsifenou founder mutaci je duplikace exonu 13, ktera byla poprvé
popséna u jedné portugalské a tfech americkych rodin [118], ale je Casta 1 v Australii
a dal$ich evropskych i1 americkych oblastech [119]. Pavod ma4 tato alterace pravdépodobné
vseverni Anglii [119]. Vysoké zastoupeni rozsahlych piestaveb genu BRCAL bylo
prokazano také v Italii, kde pfedstavovaly 19% vSech detekovanych BRCA1 mutaci [120].
Rozsahlé prestavby genu BRCAL naopak hraji malou roli u pacientek v Jizni Africe [108]
a u Zidd také dosud nebyly detekovany Zadné prestavby ani v jednom z genti BRCA1/2
[121]. Prestavby genu BRCA2 nebyly dosud detekovany v fadé populaci [108,122,123,124]
a v nékterych geografickych lokalitdch se vyskytuji pouze ziidka [113,115,125,126].
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V nedavném ptehledu jsou shrnuty udaje o 81 riznych, dosud popsanych,
ptrestavbach v genu BRCA1 a 17 v genu BRCA2 [108]. VétSinu rozséhlych piestaveb genu
BRCAL predstavuji delece; mén¢ se vyskytuji duplikace a komplexni ptrestavby zahrnujici
jak deleci tak inzerci; inzerce, podobné jako triplikace, byla popsdna jedinad. Alterace
postihovaly vSechny exony genu BRCA1, zatimco zadné prestavby nezasahovaly posledni
exony genu BRCA2. Genomové piestavby zasahovaly oblasti o velikosti stovek bazi az po
desitky kilobazi. Nadpolovi¢ni vétSina alteraci v genu BRCAL (56%) i BRCA2 (71%) byla
spojena s posunem ¢teciho ramce a vedla k pfedCasnému ukonceni translace a zkraceni

proteinového produktu [108].

3.2 Metody detekce rozsahlych prestaveb

Pro detekci deleci ¢i duplikaci oblasti zahrnujicich stovky az desitky tisic bazi nebo

celé geny byla vyvinuta fada metod.

Prvni prestavby v genu BRCAL byly detekovany v roce 1997 [97,107,127] pomoci
metod z konce minulého stoleti. Southerntiv blotting se Casto kombinoval s technikami
zalozenymi na analyze RNA (respektive c¢cDNA) a PTT (protein-truncation test)
[97,107,116,127,128,129,130,131,132]. Gad a spol. detekoval rozsahlé piestavby pomoci
metody barveni oblasti BRCALl a sledovani barevného kodu [114]. Nevyhodou
Southernova blottingu byla ¢asova naro¢nost a pracnost analyzy vyZzadujici velké mnoZstvi
kvalitniho genetického materidlu. Analyzy provadéné na urovni cDNA jsou spolehlivé,
avSak ziskéani kvalitni RNA muizZe byt nékdy obtizné. Vysledek analyzy cDNA muzZe byt
navic ovlivnén degradaci aberantni mRNA - tzv. nonsense mediated decay [133]. Presto
byly analyzami cDNA odhaleny nckteré rozahlé genomové piestavby [71,105].
Alternativou zminénych technik pro rutinni pouZziti méla byt metoda umoZiujici urcit pocet
kopii genovych usekdl, zalozena na kvantitativni PCR v realném case (real-time PCR-based

gene dosage assay), ktera se vSak neprosadila [134].

Pozd¢ji nastoupily vysoce kapacitni metody zalozené na detekci poctu kopii
sledovanych oblasti ve vzorku genomové DNA. V bieznu roku 2002 byla detekce
prestaveb v genu BRCAL provadéna pomoci multiplexni PCR kratkych fluorescen¢né
znacenych fragmentli pokryvajici pfisluSnou oblast [135], avSak zdhy byla nizozemskou

skupinou navrzena pro detekci genomovych deleci a duplikaci metoda MLPA (Multiplex
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Ligation-dependent Probe Amplification; viz. kapitola 3.2.1, str. 25) [136]. Metoda byla
pouzita i pro detekci a charakterizaci prestaveb v genu BRCAL [117]. Ve stejné dobé bylo
v praci Frolova a spol. [137] poprvé popsano uspé$né vyuziti DNA ¢ipu pro detekci
velkych pfestaveb u ovaridlnich karcinomti. Tento ¢ip obsahoval 30 raznych spotl
predstavujicich jednotlivé amplifikované exonové oblasti genu BRCA1 o velikosti 210-560
nukleotidii (pro nejdelsi exon 11 bylo nasyntetizovano 9 specifickych useki), ke kterym
hybridizovaly testovana a kontrolni DNA odlisSn¢ fluorescencné znacené. Z poméra
intenzit fluorescence 1ze odhadnout ztratu nebo zisk poctu kopii jednotlivych detekovanych
oblasti. Dalsi modifikace této metody vedla k navrzeni oligonukleotidové aCGH
(oligonucleotide array-based comparative genomic hybridization), tedy komparativni
genomoveé hybridizace, pii které jsou testovana a kontrolni DNA hybridizovany
Kk oligonukleotidovym sondam umisténym na sklicku [138]. Alternativnim piistupem pro
piesnéjsi ohraniCeni rozsahlé alterace je pouziti mikrocipové SNP (Single nucleotide

polymorphisms) analyzy [139].

Dalsi hybridizaéni metodou vhodnou pro studium genomovych deleci, amplifikaci ¢i
presuni je FISH (Fluorescent in situ Hybridization) v riznych modifikacich, jejiz
nevyhoda vsak tkvi v ¢asové naro¢nosti analyzy a v nizkém rozliseni. Touto metodou neni

mozné detekovat alterace zahrnujici desitky ¢i stovky bazi [140,141].

Jednoznacné nejvyuzivanéj$i metodou pro screening rozsdhlych genovych deleci

a duplikaci je MLPA analyza, jejiz pouziti se dostalo 1 do diagnostické praxe.

3.2.1 MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

MLPA analyza (www.mrc-holland.com) je relativné nova technicky nenaro¢na
metoda, kterd naSla svoje uplatnéni v klinické diagnostice. Je zaloZena na relativni
kvantifikaci poctu kopii amplifikovanych fragmentt, které odpovidaji jednotlivym
exonim. Proto se MLPA vyuZzivd pfedevS§im k prikazu deleci ¢i duplikaci ¢asti nebo
celého testovaného genu. Tyto rozsdhlé delece ¢i duplikace jsou tézko detekovatelné
standardné pouzivanymi PCR metodami, protoze deletovana ¢i duplikovana oblast mize
pfesahovat priméry ohranieny amplifikovany fragment a dojde pak k namnoZeni pouze
normdlni alely. V jedné reakéni smési je mozné sledovat aberace az u 50 testovanych

usekd.
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Metoda (Obr. 7) je zalozena na hybridizaci sond k cilovym sekvencim, kterymi jsou
Casto exony analyzovaného genu. Ke kazdé cilové sekvenci hybridizuji dvé bezprostfedné
sousedici sondy, jejichz nasledna ligace je podminkou pro amplifikaci. Amplifikace
ligovanych sond (nikoli cilové sekvence) probiha po jejich denaturaci. Pro amplifikaci je
zapotiebi, oproti klasick¢é multiplexni PCR, jeden par primérti, protoze konce sond
obsahuji univerzalni sekvence pro nasedani primért. Na jedné sondé je prodluzovaci
sekvence, ktera zajisti rizné dlouhé PCR produkty cilovych sekvenci. Kazdéa zligovana
sonda ma jedinecnou délku a PCR produkty (od 130 do 480 nukleotidii) mohou byt
rozdéleny kapildrni elektroforézou. Porovnanim elektroforeogramil, respektive zméfenim
plochy nebo vysky jednotlivych vrcholi a vypoctu relativniho mnozstvi kazdé sondy
(odpovidajicich stejné cilové sekvenci ve vzorcich) mohou byt odhaleny cilové sekvence
s odliSnym poctem kopii v genomové DNA. Z laboratornitho vybaveni je nutny pouze
termocyklér s vyhfivanym vikem a geneticky analyzéator pro provedeni fragmentacni
analyzy. Dal$i nespornou vyhodou MLPA analyzy je minimalni mnozstvi analyzované

DNA (20 ng).

Nicméné MLPA analyza nepodéava informaci o lokalizaci bodli zlomu, a proto se
zacaly vyuzivat oligonukleotidové mikroCipy pro komparativni genomovou hybridizaci
(@CGH; str. 28), které s vysokym rozliSenim piesnéji ur¢i hranice deletovanych C¢i
duplikovanych oblasti. Vyhodou MLPA je vSak nizka cena; metoda rovn€Z umoznila

rychlou molekularni analyzu v predisponovanych rodinéch.
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MLPA

SONDA: X XaY jsousekvence
pro hybridizaci PCR primer(
5 Y I VloZena sekvence
; (rGzna délka pro jednotlivé proby)
'\ Hybridizaéni sekvence /

specifické k cilovému mistu

1. DENATURACE DNA A MULTIPLEXNi HYBRIDIZACE SOND

NN

3 cilové misto A 5 3 cilové misto B 5’
Dvé ¢asti sondy hybridizuji k cilové
2. LIGACE @ sekvenci tésné vedle sebe.
5’ : f 5': f
3 5 3 5

Ligace s termostabilni ligazou
ﬂ Zligované sondy specifické pro jednotlivé cilové oblasti

maji maji rizné délky.

3. PCR S UNIVERZALNIM PAREM PRIMERU PRO SEKVENCE Xa Y

5 Y X 3 Zligované sondy jsou
5 Y X 3 amplifikovany pomoci PCR.
5 Y X 3

Amplifikované produkty jsou separovany elektroforeticky.
Porovnani s kontrolnim DNA vzorkem odrazi relativni

4. FRAGMENTACNI ANALYZA
pocet kopii cilové sekvence.

delece
ex 13

H MHA il TINGRINITEI

Pl X

Obrazek 7: Princip MLPA analyzy. (Pfevzato z [136])
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3.2.2 Oligonukleotidova aCGH (Oligonucleotide array-based Comparative Genomic
Hybridization)

Oligonukleotidové array komparativni genomova hybridizace je robustni, relativné
nova metoda, kterd umoziuje sledovat zmény poctu kopii jednotlivych oblasti testované
DNA na zaklad¢ srovnani s kontrolnim vzorkem DNA. Metoda je zalozena na hybridizaci
mezi oligonukleotidovymi sondami nasyntetizovanymi na sklicku (mikrocipu)
a ekvimolarni smési rizn¢ fluorescencné znacené kontrolni a testované genomové DNA.
Oligonukleotidové proby Ize in silico navrhnout a validovat pro jakoukoli studovanou
oblast genomu. Pripravé mikrocipt s oligonukleotidovymi sondami, které by byly vhodné
pro hybridizaci s celou genomovou DNA se poprvé zabyval Barett a spol. [142]. Vysledky
jeho prace vedly k vytvoreni oligonukleotidovych ¢ipti, na kterych bylo mozné detekovat
amplifikace a delece genomovych oblasti mensich nez 100 kb. Krom¢ vysokého rozliseni

je dalsi vyhodou malé mnozstvi DNA (~1pug) potiebné pro hybridizaci.

V soucasné dobé¢ jsou oligonukleotidové ¢ipy komeréné dostupné od nekolika firem,
(napf. Nimblegen a Agilent Technologies). Jsou k dispozici oligonukleotidové mikro€ipy
pro riizné specifickd vyuziti. Pro vySetfeni genomové DNA jsou nabizeny Cipy specifické
pro jeden chromozdém nebo pro vice testovanych lokust z riznych chromozému dle potieb
zakaznika, nebo Cipy celogenomové. RozliSovaci schopnosti genomové array CGH zavisi
na hustoté oligonukleotidovych sond. Pfi vysoké hustoté sond byla mista zlomu pfi deleci
¢i duplikaci DNA urcena s presnosti na desitky nukleotid. Pro Gspésné pokryti celého
genomu muze byt dnes na jedno sklicko nateckovano pres dva 2 milidny

oligonukleotidovych sond.

Danska skupina zabyvajici se detekci prestaveb v genech BRCAl a BRCA2
prezentovala vyuziti tzv. zoom-in aCGH, kde DNA ¢ip obsahoval oligonukleotidové sondy

mapujici vice gent najednou [126].

Technologie oligonukleotidové array CGH predstavuje diky moznosti rozsdhlého
skreeningu genomovych zmén a plné automatizace jeden z nejlepSich nastrojii genetického

studia na irovni DNA.
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4. Urceni pravdépodobnosti nosi¢stvi mutace v genech BRCAL/2

Byla vyvinuta fada pocitaCovych programt, které jsou zaméfeny na urceni rizika
vzniku karcinomu prsu; jiné hodnoti pravdépodobnost nosi¢stvi mutace v hlavnich
predispozi¢nich genech. Odhad rizika umoziuje rozhodnout, zda se ma pacient podrobit
genotypizaci ¢i nikoli; v klinické praxi pak slouzi pro individualni rozhodnuti o preventivni
péci (Cetnost mamografickych vysetfeni, chemoprevence nebo preventivni chirurgicky

zakrok).

Pro indikaci genetického vysSetfeni je vyznamny statisticky model vyuzivajici
algoritmus pro odhad pravdépodobnosti, se kterou dany jedinec nese zarodecnou mutaci
v genech BRCAl nebo BRCA2. V zahrani¢i je casto uzivany model BRCAPRO
(http://astor.som.jhmi.edu/BayesMendel/brcapro.html) vyvinuty v 90. letech v USA.
Vypocet pravdépodobnosti je zalozen na kombinovaném posouzeni rodinné zatéze
(ptipady karcinomu prsu, vcetné¢ karcinomu prsu u muze a ovaria v roding)
a individualnich anamnestickych dat (vek pfi stanoveni diagndzy, ptitomnost synchronniho

¢1 metachronniho bilateralniho karcinomu prsu, pfitomnost nadorové duplicity).

Pro vypocet pravdépodobnosti nosi¢stvi mutace v genech BRCAL/2 byla vyvinuta fada
dalSich programil V rozsahlé americké studii porovnavajici sedm nejcastéji pouZivanych
modelid byl upfednostnén Mendelovsky model BRCAPRO, jehoZ vysledky se ve vysokém
procentu shodovaly s vysledky genetického testovani [143]. Nedavné studie vSak ukazaly,
ze dochéazi k mirnému podhodnoceni pravdépodobnosti nosi¢stvi, které se neobjevilo pii

hodnoceni pravdépodobnosti klinickym genetikem podle rodinné historie [144].
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PRACOVNI HYPOTEZA A CILE STUDIE

Studium odpovédnych genti u hereditarniho karcinomu prsu bylo na UBEO zahajeno
v roce 1998. Podatilo se charakterizovat spektrum mutaci hlavnich predispozi¢nich genta
BRCAL/2 a vysvétlit jejich podil na vyvoji karcinomu prsu v nasi populaci. Byly uréeny
populacéné specifické mutace téchto genli a optimalizovana muta¢ni analyza. Kauzalni

mutaci gentt BRCAL/2 se vSak nepodatilo detekovat u vysokého procenta rizikovych rodin.

Rozsahlé delece a piestavby genu BRCAL u pacientek z vysoce rizikovych rodin byly
v Ceské republice poprvé popsany vroce 2007 [104]. RovnéZz studie nasi laboratofe,
vychazejici z analyzy RNA (resp. cDNA), naznacila v pilotni studii vyznam téchto alteraci
u dédi¢ného karcinomu prsu [105]. Gen ATM pak byl dalSim odpovédnym genem, jehoz
analyza byla provadéna u rizikovych pacienti a jehoz vyznam v tumorogenezi byl

studovan [86].

Cilem studie byla analyza rozsahlych genomovych piestaveb zasahujicich lokusy
BRCAL/2 u rizikovych pacientek s karcinomem prsu a ovaria pievazné z prazského
regionu. MLPA se jevila jako vhodné technika umoziujici retrospektivné analyzovat vice
nez 580 pacientek negativné testovanych na ptitomnost kratkych mutaci geni BRCAL/2.
Zamérem studie bylo mutace charakterizovat, ur¢it mista zlomd, eventudlné definovat
a rozsifeni jednotlivych genovych alteraci. Kone¢nym cilem pak bylo definovat kritéria pro

testovani rozsahlych piestaveb gentt BRCA1/2 v nasi populaci.

Ve skuping testovanych pacientek byla ddle vénovana pozornost analyze gent TP53
a CHEK2, které rovnéz patii k dilezitym kandidatnim gentim u hereditarniho karcinomu
prsu. U genu TP53, kde bylo popsano né¢kolik tisic patogennich mutaci, bylo cilem
analyzovat celou kodujici genovou oblast. Naopak u genu CHEK2 jsme se zaméfili na

detekci dvou nejcastéjsich alteraci (c.1100delC a rozsahlou deleci zasahujici exony 8-9).
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MATERIAL A METODY
1. Pacienti

Vybér pacientll pro genetické testovani byl udinén na Ustavu biologie a lékaiské
genetiky, na Onkologické klinice a na Gynekologicko-porodnické klinice, 1. lékaiské
fakulty, Univerzity Karlovy v Praze a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze v letech
2002-2009. Kritéria pro testovani genit BRCA1/2 sledovala smémice schvalené Ceskou
onkologickou spolecnosti a Spolecnosti I1¢kaiské genetiky a publikované v roce 2003
s aktualizaci vroce 2009 [145,146]. VSichni pacienti byli Ceské néarodnosti a jejich
prevazna cast pochdzela z Prahy a okoli. Skupina 740 pacientll byla nejdfive vysetfena na
ptitomnost bodovych mutaci a kratkych deleci ¢i inzerci gentt BRCAL/2, jak bylo popsano
[102], a pacienti s negativnim nalezem v kodujici genové oblasti (586 pacientl) byli dale
testovani na pritomnost rozsahlych deleci a prestaveb zasahujicich tyto geny a pozornost se
rovnéz zaméfila na analyzu dalich predispozi¢nich genti (TP53 a CHEK2). Skupina 586
negativné testovanych osob zahrnovala 276 pacientii z vysoce rizikovych rodin (jsou zde
oznacovany jako piipady familidrni/hereditarni) a 310 pacientli vybranych bez ohledu na
nepiitomnost hlaSeného nadorového onemocnéni v rodin€ (jsou oznacovany jako ptipady
nefamilidrni/sporadické). Prvni skupina spliiovala u ptibuznych prvniho a druhého stupné
nasledujici kritéria: (1) dva piipady (vCetné probanda) bud s karcinomem prsu
diagnostikovanym do 50 let a/nebo s karcinomem ovaria diagnostikovanym v jakémkoliv
véku, (2) alespon tfi ptipady (véetné probanda) s karcinomem prsu a/nebo ovaria
(bilateralni karcinom je bran jako dva nadory) v jakémkoliv véku. Celkem ve 186 rodinach
se vyskytl pouze karcinom prsu (HBC families — rodiny s hereditarnim syndromem
karcinomu prsu), v 80 rodinach byl zaznamenan vyskyt jak karcinomu prsu, tak karcinomu
ovaria (HBOC families — rodiny s hereditarnim syndromem karcinomu prsu a ovaria)
a v 10 rodinach pak byly zachyceny pouze piipady karcinomu ovaria (HOC families —
rodiny s hereditarnim syndromem karcinomu ovaria). Druha skupina zahrnovala pacientky
s karcinomem prsu do 35 let (147 ptipadi) nebo s karcinomem ovaria do 40 let (69
pfipadll), pacientky s bilateralnim karcinomem prsu (prvni diagnéza do 50 let; 29 piipadl),
pacientky s primarnim karcinom prsu a ovaria (19 pfipadi) nebo s medularnim ¢i
atypickym medularnim karcinomem prsu (20 ptipadil) a pfipady karcinomu prsu u muze
(17 ptipadt). Dale byly do souboru zahrnuty ptipady s tzv. receptorovou triple negativitou

(negativitou receptori ER, PR a HER2/neu — 9 ptipadu).
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Od vsech testovanych osob byl ziskan pisemny informovany souhlas s genetickym
vySetienim, ktery byl schvélen Etickou komisi 1. lékaiské fakulty Univerzity Karlovy

a VSeobecné fakultni nemocnice.

2. Izolace genetického materialu

Od kazdého pacienta bylo odebrano cca 10 ml periferni krve do zkumavek s EDTA

pro izolaci genetického materialu.

2.1 lzolace DNA z periferni krve

DNA byla izolovana pomoci Wizard Genomic DNA Purification System (Promega,

USA) podle instrukci vyrobce.

2.2 lzolace RNA z periferni krve

Vzorky Cerstvé nesrazlivé krve (3-5 ml) byly navrstveny na Histopaque 1070 (Sigma)
a lymfocyty byly oddéleny centrifugaci a promyty v chlazeném roztoku PBS. Celkova
bunéénda RNA  byla ziskdna  fenol-Chloroformovou  extrakci v pfitomnosti
guanidiniumthiokyanatu [147]. Pokud nebylo mozné provést izolaci RNA bezprosttedné
po odbéru krve, byl pouzit odbérovy systém PAX gene (Qiagen, SRN), ktery stabilizuje
RNA. Do stabiliza¢niho roztoku se odebiraji 2 ml krve a izolace RNA se dale provadéla

pomoci izola¢niho kitu dle ndvodu vyrobce.

2.3 Kontrola koncentrace a kvality izolovaného genetického materialu

Koncentrace a Cistota izolovaného genetického materidlu (DNA, RNA) byla
stanovena na zdklad¢ méfeni absorbance pii vinové délce 260 a 280 nm s korekci na 320

nm na spektrofotometru LAMBDA Bio (PerkinElmer, Massachusetts, USA), pozdé&ji na
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Nanodropu (Thermo Scientific, Massachusetts, USA ). Integrita ziskaného genetického
materialu byla ovétena elektroforézou (aparatura SubCell; BioRad, California, USA) na
1% agar6ézovém gelu (UltraPure Agarose, Gibco BRL) barveném etidiumbromidem
(Amresco, Ohio, USA) ve standardnim TBE pufru 60 min pti 75 V. DNA byla uchovavéana
v 1,5 ml zkumavkach pii 4°C a skladovdna pii —20°C, RNA byla uchovavana

Vv hlubokomrazicim boxu pii —80°C.

3. Priprava cDNA

Komplementarni DNA (cDNA) byla ziskdna reverzni transkripci ze vzorka celkové
bunécné RNA postupem podle vyrobce kitu (Roche, Molecular Biochemicals, Mannheim,
Germany). Stru¢ny postup: 1 ug RNA byl nejdiive inkubovan se 100 ng nahodnych
hexanukleotidovych primérd 10 min pfi 65°C. lhned po inkubaci byl vzorek rychle
zchlazen na ledu a nasledné byl ve 20 ul reak¢éni smési obsahujici 1x RT-pufr (Roche), 10
mM DTT, 1 mM dNTP’s a 20 U Expand RT-transkriptazy (Roche) inkubovana pii 30°C
10 min a pfi 42°C 45 min. Ziskand cDNA slouzila jako templat pro amplifikaci fragmenth
kédujicich oblasti genu TPS3.

4. Design priméra

Primérové pary pro amplifikaci byly voleny o délce cca 20 mukleotidi tak, aby mély
V paru pfiblizné shodné teploty tani. Pro pfiblizny vypocet Ty, oligonukleotidi byl pouzit
vztah:

Tm=4x(G+C)+2x(A+T)

Priméry  byly  navrzeny také  svyuzitim  softwaru = AnnHyb  v.4.936
(http://bioinformatics.org/annhyb), ve kterém byly optimalizovany 1 jejich dalsi
charakteristiky; napf. vyloueni vzdjemné komplementarity primér eliminuje

moznost tvorby jejich dimert.
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5.  Mutacéni analyza genu TP53

Jako geneticky material byla pouzita RNA, ktera byla reverzni transkripci piepsana
do cDNA; pokud jsme nem¢li k dispozici vhodny vzorek RNA, byly jednotlivé exonové
oblasti amplifikovany z genomové DNA. Cela kodujici genova oblast byla analyzovana

sekvenovanim produktti amplifikace PCR.

5.1 Amplifikace genu TP53

Kodujici sekvence genu TP53 byla z cDNA amplifikovana v jednom 1333 bp
dlouhém fragmentu. V piipadé DNA analyzy bylo amplifikovano 10 kodujicich exonti

genu TP53 (exony 2-11) a sousedici intronové oblasti.

Amplifikace fragmentu z cDNA probihala v 10 ul reakéni smési, ktera obsahovala
1x PCR pufr, 2 mM MgCl,, 0,4 U FastStart Taq DNA polymerazy (Roche), 1 mM dNTPs
(Applied Biosystems), 0,4 uM obou primérd a 1 pul cDNA. Reakce probihala za
nasledujicich podminek: 95°C_5 min, 35 cykli (95°C 30 s, 60°C 30 s, 72°C 1 min 30 s)
a zévérecnad elongace 72°C 10 min. Priméry pouzité k amplifikaci fragmentu, ktery

zahrnuje vétSinu kodujici sekvence cDNA jsou v tabulce 5.

Amplifikace fragmenti genomové DNA probihala ve shodné reakéni smési, ktera

.....

min, po niz nasledovalo 40 cykla (95°C 30 s, Tay 30 s, 72°C 50 s) a zavérecna elongace
10 min pii 72°C. Priméry a podminky amplifikace jednotlivych fragmenti genu TP53
ukazuje tabulka 6.

Tabulka 5: Priméry pouzité pro amplifikaci kddujici oblasti genu TP53.

Fragment Primér Sekvence priméru Délka

(poloha v cDNA) 5 -3 fragmentu (bp)
1 RPO1f GACACGCTTCCCTGGATTGGC 1333
(1-48_1182+106) ~ RPO8r CGCACACCTATTGCAAGCAAGG

poloha priméru
(670-690)
poloha priméru
(563-583)

SQ:RP04r GGTACAGTCAGAGCCAACCTC

SQ:RP05f TGGCCCCTCCTCAGCATCTTA

Pozice v cDNA je oznacena podle referencni sekvence GenBank NM_000546, +1 odpovida A
v iniciaCnim kodonu ATG (exon 2). SQ:RP05f a SQ:RP04r jsou sekvenacni priméry (f- forvard, r-
reverse).
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Tabulka 6: Priméry pouzité pro amplifikaci genu TP53 z genomové DNA.

Fragment Pary Sekvence priméru Tan  Délka fragmentu (bp)
(poloha v gDNA)  Priméra RY [°C]

fr1 (exon2a 3) p40f CCAGGTGACCCAGGGTTG

(11632-12030) p41r/lSQ CGTTCCCCCTGACATCTACC %8 39
fr 2 (exon 4) pd2f ACCTGGTCCTCTGACTGCTC 58 363
(11984-12346) p43r/SQ CGGTCCGTAACTTCAGAGTA

fr3(exon5a6)  pd4filSQ CCGTGTTCCAGTTGCTTTAT 58 488
(12984-13471) p45r AATTGGGGAGGAGGGTCT

fr 4 (exon 7) p46f TGCTTGCCACAGGTCTCC 58 301
(13939-14239) p47r/ISQ  GGCCTTTACACTACTCTCCA

fr5(exon8a9)  p48fiSQ TTCCTTACTGCCTCTTGCTT P
(14411-14821) p49r/SQ TCTTTTGCCGTAAAACTCAC

fr 6 (exon 10) p50A CTCAGGTACTGTGAATATAC 55 21
(17523-17740) p51r/SQ  GATACCGAAAGGTTGGATCCT

fr 7 (exon 11) p52f TCATCTCTCCTCCCTGCTTC 58 209

(18567-18865) p53rISQ  GTGTTGTTTTGTGGTCACG

"Usek amplifikované genomové sekvence. Cislovani vychazi z genomové sekvence GenBank X54156.
Primér, ktery byl pouzit k sekvenovani je oznacen /SQ; (f — forwad, r — reverse); T,, — anelacni teplota.

6. Mutacni analyza genu CHEK2

V genu CHEK?2 jsme se soustiedili na nej¢astéji analyzovanou mutaci ¢.1100delC a na
5395 bp dlouhou deleci zahrnujici exony 8 a 9, ktera byla neddvno prokazana v nasi
populaci. Mutace byly detekovany pomoci MLPA analyzy (kit P045) a pifi pozitivhim

vysledku byly ovéfeny z genomové DNA pomoci PCR a sekvenovani.

6.1 Detekce mutace ¢.1100delC - amplifikace specifického fragmentu
DNA

Detekce delece ¢.1100delC genu CHEK2 se provadi pomoci dvoustupnové
amplifikace (nested-PCR), ktera umoznuje ziskat specificky genovy fragment vhodny
k naslednému sekvenovani (pfi jednostupniové amplifikaci je specifickd sekvence
kontaminovéana fragmenty pseudogenii) [148]. Priméry pouzité pro prvni a druhy stupen

amplifikace jsou uvedeny v tabulce 7.

Amplifikace fragmentu o 9194 bp v prvnim stupni byla provedena pomoci long-
range PCR (LR-PCR) s pouzitim Expand Long Template PCR (Roche) podle protokolu
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vyrobce. 15 upl reacni smés obsahovala 1x PCR pufr, 0,4 uM priméry (CHK27f
a CHK29r), 1,12 U polymerazové smési (Expand Long Template Enzyme mix a 100 ng
DNA. Nasledovala inkubace v termocykléru za podminek: 94°C 2 min, 10 cykli
(94°C 10s, 61°C 30s, 68°C 7 min) a 21 cykli (94°C _15s, 61°C 30s, 68°C_7 min)
a zavérecna elongace 68°C 7 min.

Druhy stupenn amplifikace probihal v 15 ul reakéni smési, ktera obsahovala 1x PCR
pufr, 0,7 U FastStart Taq DNA polymerazy (Roche), 0,2 mM dNTPs, 0,4 uM priméry
CHEKO5f a CHEKO4r a 1 pl produktu prvni amplifikace. Reakce probihala za
nasledujicich podminek: 95°C 5 min a 35 cykla (95°C 30 s, 53°C 30 s, 72°C 50 s)

a zavérecna elongace 72°C 7 min.

Tabulka 7: Priméry pouzité pro detekci mutace ¢.1100delC genu CHEK2 pomoci nested-PCR.

Fragment Pary Sekvence priméru Tan Délka

(poloha v DNA) primérd 53 [°C] fragmentu (bp)
1.PCR CH27f TCTCAAGAAGAGGACTGTCTT

(exon 9 — intron 14) 61 91%4
(44908_54101) CHK29r GCACAAAGCCCAGGTTCCATC

2.PCR CHEKO5f  TGGCAAGTTCAACATTATTCCC

(intron 9 — 10) 53 264
(45922_46185) CHEKO04r/SQ ATTTGTGACTTCATCTAATCACCTCC

'"Usek amplifikované genomové sekvence. Cislovani vychazi z genomové sekvence GenBank
NG_011520.12 complement (8474298..8528391). Primér, ktery byl pouZit k sekvenovani je
oznalen /SQ; (f — forwad, r — reverse); T,, — anelacni teplota.

6.2 Detekce delece exonu 8-9

Pro ovéfeni rozsahlé delece (del 5395) byla pouzita PCR reakce se tfemi priméry
(Tab. 8). Dva priméry ohranicujici deletovanou oblast CHKO8f a CHKO9r amplifikuji
Vv piipad€ deletované alely 1325 bp dlouhy fragment a priméry CHKO8f a CHK10r (je
Vv oblasti, ktera chybi v ptipad¢ delece) amplifikuji oblast pouze ze zdravé alely o délce

1195 bp.

Amplifikace probihala v 15 ul reakéni smési, kterd obsahovala 1x PCR pufr, 2 mM
MgCly, 0,7 U FastStart Taq DNA polymerazy, 0,2 mM dNTPs, 0,4 uM priméry a 100 ng
DNA. Reakce probihala za nasledujicich podminek: 95°C 5 min a 30 cykla (95°C 30 s,

55°C 30 s, 72°C 1 min 30 s) a zavérecna elongace 72°C_10 min. Vizualizace fragmenti
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byla provedena rozd€lenim na 1% agarosové elektroforéze a obarvenim

ethidiumbromidem. Pfitomnost deletované alely byla ovéfena sekvenovanim.

Tabulka 8: Priméry pouzité pro ovéfeni delece 5395 bp genu CHEK2.

Fragment Priméry Sekvence priméru Tan Délka
(poloha v DNA) 5,3 [°C] fragmentu (bp)

(intron 7 —intron 9)  CHEKO8f CTGTAGAACCACTATTTACATAAC 55 1335 (mut
(38911_45639) CHEK09r/SQ AGTGTCTCAAACTTGGCTGCG (mut)
(intron 7) CHEKOSf ~ CTGTAGAACCACTATTTACATAAC o o0 (i

(38911_40110)  CHEK10r CAAGACACTGAAAGATACTC )

Cislovani v genomové DNA vychazi z genomové sekvence GenBank NG_011520.12 complement
(8474298..8528391). Primeér, ktery byl pouzit k sekvenovani je oznagen /SQ; (f — forwad, r —
reverse); T,, — anelacni teplota.

7. Automatické sekvenovani

6 ul alikvoty PCR reakci byly pied sekvenovanim zbaveny oligonukleotidi
a deoxyribonukleosidfosfati inkubaci 15 min pti 37°C s 0,8 pul enzymové smési EXOSAP-
IT (USB Corp., Cleveland, USA). Po nasledné 15 min inkubaci pfi 80°C vedouci
Kk inaktivaci enzymu byly reak¢éni smési doplnény o sekvenacni primér — 0,2 ul 40 uM
roztoku —a 2 ul smési BigDye v.3.1 (Applied Biosystems) obsahujici v§echny komponenty
nezbytné pro sekvenaéni reakci (véetné fluorescencné znacenych ddNTPs). Podminky

sekvenacni reakce byly: 95°C 2 min a 20 cykll (95°C_5's, 60°C _10's, 72°C_4 min).

Produkty sekvenacni reakce byly po pifidani 1,3 ul 3 M Na-acetatu, 1,3 ul 0,125 M
EDTA, pH 8,0 a 30 ul 99,9% etanolu precipitovany 10 minut pii pokojové teploté
a centrifugovany 20 min pii 14 000 rpm a pii 4°C. Supernatant byl odsat a precipitat
oplachnut 60 ul 70% etanolu; nasledna centrifugace probehla za stejnych podminek. Po
odstranéni supernatantu byl precipitat inkubovan v otevienych zkumavkach Smin pii 90°C
a 15min pfi pokojové teploté. Precipitovand DNA zbavend ethanolu byla rozpuSténa
v HiDi formamidu, denaturovdana 4 min pifi 95°C a ihned ochlazena na 4°C. Takto
pfipravené vzorky byly analyzovany v automatickém sekvendtoru ABI Prism 3130
(Applied Biosystems) v 36 cm kapilaie na polymeru POP-7 za denaturujicich podminek
a vysledky analyzy byly zpracovany pomoci programu Sequencing Analysis v.2.5.5
(Applied Biosystems).
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8. Vypocet pravdépodobnosti nosi¢stvi mutace

U vsech analyzovanych vzorkl byla pomoci Mendelovského modelu BRCAPRO
s vypocetnim programem CancerGene Vv.5.0 (University of Texax Southwestern Medical
Center; http://www4.utsouthwestern.edu/breasthealth/cagene) spoctena pravdépodobnost
nosiéstvi mutace v genech BRCA1 a BRCA2. Vypocet umoznil retrospektivné porovnat

cetnost nalezenych mutaci s o¢ekévanou frekvenci jejich vyskytu.

9. MLPA analyza (Multiplex ligation-dependent probe amplification)

MLPA analyza byla testovana na genu DPYD (OMIM 612779), ktery zaujima na
kratkém raménku chromozému 1 (1p22) oblast ¢itajici témetr 900 kilobazi [149]. Jeho 23
exonl koéduje enzym dihydropyrimidindehydrogenasu, ktery je hlavnim ucastnikem pfi
degradaci uracilu a thyminu a uplatiuje se i pfi pfeméné 5-fluorouracilu, ktery patii mezi
nejcastéjs$i chemoterapeutika uzivand pro 1écbu Sirokého spektra nddorovych onemocnéni.
Mutace tohoto genu mohou enzym inaktivovat, coz vede u pacienta k vyvinuti toxické
reakce na podavané chemoterapeutikum. VEtSinu genovych alteraci predstavuji bodové
mutace. Neddvno vSak byla charakterizovana fragilni genomovéava oblast FRAIE
zasahujici ptes 370 kb genu DPYD, kterd je nachylnd ke zlomim béhem replikace

a genova instabilita mize vést ke genovym piestavbam [150].

DNA vzorky pacientii, ktefi vyvinuli toxicitu pii 1€¢bé fluoropyrimidiny, jsme na
pritomnost rozsahlych deleci v genu DPYD testovali pomoci MLPA analyzy (SALSA
MLPA kit P103; MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands) [151]. Vysledky analyzy se
jevily jako dobfte reprodukovatelné a metoda byla nasledné dale vyuzita i pro screening
velkych deleci ¢i duplikaci v genech BRCAL (SALSA MLPA kit PO02B a konfirmaéni kit
P087) a BRCA2 (kit P045). Analyza vyuzivajici MLPA kit P045 byla dale pouzita pro
detekci dvou Vv nasi populaci patrné nejcastéjsich alteraci genu CHEK2 (delece zasahujici

exony 8 a 9 a posunova mutace c.1100delC).

MLPA analyza je zaloZena na principu multiplexni PCR a umoZznuje relativni
kvantifikaci jednotlivych exonii. Analyza probéhla dle instrukci vyrobce (www.MRC-
holland.com) v reakénich smésich o polovi¢nim objemu a amplifikované produkty byly

separovany v genetickém analyzatoru ABI Prism 3130 (Applied Biosystems). Vysledny
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elektroforeogram, s vrcholy odpovidajicimi amplifikovanym exonovym nebo kontrolnim
fragmentim byl vyhodnocen jednak vizudlné, porovnanim vySek vrcholi jednotlivych
elektroforeogramii a jednak porovnénim relativnich ploch pod kiivkou v doporuc¢eném
vypocetnim programu Coffalyser v.8 (http://www.mlpa.com/coffalyser). Vzorky,
obsahujici exony snizené oproti referenénim hodnotam o vice nez 30% byly opétovné
analyzovany (v pfipadé¢ genu BRCAL byl pouzit konfirmacni kit PO87). Pomér plochy
vrcholu odpovidajici ur€itému exonu vuci referenni hodnoté mensi nez 0,6 byl hodnocen
jako delece; za duplikaci byl povazovan pomér vétsi nez 1,4. U vzorku s jednoexonovou
deleci byla sekvenovanim vyloucena pfitomnost sekvencnich variant, které by mohly

ovliviovat hybridizaci oligonukleotidovych sond.

10. Oligonukleotidova aCGH (Oligonucleotide array-based CGH)

Pro lokalizaci bodl zlomu byla u rozsdhlych deleci ptfesahujicich hranice genu
BRCAL pouzita aCGH specificka pro chromozém 17 (Roche NimbleGen, Madison, USA).
Format chipu byl 385K; median vzdalenosti mezi oligonukleotidovymi sondami (50-ti az

75-ti mery) Cinila 160 bazi.

Testované vzorky i referenéni DNA (ekvimolarni smés vzorkt DNA izolovanych
od 100 ndhodnych dérct krve) byly fragmentovany sonifikaci (primérna délka fragmenti
byla cca 500-2000 nukleotidi) a dale se postupovalo podle protokolu vyrobce (Roche
NimbleGen). Ve zkratce: 1 ug analyzované DNA byl oznacen fluorescen¢ni barvou Cy3
a stejné mnozstvi referenéni DNA bylo oznaceno barvou CyS za pouziti kitu Dual-Color
DNA Labeling Kit (Roche NimbleGen). Oznacené vzorky DNA byly purifikovany,
smiseny (6 pug kazdé znacené DNA) a hybridizovany s oligonukleotidovymi probami na
¢ipu po dobu 18 hodin pii 42°C. Poté byly ¢ipy omyty sérii promyvacich roztokd. Po
usuSeni byla fluorescence na mikroCipu sniméana skenerem Innoscan 700 (INNOPSYS,
France) pii rozliseni 3 um. Vysledny obraz byl analyzovan za pouziti doporuceného
softwaru (Roche Nimblegen); fluorescencni signaly byly normalizovany algoritmem
gspline [152]. Analyza poctu kopii jednotlivych oligonukleotidovych oblasti byla
provedena algorytmem segMNT [153], ktery urCil oblasti se statisticky vyznamnou
zménou. Vysledky byly vizualizovany pouzitim softwaru SignalMap v.1.9.0.03 (Roche
NimbleGen).

39



11. Identifikace a charakterizace rozsahlych prestaveb

Rozsahlé genové delece nebo prestavby detekované MLPA analyzou byly potvrzeny
a presné charakterizovany na zéklad¢ urceni bodii zlomu na urovni genomové DNA. Ve
dvou pfipadech (delece exonu 1-17 a 21-24), kdy delece vyrazné ptesahovaly hranice
genu, bylo nutné zlomy nejprve piiblizné¢ lokalizovat pomoci aCGH specifické pro
chromosom 17; v ostatnich pfipadech se podafilo amplifikovat genové fragmenty
pfiméfené délky obsahujici deletovanou oblast. Naslednd sekvenacni analyza
amplifikovanych fragmenti pak umoznila pfesné ohraniCeni deletované c¢asti genu. Pro
amplifikaci useku genu zahrnujiciho deletovanou oblast se osvédcil kit Expand Long
Template PCR VSechny (Roche Applied Science). Amplifikace byly provedeny v 10 pl
reacnich smésich, které obsahovaly 1x PCR puft, 1,4 mM dNTPs, 0,4 uM priméry, 0,75 U
polymerdzové smési (Expand Long Template Enzyme mix) a 100 ng DNA. Inkubace
Vv termocykléru probéhla za podminek: 92°C 2 min a 10 cykla (92°C 10 s, Ta,_30 s,
68°C 3 min) a 25 cykli (92°C 15 s, Tay 30 s, 68°C_3 min + 10 s/cyklus) a zavérecna
elongace 68°C 7min. Krat$i fragmenty (do 1,5 kb) byly amplifikovany s FastStart Taq
DNA polymerazou (Roche) za nasledujicich podminek: 95°C 3 min a 30 cykla
(95°C _30s, Tan_30s, 72°C_ 30 s az 1min pro fragmenty do 500 resp. 1000 bp).

Priméry ohraniCujici deletovanou oblast genu byly umistény do sousednich
nedeletovanych exonovych sekvenci, pokud nebyly oddéleny pfili§ dlouhymi intronovymi
useky. Pokud se jednalo o diive popsanou alteraci (delece exond 1-2, 5-14 nebo 21-22),
pak jsme pouzili publikované priméry [104,105,123], pfipadné byly navrzeny priméry
nové (v piipad¢ delece exont 21-22 — viz. Tab.9). Priméry pouzité pro amplifikace a pro
sekvenovani jsou prezentovany v tabulce 9. Amplifikované PCR fragmenty byly rozdéleny
elektroforeticky v agarosovém gelu a po obarveni ethidium bromidem vizualizovany pod
UV zafenim. Za podminek PCR reakce byly amplifikovany pouze aberantni, zkracené
fragmenty. Amplifikace fragmentli plné délky vétSinou neni moZnd, protoZe delece
obvykle zahrnovaly desitky tisic nukleotidi. 2 ul alikvoty reakénich smési obsahujici
deletované fragmenty byly zbaveny oligonukleotidi inkubaci s 0,8 pl EX0SAP-IT.
Sekvenacni reakce pak byly doplnény vhodnymi sekvenacnimi priméry — 0,2 ul 40 uM
roztoku — a 2 pl smési BigDye v.3.1.
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Tabulka 9: Priméry pouzité pro LR-PCR a pro sekvenovani fragmentl nesoucich deleci.

Postizené Priméry Sekvence priméru Tan  Lokalizace fragentu* Reference

exony 53 [°C] délka fragmentu (bp)

Aex1-2  flchr17/5/SQ ACCTAAAATTCCTTCTGCTGGAC 55 a197249-235352 [123]
rai CAAAGAACGACTAACCTGGCA 1170

Aex 117 fichr17/4 /SQ TATCCCAGTGACTTTCCAGC 58 a208205-290011 ové
r17i/2 TGAGAGGGATGGGAGAATAC 1311

Aex 5-10 f4i/3 AGGCAGTCATGCATTAGTTTG 57 b17563-33895 ové
BR11R6/SQ CCGTCTCAGAAAATTCACAAG 781+35

Aex 5-14  f4i/1 CCTTACCTACCTACATTCAC 54 b 19244-54463 [104]
r15i/1 CTTTATGTAGGATTCAGAGTA 3637
SQ: r14i2 GAATCATCCCTATTGCCTGCC

Aex 13-19 f12i/4/SQ  ACCAGTTTATGCTCTTCCAG 57 b41617-67533 V4
r19i/c GCCTATAAGATGCATTCCCT 716

Aex 18-22 17F1 GCTCGTGTACAAGTTTGCCAGA 63 b6140-81093 VA
23R2 ATGGAAGCCATTGTCCTCTGTC 3738
SQ: f17i/3  AGGGTAGTGTTCATTGGAGC

Aex 21-22 f20i/k TCAGAGGAGACAAGGAGCATG 64 b71596-81093 [104,105]
23R2/SQ ATGGAAGCCATTGTCCTCTGTC 216+236 ’

Aex 21-24 20i/j/SQ TTATCTCATAACTAGGCATCC 58 b75369-101263 ova
r24i/j 1SQ TTCCTGAAAGTCCTCAGAGC 256+3

dup13  dupi3F GATTATTTCCCCCCAGGCTAC b50054-45092 (18]
dup13R AGATCATTAGCAAGGACCTGTG 1123

*Cislovani vychazi se sekvence (a) NC_000017.9 complement (38300000..38760000) (b) L78833. SQ: - je oznaleni pro
sekvenacni primery (SQ: nazev primeru) nebo pro primery, které slouzily zarovef pro LR-PCR i sekvenacni reakci (nazev
priméru /SQ), f (F) — forwad, r (R) — reverse. Priméry syntetizovala firma Generi Biotech, Hradec Kralové, CR; Tan —anelaéni

teplota.

12. Nazvoslovi mutaci

Pojmenovani mutaci vychazi z doporuceného systému nazvoslovi, které vydala
spole¢nost Human Genome Variation Society (HGVS) [154]. Referenéni sekvence pro
pojmenovani mutaci jsou kdispozici v databazi GenBank (National Center for
Biotechnology Informations, USA,; http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Je-li templatem cDNA,
sekvenci pro kompletni cDNA daného genu. Cislovani cDNA pro gen TP53 je zaloZeno na
referencni sekvenci GenBank NM_ 000546, genomova DNA vychdzi z referen¢ni sekvence
GenBank X54156. Referen¢ni sekvence pouzité pro popis mutaci genu CHEK2 byly
pouzity referencni sekvence pro genomovou DNA GenBank NG 011520.12 complement
(8474298..8528391) a pro kompletni kodujici sekvenci GenBank NM_007194.3).

K popisu rozsahlych deleci a pfestaveb je pro snaz$i orientaci a moznost srovnani
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S literaturou pouzita tradi¢ni nomenklatura podle referencni sekvence pro genomovou
DNA genu BRCA1 GenBank L78833; pro deleci exoni 1-17 and 1-2 byla pouzita
referencni sekvence GenBank NC 000017.9 complement (38300000..38760000).
Cislovani kodujici oblasti vychazi z referenéni sekvence pro BRCA1 mRNA GenBank
U33841. Pojmenovani podle celochromozového Ccislovani vychazi z projektu UCSC
Genome Browser on Human, NCBI Build 36.1, March 2006 assembly (hg 18;

http://genome.ucsc.edu).

13. Analyza BRCAL haplotypt

Pro urceni haplotypu jsme vyuzili analyzu mikrosatelitovych markerti zalozenou na
amplifikaci mikrosatelitovych oblasti pomoci PCR a nasledné fragmentacni analyze.
S pouzitim fluorescencné znacenych primért je tato metoda rychld a jednoducha na

obsluhu.

Jako mikrosatelity se oznacuji jedno- az Sestinukleotidové mnohonasobné¢ se
opakujici sekvence DNA. Frekvence vyskytu mikrosateliti v lidském genomu je vysoka,
primérné jedenkrat na 30 - 100 kb genomové DNA, a pro svou vysokou heterozygozitu

jsou vhodné pro haplotypovou analyzu [155].

Problémem analyzy mikrosatelitovych markerti jsou takzvané stinové produkty
(z anglického ,stutter nebo ,,shadow bands*), které vzniknou vétSinou béhem PCR
amplifikace [155]. Pfic¢inou jejich vzniku mtze byt nespravné ¢teni Taq polymerazy nebo
sekundarni struktury DNA [156]. U heterozygota pro danou oblast mouhou stinové pasy
jedné alely piekryvat pasy druhé alely, coZ mize znesnadnit analyzu. Tento fenomén je

vyznamy zejména u dlouhych dinukleotidovych repetic [156].

Delece exonti 1-17 a 5-14 byly detekovany jako Casté alterace genu BRCAL, které se
specificky vyskytuji v nasi populaci. Déale byla detekovana dvakrat delece exont 21-22.
Abychom zjistili, zda je pficinou pomérné vysoké Cetnosti téchto populacné specifickych
mutaci tzv. founder efekt, analyzovali jsme u vzorki DNA pacienti s delecemi
a kontrolnich vzorki DNA (8 pacientti s karcinomem prsu bez mutace genu BRCAL
(delece) a 20 ndhodnych darct krve) mikrosatelity, které se nachdzeji v blizkosti
deletované oblasti. Tti z markerti byly intragenové (D17S855, D17S1322, D17S1322)
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a dalsi dva (D17S1320 a D17S1325), lokalizované smérem k centromeie, resp. k teloméie,

nezasahovaly genovou oblast (Obrazek 8).

centromera telomera
+—— D17S1320 D175855 D17S1322 D1751323 D1781325 —
24 221 20 1918 17 16 15 14 13 12 11 109 8 765 3 21
BRCA1

Obrazek 8: Umisténi vySetfovanych mikrosatelitovych markertd vzhledem ke genu BRCAL (neni
dodrzeno méfitko).

Mikrosatelity byly amplifikovany v 10 ul rekénich smésich, kterd obsahovaly:
1x PCR pufr, 0,2 mM dNTPs, 0,8 uM priméry, 0,4 U FastStart Taq DNA polymerazy
(Roche) a 50-70 ng DNA. Reakce probihala za nasledujicich podminek: 95°C 6 min,
30 cykla (95°C 30 s, 58°C 30 s, 72°C 55 s) a zavérecna elongace 72°C 20 min. Priméry
ohranicujici jednotlivé oblasti a specifikace amlikont jsou uvedeny v tabulce 10. Sekvence
primérti byly prevzaty z Genome Database (http://www.gdb.org). Forward priméry byly na
5° konci fluorescenéné znafeny pomoci 6-FAM. Produkty amplifikace byly
elektroforeticky rozdéleny na 1,5% agarézovém gelu vizualizovany pomoci ethidium

bromidu.

Tabulka 10: Priméry pro amplifikaci mikrosatelitt a pfiblizna délka jednotlivych amplikon(.

TMarker Sekvence priméru Jednotka Primérna délka
(poloha v DNA) 53 repetice (bp) fragmentu (bp)
D17S855 (intron 20) GGATGGCCTTTTAGAAAGTGG 9 143
(75856-76010) ACACAGACTTGTCCTACTGCC

D17S1320 (~416 kb za ACTTTCCAGAAAATCTCTGCTC 9 180

3" koncem BRCAT) CCACGTCTTTTCTGTGTTCC

D17S1322 (intron 19) GCAGGAAGCAGGAATGGAAC 3 193
(69171-69293) TCGTTCTG TTGCCCAGGCTAG

D17S1323 (intron 12) TAGGAGATGGATTATTGGTG 9 150
(42552-42705) AAGCAACTTTGCAATGAGTG

D17S81325 (~360 kb pfed AAAGGTGGCAATTCACAGTTG 9 155

5" koncem BRCAT) GTGATAAAACTCAGTGGTACTC

"Usek amplifikované genomové sekvence. Cislovani vychazi z genomové sekvence GenBank
L78833.
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Fragmentacni analyza byla provedena v genetickém analyzatoru ABI Prism 3130
(Applied Biosystems). Ke kazdému vzorku byl pfidan fluorescencné znaceny velikostni
standard a velikost analyzovanych fragmentii byla softwarové dopocitana podle elu¢nich
cast vztazenych ke standardiim. PCR produkty byly 10x nafedény a 1 ul zfedéného
produktu byl smichan s 9 ul HiDi formamidu a 0,3 ul velikostniho standardu LIZ-600 Full
(Applied Biosystems). Smés byla denaturovana zahiatim na 95°C po dobu 4 min
a nasledn¢ byla okamzité¢ ochlazena na 3°C. Elektroforéza probihala za denaturujicich
podminek v 36 cm kapilare na polymeru POP-7. Analyza a vizualizace dat byly provedeny
S pouzitim programu GeneMapper Vv.4.0 (Applied Biosystems). Velikosti amplikoni

Z obou alel byly porovnany mezi sebou a vici kontrolnim vzorkam.
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VYSLEDKY

1. Charakteristika vySetfovaného souboru a frekvence vyskytu velkych
prestaveb genii BRCA1 a BRCA2

Ve skupiné 740 vysoce rizikovych pacientii byly nalezeny bodové mutace nebo
kratké delece ¢i inzerce v genu BRCAL v 15,7% ptipadt (116/740) a v genu BRCA2
Vv 5,1% piipada (38/740) (Tab. 2 a 3) [100]. Soubor 586 pacientli s negativnim muta¢nim
nalezem byl dale testovan na piitomnost rozsahlych deleci ¢i duplikaci v téchto genech
pomoci MLPA analyzy. Detekované ptestavby, delece ¢i duplikace a charakteristiky
jednotlivych rodin jsou shrnuty Vv tabulce 11 a vysledky byly publikovany [157].

V celé skupiné rizikovych pacientd se nepodafilo zachytit zadné piestavby v oblasti

genu BRCAZ2.

Naproti tomu rozsahlé genomové prestavby rizné délky (od méné nez 4 kb do vice
nez 80 kb) byly nalezeny v celém lokusu BRCAL. MLPA analyza odhalila 9 rtznych
alteraci u 16 (2,7%; 16/586) pacientt. Frekvence jejich vyskytu v celé vySetfované skupiné
740 testovanych osob (zahrnujici 154 pacientu s ostatnimi mutacemi gentit BRCAL/2) byla
2,2% (16/740).

Pét riznych alteraci (delece exona 1-17, 5-10, 13-19, 18-22 a 21-24) detekovanych
v osmi rodinach bylo novych (obrazek 9, tabulka 11). Dvé zachycené mutace (delece
exonil 1A aZ 2 a duplikace exonu 13) byly opakované prokazany v riznych populacich
[108,109]; dv¢ dalsi (delece exonti 5-14 a 21-22) pak byly jiz diive detekovany v Ceské
populaci [104,105].

Rozsahl¢ alterace byly vyznamné castéj$i ve skupiné pacientl s hereditarni
(familiarni) formou postizeni (14/276; 5,1%) ve srovnani se sporadickymi (nefamiliarnimi)
ptipady (2/310; 0,6%; P = 0,0008). Ve vysoce rizikovych rodinach byla jejich ¢etnost vyssi
mezi pacienty z rodin s vyskytem karcinomu prsu a ovaria nebo pouze karcinomu ovaria
(7/90; 7,8%) nez mezi pacienty z rodin pouze s vyskytem karcinomu prsu (7/186; 3,8%;
P =0,16) (Tab. 12). Mezi piipady s nefamilidrni formou onemocnéni byly zachyceny dvé
dlouhé delece; delece exonid 5-14 u pacientky smedularnim karcinomem prsu
diagnostikovanym ve véku 39 let a delece exonu 21-22 u pacientky s karcinomem prsu

zachycenym ve véku 36 let.
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Tabulka 11: Dédi¢né prestavby v genu BRCAL.

Genomové zlomy?,
Exony pojmenovani mutace dle gDNAb/c
pojmenovani mutace dle cDNA4

achr17: 38,525,493-38,562,426 Zadny transcript? YBRCA1/BRCA1 779 BC (58*); OC (51*, 47) - [36,113,158]
1A-2 9¢.1-32787_80+4067del36934
b g.197575_234508del36934

Predpokladany efekt . Pacient BC & OC v rodiné ¢ -
Rekombinace < s Jiné tumory Reference
mutace No (vék v dobé diagnézy)

a chr17:38,470,578-38,551,073 Ztrata ~90% kodujici  AluY/AluY 206  BC (28, 50, 50) Télo délozni (3x)  nova
gq7 4 c1-21434_5075-1084d6180496 sekvence 225 BC(27);OC (40) Tlusté stfevo,plice
1T b §.208928_289423del 80496 269 C (35, 36) -
416 BC(39.62*); OC (42, 64*) Lymfom
a chr17:38,501,028-38,516,581 p.Lys45Asn fsX4 AlUSX/AIY/Alub 1190 BC

50, 50); OC (46) nova
540 ¢ c.135-4505_670+361del15552ins35 i
¢ .17696_33247del 15552ins35

a chr17:38,480,980-38,512,561 p.Lysd5_Lys1495del  LINE/- 278 (40/41 63,69, 35/35)  Pankreas,d&loha [104,113]
5.qq °C135-485_4485-013del31583 453 BC(39 i
¢ §.21716_53298del31583 862  BC (44,48"); OC (60, 64*) Prostata
938 BC(32,7*?); OC (?*)

achr17:38,483,825-38,489,905 p.Val1454Glu fsX7 AluSx/ AluSx 1388  BC (59), OC (57) - [118]
13 9¢.4186-1787_4358-1669dup6081

¢g.44369_50449dup6081

achr17:38,467,226-38,492,424 p.GIn1396_Glu1731del -/AluSx 571 BC (56/56, 48, 44) - nova
13-19 9¢.4185+4062_5193+1650del25201

¢g.41850_67050del25201

achr17:38,454,318-38,470,629 p.Asp1692Gly fsX27  AluY/AluSx 897 BC (35, 64,7,7,7,7) - nova
18-22 9¢.5075-1135_5046+347del16316

©g.63647_79962del16316
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Tabulka 11: Dédi¢né prestavby v genu BRCAL.

Genomové zlomy?,

Exony pojmenovani mutace dle gDNAb/c ;ret(; Tzkladany efekt Rekombinace ziclent (B gk& %ggérgfimﬁg ) Jiné tumory Reference
pojmenovani mutace dle cDNA4 u vexv lagnozy
achr17:38,453,374-38,457,152 p.lle1760_Thr1802del  AluSx/Aludb 102 0C (36) - [104,105]
21-22 d¢.5278-492_5407-128del3779ins236 1293 BC (41,7,7) -
©g.77128_80906del3779ins236
a chr17:38,433,150-38,458,787 Zadny transcript? -/- 609 BC (38, ?,?) - nova
21-24 d¢.5278-2135_5592+18067del25639insTAG p.lle1760fs

©.75489_101127del25639 insTAG

a Referenéni sekvence pro chromozom 17 je z databaze UCSC genome browser, Mar 2006; ® Referenéni sekvence preklenujici analyzovany Usek: GenBank NC_00017.9 complement
(38300000..38760000); ¢ Referencni sekvence: GenBank L78833.1; d €islovani mutaci: +1 odpovida A z ATG iniciaéniho kodénu translace v referencni sekvenci U14680

BC (karcinom prsu), OC (karcinom ovaria) u probanda a u pfimych pfibuznych; vék v dobé diagnézy probanda je uvedeny tucné podtrzené; hvézdicka (*) oznacuje pacienta s BC i OC; vék v pfipadé
diagnozy bilateralniho karcinomu prsu je oddélen lomitkem (/); BC — karcinom prsu; OC — karcinom ovaria

Tabulka 12: Vyskyt mutaci a genomovych prestaveb v lokusech BRCA1/2 ve vztahu ke klasifikaci

pacientl a rodin.

Klasifikace Pocet Mutace Mutace Pftesttavby - Pfestta_\vby t\lr<t>diné<§hh
M1 ° 0 0, Vv testovanyc negativne testovanycn na

pripadu  BRCAT (%) BRCAZ (%) rodinach (32)) mugtace v BRCA1/2)(,%)

Hereditarni 389 81(20,8) 32 (8,2) 14 (3,6) 14/276 (5,1)

pfipady

HBC 238 32 (13,4) 20 (8,4) 7(2,9) 7/186 (3,8)

HBOC+ HOC 151 49 (32,5) 12 (7,9) 7 (4,6) 7/90 (7,8)

Sporadické 351 35(10,0) 6(1,7) 2(0,6) 2/310 (0,6)

pfipady

Celkem 740 116 (15,7) 38 (5,1) 16 (2,2) 16/586 (2,7)

HBC (hereditary breast cancer) syndrom dédi¢ného karcinomu prsu, HBOC (hereditary breast and ovarian cancer) syndrom
dédiéného karcinomu prsu a ovaria; HOC (hereditary ovarian cancer) syndrom dédi¢ného karcinomu ovaria
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1.1 Urceni pravdépodobnosti nosi¢stvi mutace pomoci programu

BRCAPRO

Sestnact rozsahlych deleci, duplikaci a piestaveb nalezenych v genu BRCAL v 586
autonomnich rodinach ptfedstavovalo 12,1% (16/132) vSech zachycenych mutaci tohoto
genu (Tab. 12) v testované skupiné pacientli. Za uc¢elem ovéfeni, zda pocet nalezenych
mutaci genu BRCAL skutec¢né odpovida frekvenci jejich vyskytu, byl pouzit program
BRCAPRO umoznujici retrospektivni odhad pravdépodobnosti ndlezu zarodecnych
mutaci genu BRCAL. Vypocitana pravdépodobnost nosi¢stvi mutace v genu BRCAL byla
jak pro cely soubor analyzovanych pacientt, tak pro podskupiny pacientl z rizikovych
rodin ¢i sporadickych ptipadd, mirné niz§i ve srovnani s detekovanymi pocty mutaci
(Tab. 13). Tento vysledek naznacuje, ze pocet mutaci genu BRCA1L, které mohly zistat
nedetekovany, nemize byt u testované¢ho souboru pacient vysoky. Malé nesrovnalosti
V poctech mutaci mohou byt naptiklad disledkem toho, ze program BRCAPRO miize
podhodnotit vyskyt mutaci, predevSim u pacienti s nizkou pravdépodobnosti
hereditarniho postizeni [144,159,160].

Tabulka 13: Primérné predikované pravdépodobnosti nosi¢stvi mutace v genu BRCA1
vypocitané pomoci BRCAPRO a jejich skuteény vyskyt.

Klasifikace Pocet Mutace BRCAPRO
rodin/pacientii v BRCA1 (%) primér +SD
Rodinny vyskyt 389 95 (24,4) 0,217 £ 0,258
sporadické pfipady 351 37 (10,5) 0,087 £ 0,124
celkem 740 132 (17,8) 0,152 £ 0,213

2. Analyza a charakterizace rozsahlych genomovych prestaveb

2.1 Detekce rozsahlych genomovych prestaveb

Rozsahl¢é genomové delece, duplikace nebo piestavby se obvykle nezjisti analyzou
DNA pomoci klasickych PCR metod. Podobné i analyzy provadéné na urovni cDNA
nebyvaji uspésné, protoze nepostihuji dlouhé delece Casto presahujici hranici genu.

Naptiklad v nasi skupiné vySetfovanych pacientli se podafilo analyzou cDNA zachytit
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pouze jedinou piestavbu zasahujici gen BRCAL [105]. Pro detekci dlouhych genovych

deleci a duplikaci se v soucasnosti obvykle pouzivd MLPA analyza.

2.1.1 MLPA analyza

Priklady vysledki MLPA analyzy provedené u 586 pacientil s negativni mutacni
analyzou geni BRCAl a BRCA2 ukazuji obrazky 9 a 10. Charakteristicky
elektroforeogram vzorku ziskany na genetickém analyzatoru, kde jednotlivé kiivky
odpovidaji exontim pfislusného genu, se muze hodnotit vizualné¢ na zaklad¢é srovnani
vysek vrcholti s vhodnymi standardy (obrazek 9) nebo se vyhodnoceni provede pomoci
vypocetniho programu Coffalyzer (obrazek 10), ktery lze zdarma ziskat na strankach

vyrobce kitd MLPA (www.MRC-holland.com).

CC 1A1B2 35 C 6 78 9 10 C 1111121314 C 15 16171819C 2021222324C C C

i iy il i INET

I ‘ Il umu 4510

11 11 A13-19

L L o e

1 1l M2

" Ll, ULL
LLL 1101 A21-2

Obrazek 9: P&t novych deleci genu BRCA1 detekovanych pomoci MLPA analyzy. Kontrolni
vzorek je oznaCen jako wt; kontrolni fragmenty DNA jako C; Cisla oznaCuji jednotlivé exony genu
BRCAZ1,; Sipky ukazuji deletované exony
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Obrazek 10: Duplikace exonu 13 detekovana na zakladé vyhodnoceni MLPA analyzy pomoci
programu Coffalyzer. (a) kontrolni vzorek — wt; (b) vzorek No 1388 s duplikaci exonu 13.
Jednotlivé sloupce histogramu pfedstavuji exony (oznaceny Cislem) a kontrolni fragmenty (C);
Pomér plochy kfivky odpovidajici pfisluSnému exonu vi¢i odpovidajicim kfivkam vSech vzork( je
pro normalni obraz blizky hodnoté jedna. PFi exonové duplikaci se tento pomér obvykle zvySuje
nad 1,4.

2.1.2 Vybér mikrocipu pro aCGH

V ptipad€ nové zachycenych deleci ptesahujicich oblast genu (delece exont 1-17
a 21-24) bylo nutné nejprve upfesnit hranice deletovanych oblasti pomoci
oligonukleotidové aCGH analyzy. Teprve potom bylo mozné amplifikovat spojovaci
fragment (tedy fragment nesouci deleci) a provést sekvenacni analyzu. Analyza aCGH
specifickd pro chromozom 17 byla provedena na sklickdch obsahujicich
oligonukleotidové sondy pokryvajici cely chromozém 17 s relativné vysokou hustotou
pokryti. Median vzdalenosti 385ti tisic sond byl v tomto ptipadé 160 bp. V piipade
vzorku 609 s genomovou deleci dlouhou 25,6 kb zasahujici exony 21-24 byla pouzita
aCGH na mikrocipu specifickém pro chromozém 17 i na celogenomovém mikro¢ipu
obsahujicim také 385 tisic sond, které ovSem pokryvaly cely genom. Hustota sond je
tedy u celogenomového Cipu vyrazn€ niz§i — medidn vzdalenosti mezi jednotlivymi

probami byl 7000 bp. Na obrazku 11 jsou zndzornény vysledky analyzovanych dat pro
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oblast preklenujici deletovany tsek. RozliSeni celogenomového Cipu je pravdépodobné
mensi diky niz8$i hustoté pokryti sledovaného tseku. Z tohoto diivodu nebyla delece

dlouhé 25,6 kilobazi na tomto Cipu prokdzana.
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Obrazek 11: Ukazka SegMNT analyzy v programu SignalMap (Roche NimbleGen). Vzorek
pacientky No 609 s 25639 bp dlouhou deleci zasahujici exony 21-24 byl testovan pomoci aCGH
na celogenomovém mikrocipu (a) a mikroCipu specifickém pro chromozém 17 (b). Oba Cipy
obsahovaly 385 tisic sond. Osa y predstavuje log2 poméru fluorescencénich intenzit Cy5/Cy3. Na
ose x jsou formou protéhlych teéek znazornény pozice sond pokryvajicich danou oblast. Cervené
Cary jsou vysledkem segMNT analyzy. Snizeni Cervené c&ary (reflektujici snizeni poméru
Cy5/Cy3) odpovida deletované oblasti. Znazornéna oblast odpovida BRCAL1 lokusu.
Celochromozémové Cislovani je podle UCSC genome browser, Mar 2006.

2.2 Charakterizace rozsahlych piestaveb a urceni bodu zlomu

Pozitivni ndlez pomoci MLPA analyzy je nutné ovéfit (u genu BRCAL pomoci sady

kontrolnich sond alternativniho kitu). Déle je nezbytné urcit rozsah delece, ptipadné
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povahu genomové piestavby. MLPA miize naptiklad poskytnout informaci o posunu
¢teciho ramce, €i o expresi alterovaného genu (napf. pii postizeni promotorové oblasti
nebo sekvence obsahujici polyadenylacni signal mize byt blokovana genova exprese)
a tedy i o pfipadné patogenité piislusné mutace. Long-Range PCR (LR-PCR) obvykle
slouzi k amplifikaci aberantniho fragmentu (spojovaci fragment), ktery obsahuje
deletovany usek genu, a nasledné se analyzuje sekvenovanim. Ve vzorcich, které jsme
analyzovali, byl ve vSech pfipadech amplifikovdn pouze aberantni fragment nesouci
deletovanou sekvenci. Naopak amplifikace pfislusného genového tseku z normalni alely
nebyla vzhledem k jeho délce a podminkam PCR mozna.

Charakterizace péti noveé popsanych alteraci je ukdzéna na obrazcich 9, 12, 13 a 14.

Popis alteraci a mechanismus vzniku pfestaveb je uveden v tabulce 11.

V piipad¢é novych deleci ptesahujicich oblast genu (delece exonu 1-17 a 21-24)
ptedchazela LR-PCR a sekvenovani fragmentu oligonukleotidova aCGH analyza (Obr.
12).

Delece exontl 1A-2 byla detekovéana u pacientky s diagnostikovanym karcinomem
prsu i ovaria z HBOC rodiny. Sekvenaéni analyza LR-PCR produktu ohrani¢eného
priméry navrzenymi Preisler-Adamsovou a spol. [123] odhalila deleci 36934 bp
(GenBank NC_00017.9 complement (38300000..38760000):
2.197575 234508del36934). Body zlomu jiz byly popsany u identickych mutaci
nalezenych v USA [36] , Italii [158] a Némecku [113] a nachazeji se v intronu 2 genu
2 genu BRCA1 v plné homolognich usecich dlouhych 237 bp. Delece zasahuje kromé
prvnich dvou exont genu BRCAL také cely gen NBR2, ktery je lokalizovan v oblasti
mezi BRCAL a ¥BRCA1 (Obr. 3). Vzhledem k tomu, Ze delece zasahuje promotorovou
oblast genu BRCAL, nedochazi pravdépodobné k transkripci postizené alely [35,36].

Delece exonii 5-14 byla popsana u dvou vysoce rizikovych HBOC rodin, jedné
HBC rodiny se Sesti ptipady karcinomu prsu (vCetné 2 bilateralnich karcinomi prsu)
a u jedné pacientky s medularnim karcinomem prsu bez rodinného vyskytu karcinom
prsu a ovaria. LR-PCR a nasledné sekvenovani potvrdilo ve vSech 4 ptipadech stejnou
deleci 31583 nukleotidi (GenBank L78833: g.21716 53298del31583). Tato delece vede
k vypadku 1450 aminokyselin bez posunu ¢teciho ramce. Totozna alterace byla popsana

u 4 pacienti z Moravy [104] a jednoho z Némecka [113].

Delece exontl 21-22 byla popsdna v nasi laboratofi pii analyze CDNA, provadéné

Vramci mutacni analyzy genu BRCAL [105]. Delece exond 21 a 22 neni spojena
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s posunem c¢tecitho ramce. Jedna se o prestavbu, kde v mist¢ zlomu dojde k vypadku
3779 bp a soucasné¢ inzerci 236  nukleotidi = (GenBank < L78833:
77128 80906del3779ins236). Shodna alterace byla pozdé€ji nalezena u rodiny se tiemi

piipady karcinomu prsu. Mutace byla rovnéz popséana u dvou rodin na Moravé [104].

a -
_chri?
- 80.5 kb del M C e )
(oe] |8 417 bpto NBR2 - intron 17 (BRCA1)
3 — ACCATCCTGGCTAACACGGTGAAAACCCC
3000 =
g 2500~
h 3 . i\ # " b L] s o
> " i hiz 150015
Ll T = = 100 - <1311
: L L) 1031
[ 4 A DSBS ey 1 =t
12345 6 403K W 191817 16 1514 13 12111089 8 765 3 211 2 4 5
RND2 BRCAT (38,449,840 - 38,530,994) NBR2 (38,531,126 - 38,550,651)
b ?“‘ ?‘3 _,;r ?‘; +"J @" '.D'B f f‘e f @“1 @'@ f'e f’) 9’ -?'? ;;P f. t‘f f‘f !’3 03 ?l‘ ?"P ‘-j
—-
= ) 16.3kb del ol c_M so7 intron 17 (BRCA7)  : intron 22 (BRCA)
0 iy % . TCCCAGCGC TTTGGGAGGCCGAGGCAGGTG
s - H v - 6000 :
’ RS AT I L W R ] R Dy St oo ans
ot ) FEA 4 \
- e ek 3000- -
ans 1 a5 e
"‘-'-munu—i
I iy 1 11 'y -
12345 6 M2 20 191817 16 1514 13 1211109 8 765 3 211 2 4 5
RND2 BRCAT (38,449,840 - 38,530,934) NBR2
C + ¥ *.f #3 L4 '?" f" #3 ‘?’ f' + + f’. #““ ?’ '?év 'f’ ¥ #j -ﬁ‘f f-? '?" ‘?J f; ff
.:,nm 256 kb del, M _C 609 intron 20 (BRCA1) :ins3 intron 3 (RND2)
e ‘ 3bpins i el B GAGAACT TCTAGC:TAGITCCCATCCCATCCC C
00 : - s :
_ S =
Lkl L% 3 X —i 500 ——
a0 iy o, 400 -
: T 0
- 3 : - 259
P — .
L TR T A1 L L ] 11 'y
e —— e o
12345 6 “pny w0 191817 16 1514 13 1211109 8 765 k) 211 2 34 5
RND2 (38 430,784 - 38 437 584) BRCA1 (38,449,840 - 38 530,994) NBR2

Obrazek 12: Charakterizace a urCeni bodd zlomu dlouhych deleci v genu BRCAL1 pomoci aCGH
specifické pro chromozém 17, LR-PCR a sekvenovani.

Vlevo — analyza poctu kopii v lokusu BRCA1 pomoci aCGH. Osa y pFedstavuje log2 poméru
fluorescenénich intenzit Cy5/Cy3. Na ose x jsou formou spotd znazornény pozice sond. Cervené Sary
jsou vysledkem segMNT analyzy. SniZzeni €ervené C&ary (tj. sniZeni intenzity poméru barvicek
Cy5/Cy3) odpovida deletované oblasti. Pod vysledky analyzy je tlustymi Sipkami znazornéna pozice
a orientace gentl BRCA1, NBR2 a RND2 a ¢evena cast Sipek predstavuje deletované oblasti genu.
Celochromozémové Eislovani je podle UCSC genome browser, Mar 2006.

Vpravo — separace PCR fragmentd v agarosovém gelu a potvrzeni delece sekvenovanim. Nosi€i
delece jsou oznaceny Cislem; M — velikostni marker; C — kontrolni vzorek DNA; body zlomu jsou
oznacgeny pferusovanou &arou, pokud se body zlomu nachazeji v Alu repetitivni oblasti, pak je to
vyznaceno v levé ¢asti schématu.

(a) 80,5 kb dlouha delece zasahujici exony 1-17 a cely gen NBR2, ke zlomu doslo v repetitivnich
oblastech (Alu),

(b) 16,3 kb dlouha delece zahrnujici exony 18-22, ke zlomu doSlo v repetitivnich oblastech (Alu),

(c) rozsahla prestavba zahrnujici deleci 25,6 kb zasahujici exony 21-24 a posledni 3 exony genu
RND?2 a inzerci tfi nukleotidd v misté delece.
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U jedné pacientky No 1388 s karcinomem prsu z HBOC rodiny byla MLPA
analyzou detekovana duplikace exonu 13 (Obr. 10). S pouzitim publikovanych priméra
[118] byl pomoci PCR amplifikovan 1123 pb dlouhy fragment specificky pro
duplikovanou oblast, jehoz sekvenac¢ni analyza odhalila duplikaci 6081 bp dlouhé oblasti
zahrnujici cely exon 13 (GenBank L78833: g.44369-50449dup6081) (Obr. 13). Body
zlomu se nachazeji ve 23 bp dlouhém tseku dvou stejné orientovanych sekvenci AluSx
(44346-44368 a 50427-50450) s identickym nukleotidovym poifadim. Stejna duplikace
byla poprvé popsana ve tfech americkych rodindch se smiSenym evropskym ptivodem
(anglicky, holandsky, irsky) [118] a pozd¢ji v dalSich evropskych populacich [119,161].
Tato duplikace pravdépodobné vede k posunu ¢teciho ramce a k predcasnému ukonceni

translace (p.Val1454Glu fsX7).

a 6kb 6kb
o T TTmrmmeees v TTTTTTTTT ToTTTmmmmes \
&, dup13R dup13F % dup13R dup13F |
=1 =11
e $mm 2 ) !
BRCA1s6kbdup: T e _? = R e P —a—
12 13 PCR: 1123 bp 13 14
M 1388 C intron 13 (Alu Sx) intron 12 (Alu Sx)
1 : ACCTGAGGTCAGGAGT TTAAGACCAGC CTGGCCAACAT GGTIGAAACCCCGTC TCTAC TAAAAA

1200——- 41123

1031 - :

800 -
600 - 5
500 = :

Obrazek 13: Charakterizace 6 kb dlouhé duplikace a ureni mist zlomu. (a) Schématické
znazornéni €asti genu BRCA1 s 6081 bp dlouhou tandemovou duplikaci zahrnujici exon 13
(Pfevzato ze [118]). Sipky znazorfiuji polohu a smér primérd, svislé obdélniky znazorfiuji exony,
vodorovny obdélnik pfedstavuje dvouvidkno DNA. (b) Long range PCR s priméry dup13F
a dup13R, které amplifikuji specificky fragment pouze =z alely nesouci duplikaci (vlevo)
a sekvenacni analyza aberantniho PCR fragmentu o délce 1123 bp (vpravo). Misto zlomu je
vyznaceno pferuSovanou ¢arou. Shodné nukleotidové poradi (23 bp) sekvenci AluSx v intronu 12
a 13, kde dochazi k rekombinaci je podtrzeno Srafovanym obdélnikem. Nosi¢ mutace je oznaCen
Cislem, C — negativni kontrolni vzorek DNA, M — velikostni marker.

Dalsi popsané piestavby nebyly dosud popsany. Delece zasahujici exony 1-17 byla
identifikovana ve 2 HBC a 2 HBOC rodindch. Lokalizaci delece, kterd je nutnou
podminkou pro amplifikaci vhodného fragmentu zahrnujiciho deletovany usek DNA,
umoznila chromozom 17 specificka aCGH (Obr. 12). S navrZzenymi primery (z kazdé
strany deletované¢ho tiseku DNA) byl pomoci LR-PCR amplifikovan aberantni fragment
o délce 1311 bp. Jeho sekvenovadnim byla ovéfena delece 80496 bp (GenBank
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NC_00017.9 complement (38300000..38760000): g.208928 289423del80496) ve vsech
ctyfech rodinach. Zlomy delece se nachazeji v 37 bp dlouhém useku identickych
kodonem BRCAL a druha v intronu 17 genu BRCAL. Tato delece zasahuje vice jak 90%
kodujici sekvence BRCAL a cely sousedici gen NBR2. Delece exona 1-17 byla popsana
také ve Svédsku [126], avsak pro deleci dlouhou 284479 bp byly identifikovany odlisné

.....

kodonem genu BRCAL.

U pacientky z HBOC rodiny No 1190 byla charakterizovana komlexni piestavba
zahrnujici deleci exont 5-10 a kratkou inzerci v misté zlomu odvozenou pravdépodobné
zZ repetitivni sekvence v intronu 3 genu BRCA1 (Obr. 14). S priméry navrzenymi
Vintronu 3 a 10 byl amplifikovan fragment 816 bp. Sekvenovani odhalilo deleci 15552
bp a soucasnou inzerci 35 bp (GenBank L78833: ¢.17696 33247del 15552ins35).
Hranice delece se nachazeji v repetitivnich sekvencich AluSx a AluJb v intronech 3 a 10.
Vlozeny tsek je reverzni komplement sekvence odvozené od AluY repetice v exonu 3.
Mista zlomu byla lokalizovana v repeticich AluSx (9.17686-17695) a AluY (g.18760-
18769) vintronu 3 obsahujicich 10 identickych nukleotidi a v repeticich AluY
(0.18696-18724) a Alulb (g.33248-33276) v intronech 3 a 10 obsahujicich 29
identickych nukleotidd (Obr. 14 dole). Predpokladany efekt ztraty exont 5-10 je posun
¢teciho ramce a zkraceni finalniho proteinového produktu BRCAT (p.Lys45Asn fsX4).
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M 1190 C intron 3 (Alu Sx) ins 35 (Al Y) intron 10 (Alu Jb)
[bp] CAATCTCGGCTCACTGCAAGCTCTGCCTCCTGGGTT CACGCCATTCTCCTGCC:TCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGA
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intron 3_Alu Sx 17678 CAATCTCGGCTCACTGCAGCCTCTGCCTCTCTGGTTCAAGTGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATTACAGGCGTGCAC 17766
[RRRRRRRRR!
intron 3_Alu Y compl. 18777 CAATCTCTGCTCACT! GCTCTGCCT

'CAGCCTCCTGAGTAGCTGGGACTACAGGTGCCCGCTACCACGCCT 18679
[ARRR RN AR RN NRREY]
intron 10_Alu Jb 33205 TCACTGCAACCTCCACCTCCAAGGCTCAAGCTATCCTCCCACTTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGACTACAGGCGCATGCCACCACCCGG 33295

Obrazek 14: Charakterizace a uréeni bodd zlomu u komplexni genomové pfestavby zahrnujici
deleci exonu 5-10 a inzerci 35 nukleotidd pomoci LR-PCR a sekvenovani. Body zlomu ovéfené
sekvenovanim jsou oznaCeny zelenou preruSovanou carou

Horni éast — deletovana oblast (neodpovida méfitku) je oznaCena cCervené, nedeletovany usek
Sedé; exony jsou znazornény jako obdélniky; pozice a orientace Alu sekvenci jsou vyznaceny
Sipkou. Alu sekvence, které se ucastni prestavby jsou oznaCeny popiskem (GenBank L78833.1).
Dolni ¢ast — separace PCR fragment( v agarosovém gelu (vlevo) a potvrzeni delece a inzerce
sekvenovanim (vpravo). Proband — oznacen Cislem; M — velikostni marker; C — kontrolni vzorek
DNA. Mista zlomG detekovana sekvenovanim jsou oznacena zelenou tec¢kovanou ¢arou. Dolni
Cast schématu ukazuje sekvence sousedici s misty zlomu. Identické sekvence kde dochazi
k rekombinacim jsou oznaleny vertikalnimi €arami. Inzert (35 bp), ktery pochazi z AluY
(L78833.1: 18541-18837), je zvyraznén silnou zelenou Carou. Sekvence znazorhujici spojovaci
fragment vznikly homologni rekombinaci je podtrZzena.

Delece zasahujici exony 13-19 byla identifikovana u pacientky No 571
s bilateralnim karcinomem prsu z HBC rodiny. Priméry navrzené dle sekvenci v intronu
12 a 19 byly pouzity pro amplifikaci 716 bp dlouhého LR-PCR fragmentu (Obr. 15),
jehoz sekvenovanim byla odhalena delece 25201 bp (GenBank L78833:
g.41850_67050del25201). Delece nevede K posunu ¢teciho ramce
(p.GIn1396_Glul731del), avSak ztrata 336 aminokyselin je pravdépodobné patogenni.

Deletovana oblast zahrnuje podstatnou ¢ast funkéni domény BRCT
(aminokyselinové zbytky 1646-1859) [162], coz negativné ovliviiuje ucast BRCALI
v regulaci bunééného cyklu a reparaci DNA [163]. V BRCT doméné byla popsédna fada

missense a nonsense mutaci v rodinach s karcinomem prsu [164,165].
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M 571 C intron12 ~ { intron 19 (AluSx)
[bp] TCCCCACTCTGTATCT.TGAACCCG GG AGGCGG /

. —

22

Obrazek 15: Charakterizace a uréeni bod(l zZlomu delece zahrnujici exony 13-19 pomoci LR-PCR
a sekvenovani. Vlevo — separace produktu amplifikace v agarosovém gelu. Nosi¢ delece je
oznacen cCislem; M — velikostni marker; C — kontrolni vzorek DNA. Vpravo — Charakterizace
delece sekvenovanim. Mista zlomU potvrzena sekvenovanim jsou oznacena teckovanou ¢arou.

Delece exonu 18-22 byla odhalena u pacientky No 897 z HBC rodiny se Sesti piipady
karcinomu prsu. LR-PCR s priméry lokalizovanymi v exonech 17 a 23 amplifikovala
specificky fragment dlouhy 3738 bp (Obr. 12), jehoz sekvenovani prokazalo deleci
16316 bp (GenBank L78833: g.63647 79962del16316) a ukazalo, Ze k rekombinaci
doslo mezi vysoce homolognimi sekvencemi AluY v intronu 17 a AluSx v intronu 22.
Popsana delece vede k posunu cteciho ramce a ktranslaci zkraceného proteinu
(p.Aspl692Gly fsX27). Vzorek DNA analyzované pacientky byl pouzit jako pozitivni

kontrola pro testovani chromozom specifické aCGH analyzy (Obr. 12).

Delece exonu 21-24 genu BRCA1 byla odhalena u Zeny No 609 s invazivnim
karcinomem prsu z HBC rodiny. Pomoci aCGH analyzy na ¢ipu specifickém pro
chromozom 17 byla lokalizovana mista zlomt v intronu 20 a v oblasti vzdalené asi 18 kb
od stop kodonu genu BRCAL (Obr.12). S navrzenymi priméry byl amplifikovan
aberantni fragment o délce 259 bp. Sekvena¢ni analyza prokazala deleci 25639
nukleotidi a soufasnou inzerci trinukleotidu TAG (GenBank L78833:
2.75489 101127del25639 insTAG). Zlomy delece se nachazely v intronu 20 a v misté
vzdaleném asi 18 kilobazi od stop kodonu genu BRCAL. V tomto piipadé dochazi

atypicky k rekombinaci nehomolognich DNA sekvenci.

Podobna delece byla popsana v USA u rodiny irského ptivodu [71], avSak jednalo
se o deleci 19245 bp, kterd vznikla nasledkem homologni rekombinace mezi dvéma

repetitivnimi Alu oblastmi.

Nosicka mutace byla ve vSech polymorfnich mistech kodujici oblasti homozygotem

a nebylo tedy mozné studovat expresi jednotlivych alel. Byla vSak popsana monoalelicka
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exprese genu BRCAL u pacientt s deleci zahrnujici exon 24 [113,166]. Mutantni alela je
pravdépodobné degradovana v procesu tzv. nonsense-mediated decay v dusledku ztraty
polyA konce a 3’ nepickladané oblasti genu [113,166]. Proto piedpokladame, ze
i vpiipadé delece exond 21-24, u které také dochazi ke ztrat¢ polyA konce
a 3" nepiekladané oblasti, nedochazi k prepisu deletované alely do sekvence mRNA. Pro
patogenitu mutace rovnéz svéd¢i fakt, ze 104 deletovanych koncovych aminokyselin
predstavuje podstatnou ¢ast BRCT domény BRCAI1 proteinu, kterd je vyznamna pro
regulaci buné¢ného cyklu a reparaci DNA [163] a, jak jiz bylo feeno vySe, u delece
exonu 13-19, byla popsana fada mutaci této domény, které zvySuji riziko vzniku

karcinomu prsu [164,165].

2.3 Analyza BRCAL haplotypt

Polovinu z 16 nalezenych pfestaveb genu BRCAL tvotily dvé alterace (delece exonti
1-17 a 5-14), z nichz kazda byla detekovana ve Ctyfech rodinach, a delece 21-22 byla
detekovana ve dvou dalSich rodindch. K posouzeni, zda tyto opakujici se mutace
predstavuji populacné specifické mutace (founder mutace), byla v ptislusnych rodinach
provedena haplotypova analyza s intragenovymi a v blizkosti genu lezicimi

mikrosatelity. Pfiklad fragmentaéni analyzy mikrosatelitl je uveden na obrazku 16.

aw 1 . - - - . - o 134 136 138 140 142 144 145 14 150
homozygot: No 278
/\ M\ /
- a : A\ A
S ~ S \ VAN 7\
134 138 138 140 142 144 148 148 150
134 136 138 140 142 144 146 148 150

heterozygot: ' No 453
_ /\ B N

Obrazek 16: Priklad analyzy mikrosatelitu D17S855 =

150

na automatickém sekvenatoru ABI Prism 3130. (a) " . % , % [ w we w e | e
Priklad vzorkd homozygotnich a heterozygotnich pro  Np 862

dany marker, (b) analyza 4 pacientek s detekovanou

deleci exonll 5-14. Na ose x je ukazana délka F/”‘\

pfislusnych alel (bp) na zakladé internfho —— = !
velikostniho standardu.

134 136 138 140 142 144 146 148

150
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Analyzy provedené u pacientd z jednotlivych rodin ukazaly, Ze nosi¢i stejné
alterace sdileli spolecny ~ 857 kb haplotyp definovany mikrosatelity D17S855,
D17S1322, D17S1320 a D17S1325, coz naznacuje spole¢ny ptivod pro kazdou mutaci.
Naopak tyto haplotypy nebyly nalezeny u zddného z 20 kontrolnich vzorkt. Analyzu
haplotypt u jednotlivych pacient ukazuje (Tab. 14).

Tabulka 14: Spojeni haplotypu s deleci exonl 1-17, 5-14 a 21-22.

PacientNo D17S§1325  D17S1322 D17S855  D17§1320

206 2185 193 115124 147 139 167 171
Del ex 1-17 225 185 191 115115 147 145 167 173
269 185193 115115 147 141 167 173
416 185 191 115115 147 145 167 169
278 191187 115 121 145 139 173 160
Del ex 5-14 453 191 199 115118 145 143 173 173
862 191193 115115 145 147 173 169
938 191 205 115 118 145 139 173 179
PacientNo  D17S1325 D17S1322 D1751323  D17§1320
Del ex 21-22 102 193 201 115119 149 153 173 173
1293 193 193 115115 149 149 173 169

a Cisla ukazuiji velikosti mikrosatelitovych markert (bp)

3. Mutacni analyza genu TP53

U pacientl s negativnim vysledkem rutinniho vySetieni mutaci v genech BRCA1/2
jsme se dale zaméfili na analyzu genu TP53, ktery rovnéz patii mezi vysoce penetrantni

predispozi¢ni geny u hereditarniho karcinomu prsu a ovaria.

U 586 analyzovanych osob byly v genu TP53 zachyceny 4 jednonukleotidové
substituce (Obr. 17). Jejich charakterizace a specifikace postizenych rodin jsou uvedeny
vtabulce 15. Ve vSech pfipadech se jednalo o missense mutace vedouci
k aminokyselinové zaméné. VSechny, kromé ¢.998G>A, jsou uvedeny v databazi mutaci
genu TP53 IARC (http://www-p53.iarc.fr) a byly detekovany jako somatické mutace
u pacientek skarcinomem prsu [167]. Pouze mutace c.818G>A vedouci k zaméné
aminokyseliny v kodonu 273 (p.Arg273His) je rovnéz vedena jako zarodecnd mutace
[167]. Mutace p.lle254Val, p.Val272Gly a p.Arg273His se nachazeji v DNA vazebné
doméng; mutace vedouci k zaméné aminokyseliny v 333 kodoénu (p.Arg333His) je
lokalizovana v tetramerizacni domén¢, ktera se nachazi na C-konci proteinu a je

nezbytnd pro oligomerizaci a vznik funkéniho tetraméru.
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Mutace ¢.815T>G, ktera byla detekovana u pacientky z HBC rodiny s karcinomem
prsu diagnostikovanym ve véku 27 let, je na seznamu patogennich mutaci genu TP53.
Podobné je pravdépodobné patogenni i mutace €.818G>A zachycena u pacientky, u niz
byl diagnostikovan karcinom prsu ve véku 28 let, jejiz matka onemocnéla karcinomem
prsu ve 30 letech. Jedna se o Castou genovou variantu detekovanou v nadorové tkani

u pacientek s karcinomem prsu.

a | exon 8 b intron 9 [exonﬂ)
wtp53: CAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCCTGTC wtp53: gttgctgcagATCCGT GGGCGTGAGCGCT
mut: CAGCTTTGAGGTGCATGTTTGTGCCTGTC mut: gttgctgca gATCCATGGGCGTGAGCGCT
[ [ exont | d exon 8
wtp53: GGCCCATCCT CACCATCATCACACTGGAA wtp53: GAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTIGTIGCCT
mut: GGCCCAT CCT CACCGTCATCACACTGGAA mut: GAACAGCTTTGAGGGGCGTGTTTGTGCCT

Obrazek 17: Potvrzeni missense mutaci v genu TP53 sekvenovanim fragmentld PCR amplifikovanych
na genomové DNA.

(a) Pacientka No 192 je nositkou mutace €.818G>A (p.Arg273His ). (b) Pacientka No 233 je nosickou
mutace €.998G>A (p.Arg333His). (c) — Pacientka No 604 je nosickou mutace €.760A>G (p.lle254Val).
(d) Pacientka No 1071 je nositkou mutace ¢.815T>G (p.Val272Gly).

*Cislovani mutaci: +1 odpovida A z ATG iniciacniho kodonu v referen€ni sekvenci NM_000546;

wt — sekvence normalni alely; mut — mutovana alela.

Tabulka 15: Dédi¢né mutace genu TP53.

Pojmenovani mutace die Predpokladany Pacient BC & OC v rodingc  Jiné
Exon | gDNA? pojmenovani mutace efekt mutace No (vék v dobé diagnézy) tumory
dle cDNA®
2 | #9.14087A>6 plle254Val 604  BC (51, 50) 0
bc.760A>G
g |?014487G>A pArg273His 192  BC (28, 30) 0
bc.818G>A
8 2.14484 T>G p.Val272Gly 1071 BC (27, 49) plice (52)
bc.815T>G
0 bggggée G>A pArg333His 233  BC (55%); OC (55Y) 0
C. >A

a Referencni sekvence: GenBank X54156; b referencni sekvence NM_000546; Cislovani mutaci: +1 odpovida A z ATG
iniciaéniho kodonu; ¢ BC a/nebo OC probanda a u pfimych pfibuznych; vék v dobé diagnézy probanda je uvedeny tuéné
podirZzené; hvézdicka (*) oznaduje pacienta s BC i OC; BC — karcinom prsu; OC — karcinom ovaria
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4. Mutaéni analyza genu CHEK?2

Analyza genu CHEK2, zejména analyza mutace c.1100delC a ve stfedni Evropé
rovnéz delece 5395 bp zahrnujici exony 8-9, se povazuje za klinicky vyznamnou
V rodinach s hereditarnim karcinomem prsu, kde nebyla prokazana mutace v hlavnich
predispozi¢nich genech [168]. Detekce téchto mutaci v souboru 586 BRCAL/2
negativnich pacienti byla provedena pomoci MLPA analyzy, jak bylo popsano

v metodické ¢asti. Priklad detekce téchto mutaci je zndzornén na obrazku 18.

&=

C1 114C233C2347 C8 9C 1011C1112C 13 5271516 6 17 18 C 1920y 2122 C 2425 C 26 27 C

g, P
A8-9
|
1100delC
|

Obrazek 18: Detekce posunové mutace ¢.1100delC a delece 5395 nukleotidd zasahujici exony
8-9 genu CHEK2 pomoci MLPA analyzy (SALSA MLPA kit P045) - porovnanim vzorku pacienta
s mutaci s normalnim obrazem kontrolniho vzorku (wt). C — kontrolni DNA fragment; &isla
odpovidaji jednotlivym exonim genu BRCAZ2; ervena Sipka ukazuje v analyzovaném vzorku
deleci exonl 8-9 genu CHEK2; zelena Sipka ukazuje na vrchol, ktery se objevi specificky
u vzork(l s posunovou mutaci ¢.1100delC.

61



Mutace detekované v genu CHEK2 byly potvrzeny sekvenovanim ptisluSného

useku genomové DNA (Obr.19 a 20). Obé mutace zasahuji do kindzové domény

proteinu (Obr. 6).

intron 7 intron 9
GAGACTCTGCCT CAAAECCTGGCCAAC ATGG

Obrazek 19: Potvrzeni delece 5395 bp zasahujici exony 8-9 genu CHEK?2 sekvenovanim. Mista
zlomu v intronu 7 a 9 jsou oznacCena piferuSovanou ¢arou.

Delece exonti 8-9 byla detekovana u péti pacientt. U dvou muzt (No 323 a 900)

s karcinomem prsu, dvou Zen (No 435 a 604) s karcinomem prsu a jedné zZeny (No 1168)

<mér sekvenovani |
intron 9 exon 10

WtCHEK2: tgaat tt t agATTACTGATTTTGGGCACTC
mut: ctgaattttagATTATGATTTTGGGCACTC

1

sl ) l“‘

s bilateralnim karcinomem prsu.

Obrazek 20: Potvrzeni mutace ¢.1100delC sekvenovanim. Deletovany nukleotid je oznacen

Sipkou; wt — sekvence normalni alely; mut — mutovana alela.
Primér CHEKO4r pouZity v sekvenacni reakci sekvenoval minus fetézec referencni sekvence,

v programu pro prohlizeni sekvenci byla sekvence konvertovana do plus vldkna, aby sekvence
nukleotidd odpovidala udané referenéni sekvenci, proto je zdvojena sekvence v dusledku

deletovaného C na levé strané od deletovaného nukleotidu.
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Mutace ¢.1100delC byla detekovana celkem Ctytikrat; u dvou pacientek (No 931
a 943) skarcinomem prsu do 35 let, u pacientky (No 284) s karcinomem ovaria
diagnostikovanym v 18 letech a u zdravé klientky (No 1079) zrodiny s vyskytem

karcinomu prsu z matéiny strany.

Charakteristika rodin s detekovanou mutaci v genu CHEK2 je shrnuta v tabulce 16.

Tabulka 16: Dé&di¢né mutace genu CHEK2.

Exon Mutace dle gDNA2 Predpokladany = Pacient BC & OC v rodiné ¢  Jiné tumory
Mutace dle cDNA® efekt mutace No (vék v dobé
diagndzy)
8-9 2.39870_45264del5395 p.Met304Leu fsX16 323  BC (56, 40) Zaludek, rektum, prostata
b¢.909-2028_1095+330del 5395 435  BC (33, 60) 0
604  BC (51, 50) 0
900 BC (43) podcelistni uzlina
1168  BC (53/53) Hodgkintv lymfom (14)
10 29.45966delC p.Thr367Met fsX15 284  OC (18) 0
b¢.1100delC 931  BC(32,7) 0
943  BC(35) 0
1079 BC (57, 38) prostata

a Referenéni sekvence: GenBank NG_011520.12 complement (8474298..8528391); ® nomenklatura mutaci: +1 odpovida A z ATG iniciacniho
kodénu translace v referenéni sekvenci NM_007194.3; ¢ BC a/nebo OC probanda a u pfimych pfibuznych; vék v dobé diagnézy probanda je
uvedeny tuéné podtrzené; hvézdicka (*) oznaCuje pacienta s BC | OC; vék v pfipadé diagnozy bilateralniho karcinomu prsu je oddélen
lomitkem (/);muz proband je oznagen &ervené; BC - karcinom prsu; OC — karcinom ovaria
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DISKUZE

Byly analyzovany rozsahlé delece a ptestavby genit BRCAL1/2 u vysoce rizikovych
pacientek s karcinomem prsu nebo ovaria, které¢ byly pomoci metod zalozenych na PCR
amplifikaci vhodnych genovych fragmentli negativné testovany na ptritomnost bodovych
mutaci ¢i kratkych inzerci nebo deleci. Zakladnim cilem studie bylo charakterizovat
jednotlivé alterace, urcit frekvenci jejich vyskytu a urcit jak se v nasi populaci podili

Vv rizikovych rodindch na vyvoji karcinomu prsu a ovaria.

1. Analyza rozsahlych genovych prestaveb

1.1 Vyskyt rozsahlych prestaveb v genech BRCAl a BRCA2

Ve studované skupiné pacientii bylo detekovano 16 rozsahlych piestaveb genu
BRCA1, coz odpovida 12,1% vSech nalezenych mutaci genu BRCAL1 (Obr. 21).
Frekvence vyskytu velkych ptestaveb nalezenych v na$i studii [151] byla niz§i nez
v Nizozemsku (27,3%) [117] a Italii (19%) [120], neliSila se vSak vyznamn¢ od ¢etnosti
popsané¢ v Dansku (12,5%) [115], Francii (12%) [114], Némecku (9,6%) [113]
a Spanélsku (8,2%) [112]. Obdobna frekvence byla popsana i v prvni studii, kterd byla
provedena v Ceské republice na Moravé, kde u vysoce rizikovych pacientek
predstavovaly velké prestavby 10,4 % (10/96) vsech detekovanych mutaci genu BRCAL
v 290 analyzovanych rodinach [104]. Pouze dvé alterace (delece exonl 5-14 a 21-22)
nalezené v obou castech republiky vSak byly identické. Dvé€ nejcastéj$i mutace
specifické pro ceskou populaci, delece exonli 1-17 a 5-14, ptedstavovaly 50% (8/16)
rozséhlych pfestaveb genu BRCAL identifikovanych v nasi studii. Zatimco delece
zasahujici exony 1-17 byla popsdna pouze v naSem souboru pacientek z prazského
regionu, delece zasahujici exony 5-14 byla detekovana ¢tyfikrat v nasi i v moravské
populaci [104] a pfedstavuje pravdépodobné nejCastéjsi rozsdhlou ptestavbu genu
BRCAL v Ceské republice. Komplexni pfestavba zahrnujici deleci exonti 21-22 byla
detekovana u dvou ptipadl v nasi i moravské populaci [104] a pravdépodobné se jedna
o dalsi populacné specifickou mutaci genu BRCAL. Delece exonu 1-2 a duplikace exonu
13 byly jedinymi alteracemi, které jsou rozsifeny v Evropé i v Americe [108,109]. Pét

Z osmi ruznych rozsahlych ptestaveb detekovanych v nasem souboru nebylo dosud

64



popsano v literatue. Casty vyskyt jedineénych mutaci je ve shodé s vysledky analyz

z riiznych zemi [108,109].

Dlouhé delece

o (12.4%)

¢.3385dupC

(447%9\\\\\

¢.300T>G
(8.3%)

| ¢.1806C>T

¢.3819_3823del5 (6.8%)

Obrazek 21: Spektrum mutaci genu BRCA1 v souboru 740 rizikovych €eskych pacientd [100].

V testovaném souboru 586 pacientll jsme nezachytili zadnou piestavbu genu
BRCAZ2. Tento vysledek mlze byt ve shod¢ s vysledky analyz provadénych v dalSich
zemich, kde byla Cetnost rozsahlych piestaveb tohoto genu velmi nizkd. V Némecku byla
v souboru 450 rodin popsana jedina dlouhd delece genu BRCA2. Vysetifenym nosicem
byl muz s karcinomem prsu [113]. V Dansku byla také popsana v souboru 642 pacientl
jedina delece genu BRCA2 a ta se rovnéz vyskytla u vysoce rizikové rodiny, kde byl
karcinom prsu diagnostikovan u muze [115]. Cast&ji byly piestavby genu BRCA2
v rodinach s piipady karcinomu prsu u muZe popsany ve Spanélsku (2/20) [169] a ve
Francii (3/39) [170]. V nasem souboru bylo pouze 5 rodin s vyskytem karcinomu prsu

u muze a piestavbu genu BRCA2 jsme u nich nenalezli.

Naproti tomu nase vysledky nejsou ve shod¢ se studiemi provedenymi ve Francii
[171], Spanélsku [169] nebo v USA [71], kde piestavby genu BRCA2 byly popsany

I v rodinach, ve kterych nebyly zaznamenany pfipady karcinomu prsu u muze.
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1.2 Charakterizace rozsahlych piestaveb

Byla popsana fada metod pro screening rozsahlych genovych piestaveb (Str. 25).
V soucasné¢ dob¢ se vSak detekce nejCastéji provadi pomoci MLPA analyzy. Tato

technika byla rovnéz zvolena pro detekci rozsahlych genovych prestaveb v nasi populaci.

Vsechny rozsahlé prestavby v lokusu BRCA1 zachylené pomoci MLPA analyzy
byly potvrzeny sekvenovanim. Sekvenovéani aberantnich fragmentt (amplifikovanych
pomoci LR-PCR) obsahujicich delece umoznilo urcit mista zlomt genomové DNA,
pfipadné analyzovat komplexni genomovou piestavbu. Ojedin€lé falesné pozitivni
nalezy MLPA analyzy (zejména jednoexonové delece ¢i duplikace) byly rozieSeny
opakovanim analyzy z dalSiho nezdvisle izolovaného vzorku DNA. V ptipadé genu
BRCA1l bylo mozné pouzit alternativni Kit Srozdilnymi sondami; sekvenovanim
ptislusného exonu bylo mozné vyloucit piitomnost variant interferujicich s hybridizaci

sondy.

Amplifikace aberantniho fragmentu obsahujiciho deleci (pfestavbu) a urceni bodi
zlomu muze byt obtizné, pokud delece zasahuje do dlouhého intronu nebo za hranici
genu. Z tohoto ditvodu jsme zpocatku nemohli charakterizovat nové prestavby zasahujici
exony 1-17 a 21-24 a teprve pouziti chromozom specifické oligonukleotidové aCGH na
mikro€ipu s vysokou hustotou sond umoznilo odhadnout hranice deletované oblasti
s pozadovanou piesnosti (desitky aZz stovky nukleotidl). Oligonukleotidovy ¢&ip
specificky pro chromozom 17 je komeréné dostupny (Roche NimbleGen) a hustota sond
je srovnatelna s Cipy pfipravenymi dle potieb zdkaznika (takzvanymi ¢ipy na miru), které
byly popsany nedavno [126]. Pouzitelnost této techniky byla ovéfena na vzorku DNA od
pacientky No 897 sjiz charakterizovanou deleci exond 18-22 a nasledné byly
analyzovany vzorky s neznamymi hranicemi delece. Ve vSech ptipadech byl rozsah
delece urcen s vysokou presnosti, coZ umoznilo navrhnout vhodné priméry pro PCR
amplifikaci relativné kratkého aberantniho fragmentu (o délce nizsi nez 1500 bp, ktery
byl vhodny pro snadnou sekvenacni analyzu (Obr. 12). Vzorek No 609 s deletovanymi
exony 21-24 (delece 25639 kb) byl testovan jak chromozoém specifickou (medidn
vzdalenosti sousedicich sond byl ptiblizné 160 bp), tak celogenomovou aCGH (median
vzdalenosti sousedicich sond byl pfiblizn¢ 7000 bp). Delece byla identifikovana pouze
pfi pouziti chromozém specifické aCGH. RozliSovaci schopnost celogenomové aCGH

nebyla dostacujici.
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1.3 Mechanizmus vzniku rozsahlych prestaveb

Homologni rekombinace mezi Alu sekvencemi je nejcastéjsi pfic¢inou prestaveb
postihujicich lokus BRCAL. Divodem muze byt neobvykle vysoka ¢etnost Alu sekvenci
(tvoti asi 5% lidského genomu [111]) v lokusu BRCAL. Dalsi pomérné Castou pii¢inou
dlouhych deleci genu BRCAl je rekombinace homologni genové sekvence
s duplikovanou oblasti obsahujici BRCA1l pseudogen (¥BRCAL) [108,109]. Pti
rekombinaci mezi geny BRCAL/¥BRCA1 dochazi k rozsahlé deleci, ktera vede ke
vzniku chimérniho genu slozeného z YBRCAL exonl 1A, 1B a 2 fuzovaného s exony
3-24 genu BRCAL. Byla popsana tada pfestaveb s riiznymi body zlomu, které prekvapive
vedly Kk ptiblizn¢ stejné dlouhé deleci (~37 kb) [108,109]. Deletovana oblast zahrnuje

promotorovou oblast genu BRCA1, proto tento fizni gen neni transkribovan [35,36].

V nasem souboru mé 5 z 9 rGznych prestaveb ( delece exonti 1-17, 5-10, 18-22,
21-22 a duplikace exonu 13) ptavod v rekombinaci mezi Alu repetitivnimi sekvencemi.
Naopak delece exont 5-14, 13-19 a 21-24 nebyly zpusobeny Alu/Alu rekombinaci.
Delece exonit 1-2 vznikd v disledku rekombinace mezi vysoce homolognimi

sekvencemi intronu 2 genu BRCA1 a intronu 2 genu ¥BRCA1 [36] (Tab. 11).

2. Uloha genu TP53 vrodiniach s hereditarni predispozici
ke karcinomu prsu

Dédiéné mutace genu TP53 jsou odpovédné za vétsSinu piipadi Li-Fraumeniho
syndromu (LFS, OMIM 151623). Jednd se o pomérné¢ vzacny nadorovy syndrom
S autozomalné dominantni dédicnosti, charakterizovany mnohacetnymi primarnimi
nadory u déti a mladych dospélych (<45 let). Jedinci s LFS jsou ohrozeni zejména
nadory prsu, sarkomy (sarkomy mékkych tkani a osteosarkomy) nadory mozku, nadory

nadledvin, hematologickymi malignitami a nadory plic a dalsich tkani [61,62,172].

Mezi 586 analyzovanymi pacienty byly zjistény 4 missense varianty genu TP53,
Z ¢ehoz tii se nachdzely v DNA vazebné doméné. Tento vysledek reflektuje skutecnost,
ze veétsSinu mutaci genu TP53 tvofi missense mutace (74,5%) a nejvice jich bylo popsano
v DNA vazebné doméné (82,1%) [167]. Mutace, ¢.815T>G a c.818G>A (vedouci
k zaméné v aminokyselinové sekvenci proteinu p53, p.Arg273His a p.Val272Gly),

zachycené u dvou velmi mladych pacientek (do 28 let) jiz byly opakované prokdzany
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u pripadt karcinomu prsu [167] a Ize je povazovat za patogenni. Ani jednu
z detekovanych nosicek vsak nelze zatadit do rodin s Li-Fraumeniho (¢i Li-Fraumeni-
like) syndromem. Aminokyselina kodovand kodéonem 273 se nachazi spole¢né
s aminokyselinami ¢. 175, 176, 220, 245, 248, 249 a 282 v takzvané DNA vazebné
smycce. Mutace v této oblasti jsou spojeny shorSi prognoézou pieziti jedinci

s diagnostikovanym karcinomem prsu [173].

Rozhodnout o patogenité¢ dalSich sekvencnich variant neni na zakladé¢ naSich
vysledkti mozné. Varianta ¢.760A>G byla detekovana u pacientky z HBC rodiny, ktera
onemocnéla karcinomem prsu ve véku 50 let. Stejna alterace byla zachycena v nddorové
tkani u pacientky s dédi¢nym karcinomem prsu asociovanym s mutaci genu BRCA1
[174]. Mutace c.998G>A (p.Arg333His), kterda se nachéazi v C-koncové tetramerizacni
doméng, byla nalezena u pacientky s duplicitou karciomu prsu a ovaria v 55 letech. Tato
sekvencéni varianta nebyla dosud popséana v literatute ani jako somaticka ani jako dédi¢na
mutace. Podle prediktivniho programu GVGD [175] se nejednd o patogenni mutaci.
Vysledky z funkénich eseji uvedené v databazi IARC (http://www-p53.iarc.fr/

pS53MUTfunction.html) naznacuji, Ze tato varianta je funkéni [167].

Nase vysledky ukazuji, Ze mutace genu TP53 se ve srovnani s dalSimi
predispozi¢nimi geny (BRCA1/2, CHEK2, ATM) vyskytuji ziidka ve vysoce rizikovych
rodinach s karcinomem prsu nebo ovaria. Byly detekovany pouze u 0,3% (2/740)

analyzovanych pacientii (Obr. 22).
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Obrdzek 22: Procentudlni zastoupeni mutaci v nejdllezitéjSich predispoziénich genech
v souboru 740 rizikovych pacientt [100].

3. Uloha genu CHEK2 vVrodinich s hereditarni predispozici
ke karcinomu prsu

Vyznam genu CHEK2 u hereditarniho karcinomu prsu byl poprvé demonstrovan
vroce 2002 [74]. Meta-analyza zaméfena na klinicky vyznam nejcastéji studované
posunové mutace c¢.1100delC (NM _007194.3: c¢.1100delC) ukézala u nosici

dvojnasobné az trojnasobné zvyseni rizika vzniku karcinomu prsu (Obr. 23; [176]).
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Obrazek 23: Meta-analyza sledujici asociaci mutace c.1100delC genu CHEK2 s vyvojem
karcinomu prsu (pfevzato z [176]).

Kumulativni riziko vzniku karcinomu prsu bylo pro nosi¢e mutace c.1100delC
odhadnuto na (37%). Toto riziko je ve srovnani s béznou populaci (7,8%) vyrazné vyssi;
naopak ve srovnani s nosi¢i mutaci genu BRCA1 (57%) a BRCA2 (49%) je nizsi (Obr.
24; [176]).

General population
White women 1.0

Familial breast cancer

CHEK2*1100delC heterozygotes 4.8

BRCA 1 mutation heterozygotes 57%

BRCA 2 mutation heterozygotes

T
0 1 2 3 4 5 6 7 0 10 20 30 40 50 60

Relative Risk of Developing Cumulative Breast Cancer Risk
Breast Cancer at Age 70 Years

Obrazek 24: Porovnani rizika vzniku karcinomu prsu u nosic¢ll mutaci gend BRCA1/2 a CHEK2
¢.1100delC (pfevzato z [176]).
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Druhé analyzovand mutace vedouci ke zkraceni proteinového fetézce je delece
5395 bp zasahujici exony 8-9 genu CHEK2. Byla popséna jako mutace, ktera zvySuje
riziko karcinomu prsu a poprvé byla zachycena v Ceské republice [71] Jedna se

o mutaci, ktera se vyskytuje u slovanské populace; byla rovnéz nalezena na Slovensku

a Vv Polsku [71,177].

V nasem souboru vySetfovanych pacientd byly mutace genu CHEK2 prokazany
u 9 jedincii (1,5%; 9/586). Frekvence jejich vyskytu je vyrazné niz$i nez u hlavnich
predispozi¢nich geni BRCA1/2. Ve srovnani s dal§imi geny, které byly analyzovany

Vv nasi laboratoti (TP53, ATM) je vS8ak jejich vyskyt vyznamné ¢astéjsi (Obr. 22).
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ZAVER

V Ceské republice mé incidence zhoubnych nadori prsu trvale rostouci charakter.
Vyvoj nadoru je nasledkem kumulace genovych alteraci. Postizeny jsou predevsim geny,
které¢ se podileji na regulaci bunééného cyklu a udrzovani stability genomu. Dédi¢né
mutace geni BRCA1 a BRCA2 odpovidaji za vyznamnou ¢ast pripadi

dédi¢ného karcinomu prsu a ovarii. Nicmén¢ na vzniku karcinomu prsu se mohou podilet

1 dalsi geny, mezi néz patii i tumor supresory TP53 a CHEK?2

Cilem prace bylo zjistit v nasi populaci s dédi¢énym karcinomem prsu frekvenci
vyskytu rozsahlych piestaveb v hlavnich predispozi¢nich genech BRCA1l a BRCAZ2.

To zahrnovalo zavedeni a optimalizaci metod pro jejich detekci a charakterizaci.

Pro screening rozséhlych piestaveb byla zvolena metoda MLPA (Multiplex
ligation-dependent probe amplification). Pro jejich charakterizaci pak byly pouzity
metody LR-PCR a sekvenovani. Charakterizace bodi zlomu je zasadni ¢asti analyzy
rozsahlych piestaveb a v nékterych piipadech miize byt usnadnéna pouzitim chromozém
specifické aCGH, ktera je vhodna pro pfesné urceni rozsahu deletované ¢i duplikované

oblasti.

V souboru 586 vysoce rizikovych pacientek, u kterych nebyla prokdzana béznymi
PCR technikami mutace v genech BRCA1 a BRCA2, bylo identifikovano 16 rozsahlych
pfestaveb, které tvoii 12,1% (16/132) vSech patogennich mutaci nalezenych v genu
BRCA1L. V¢étSinou se jednalo o rozsdhlou deleci postihujici velkou ¢ast proteinu, ¢asto
s posunem ¢teciho ramce vedoucim k predc¢asné terminaci translace. Pét z deviti riznych
alteraci vznikly nasledkem homologni rekombinace mezi Alu repetitivnimi oblastmi.
Nejcasteji detekovanymi alteracemi byly delece exont 1-17, 5-14 a 21-22. Haplotypova
analyza u pacientll stémito mutacemi byla provedena pomoci analyzy vhodnych
mikrosatelitovych markerd pokryvajicich ~857 kb lokusu BRCALl a naslednou
fragmentacni analyzou na pfistroji ABI Prism 3130. Vysledek této analyzy naznacuje, Ze

se jedna o populacné specifické mutace.

Pro porovnani cetnosti nalezenych mutaci v genech BRCAl1 a BRCA2
s predpokladanym poctem mutaci v nasem souboru jsme pouzili program BRCAPRO.
Predpokladand cetnost piiblizné odpovidala poctu nalezenych mutaci. Program
BRCAPRO byl zaveden do praxe klinickych genetikii a diky vypoctu na zaklad€ osobni

a rodinné anamnézy usnadni rozhodnuti o indikaci k vySeteni genit BRCA1 a BRCAZ2.
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Nase vysledky ukazuji, Ze analyza rozsahlych ptfestaveb genu BRCA1 by méla byt
provadéna nejen u vysoce rizikovych pacientek s karcinomem prsu nebo ovaria
srodinnou zatézi, ale i u sporadickych pftipadd, ptfedev§im u pacientek s asnym
karcinomem prsu nebo ovaria. Screening velkych piestaveb genu BRCA2 by mél byt
provadén v rizikovych rodinach s karcinomem prsu u muzl, protoze pravé v téchto

rodinach byly rozsahlé prestavby nékolikrat popsany.

DalSim cilem bylo zjisténi tlohy genti TP53 a CHEK2 v patogenezi dédi¢ného
karcinomu prsu u stejného souboru pacientli. Pro mutacni analyzu téchto gent bylo opét
nutné optimalizovat metody pro detekci a ovéfeni alterace. Vyuzili jsme technik MLPA,
RT-PCR, PCR a piimého sekvenovani. VSechny nalezené alterace genu TP53 byly
missense mutace. Dvé patogenni mutace byly identifikovany u dvou velmi mladych
pacientek z HBC rodin, coz naznacuje, ze skupina BRCAL/2 negativnich mladych
pacientil s karcinomem prsu nebo ovaria by mohla byt indikovdna k mutacni analyze
genu TP53, i v ptipadé, ze nespliuje kritéria Li-Fraumeniho syndromu. Nase vysledky
dale ukazuji, Ze zejména analyza genu CHEK2, kde dvé opakujici se posunové mutace
(c.1100delC a rozsahla delece zahrnujici exony 8-9) byly zachyceny v 9 rodinach, mize

byt klinicky vyznamna.

Mutacni analyza hlavnich predispozi¢nich geni BRCA1l a BRCA2 a dale geni
TP53, CHEK2 a ATM se provadi v na$i laboratofi u pacientti s diagnostikovanym
karcinomem prsu nebo ovaria, indikovanych na zakladé anamnézy ¢i vysledkli programu
BRCAPRO ke genetickému vySetfeni. Pfi prikazu mutace se dale provadi prediktivni
testovani v postizenych rodinach, které umoZnuje rozhodnout o predispozici
k nadorovému onemocnéni. U osob se zvySenym rizikem je pak mozné se zaméfit na
casnou diagnostiku nddorového onemocnéni nebo uvazovat o preventivnim chirurgickém

vykonu.
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SEZNAM ZKRATEK

Zkratka Plny nazev

aCGH array komparativni genomova hybridizace (array Comparative
genomic hybridization)

Alu repetitivni DNA sekvence obsazena v lidském genomu, ktera
patii do tfidy SINEs; pavodné popsédna jako sekvence citliva
k restrikéni endonukledze z organizmu Arthrobacterium luteus

ATM gen ATM (ataxia telangiectasia mutated)

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

BIC Breast Cancer Information Core

BRCA1 Breast Cancer gene 1

BRCAZ2 Breast Cancer gene 2

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

cDNA komplementarni DNA (complementary DNA)

C50 Ko6d MKN pro karcinom prsu

C55 Ko6d MKN pro karcinom ovaria

CHEK2 gen CHEK?2 (checkpoint kinase 2)

DCIS Duktalni karcinom in situ (Ductal carcinoma in situ)

ER Estrogenové receptory

FAM 6-karboxyfluorescein

FANCD2 gen FANCD?2 (Fanconi anemia, complementation group D2)

gDNA Genomova DNA

HBC Rodina s dédiénym syndromem karcinomu prsu (hereditary
breast cancer family)

HBOC Rodina s dédicnym syndromem karcinomu prsu a ovaria
(hereditary breast and ovarian cancer family)

HER2/neu Receptor pro epidermalni rustovy faktor (Human epidermal
growth factor receptor 2; znamy také jako ErbB-2)

HOC Rodina s dédicnym syndromem karcinomu ovaria (hereditary
ovarian cancer family)
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HR homologni rekombinace

IARC International Agency for Research on Cancer

IDC Invazivni duktalni karcinom

ILC Invazivni lobularni karcinom

ILDC Invazivni duktolobularni karcinom

LCIS Lobularni karcinom in situ

LINEs Rozptylené dlouhé repetice (Long interspersed elements)
LR-PCR long-range PCR

MKN Mezinarodni klasifikace nemoci

MLPA Multiple ligation-dependent probe amplification

MRNA messenger RNA

mut mutace /mutovana alela

NBS1 gen nibrin (Nijmegen breakage syndrome 1)

NHEJ Nehomologni spojoani koncti (Non-homology end joining)
PALB2 Partner and localizer of BRCA2

PCR polymerdzova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
PR Progesteronové receptory

RADS0 gen RAD 50

RING Motiv zinkového prstu (zinc-finger domain)

rpm Otacky za minutu (Revolutions per minute)

RT-PCR Zpétna PCR (Reverse transcription PCR)

SINEs Kratké rozptylené repetice (Short interspersed elements)
TAMRA 5(6)-carboxytetramethylrhodamine, succinimidyl ester
Tan anelacni teplota

TP53 gen TP53

uiCC Mezinarodni unie proti rakoviné

USA Spojené staty americké (United States of America)
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UBEO Ustav biochemi a experimentalni onkologie, 1. LF UK
wt normalni alela (wild type)
A delece
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