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1 ABSTRAKT 

Karcinom (ca) prsu je nejčastějším zhoubným nádorovým onemocněním v populaci žen v Evropě. 

Přibližně 5 – 10% případů připadá na jeho dědičnou formu, která se vyznačuje vysokou penetrancí, 

časným nástupem, zvýšeným rizikem rekurence a vznikem maligních onemocnění v dalších 

lokalizacích. Mutační analýzy vysoce rizikových pacientů identifikují kauzální mutaci v některém z 

nejvíce studovaných predispozičních genů (BRCA1, BRCA2, TP53, ATM, CHEK2, NBS1, PALB2) v méně 

než jedné třetině případů tohoto onemocnění. 

V poslední době byla, díky nástupu nových metod masivně paralelního sekvenování, 

charakterizována řada dalších predispozičních a kandidátních genů, ale výskyt jejich patogenních 

alterací se v jednotlivých geograficky odlišných populacích často liší. Významná část vysoce rizikových 

pacientů z rodin s dědičným ca prsu může reprezentovat nosiče populačně specifických nebo i 

privátních mutací. Většina doposud identifikovaných predispozičních genů, jejichž mutace 

predisponují ke vzniku ca prsu u vysoce rizikových osob, kóduje proteiny ovlivňující DNA reparační 

pochody, především pak reparaci dvouřetězcových zlomů DNA. Avšak mutační analýza byla 

provedena jen ve velmi malé části všech DNA reparačních genů. Lze předpokládat, že v doposud 

neanalyzovaných genech kódujících DNA reparační proteiny lze identifikovat raritní, ale klinicky 

významné genetické alterace způsobující nádorovou predispozici v postižených rodinách.  

Práce shrnuje analýzu genů predisponujících k ca prsu v české populaci vysoce rizikových pacientů 

s ca prsu, kteří byli negativně testováni na přítomnost mutací v genech BRCA1/BRCA2/PALB2. Tato 

analýza identifikovala trunkační mutace u 32 % pacientů. Pouze 9 % pacientů byli nosiči trunkačních 

variant v genech zahrnutých do současných klinických NGS panelů využívaných v predikci ca prsu. 

Výsledky práce také ukazují zvýšené zastoupení varianty c.1096_1099dupATTA v genu FANCL u 

vysoce rizikových pacientů. Tato skutečnost ukazuje, že FANCL (nebo spíše pouze tato varianta) může 

obsahovat novou predispoziční alelu pro ca prsu, jejíž významnost je nezbytné potvrdit většími 

studiemi. V rámci mezinárodní spolupráce byla provedena i analýza potencionálně patogenních 

variant genu ERCC2 ve vztahu k hereditární formě ca prsu, která poukázala na důležitý aspekt analýz 

nádorově-predispozičních genů z hlediska populačně a regionálně specifického hodnocení 

genetického pozadí. Dále byly identifikovány i trunkační varianty ve skupině genů cytochromu p450, 

které kódují enzymy metabolizmu steroidních hormonů, u 5 % pacientů s ca prsu. Proto může tato 

funkční skupina genů přispět k vysvětlení doposud neodhalené, chybějící dědičnosti ca prsu u vysoce 

rizikových pacientů, nicméně pro potvrzení této hypotézy, bude nezbytné provedení dalších studií. 

Klíčová slova: karcinom prsu, next-generation sequencing, DNA reparační geny, FANCL, ERCC2  
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2 SUMMARY 

Breast cancer (BC) is the most frequent cancer type in female population of Europe. Approximately 5 

– 10 % accounts for its hereditary form which is characterized by high penetrance, early onset, risen 

recurrence risk and development of other cancers. Mutational analyses of high risk patients identify 

a predisposing mutation in one of the most studied genes (BRCA1, BRCA2, TP53, ATM, CHEK2, NBS1, 

PALB2) only in less than one third of tested breast cancer patients. 

Lately, with the use of new methods of next-generation sequencing, a number of other susceptibility 

or candidate genes were characterized, but the incidence of their pathogenic alteration is often 

geographically different. A notable proportion of high risk patients from families with hereditary BC 

can represent carriers of population-specific, or private mutations. Most of the to date identified BC 

susceptibility genes codes for proteins involved in DNA repair, especially repair of double strand 

break DNA repair. Nevertheless the mutation analysis was conducted only on a small fraction of 

these DNA repair genes. We can expect that in the group of yet nontested genes coding for DNA 

repair proteins a rare, but clinically important genetic alterations predisposing to BC in affected 

families can be discovered. 

This work describes a comprehensive analysis of BC susceptibility genes in Czech high-risk BC patients 

negatively tested for mutations in BRCA1/BRCA2/PALB2 genes and identifies some truncating variant 

in 32% of analyzed patients and 9% of all patients were carriers of a truncating variant in the genes 

that are analyzed in the current clinical NGS panel for the BC risk prediction. Results also show an 

overrepresentation of the FANCL variant c.1096_1099dupATTA in high-risk patients, indicating that 

FANCL (or rather this variant alone) may represent a novel BC susceptibility allele, whose importance 

needs to be further clarified by larger studies. We have also performed an analysis of potentially 

pathogenic variants for hereditary breast cancer in ERCC2 gene within an international collaboration 

study which outpointed an important aspect of analyses of cancer-predisposing genes from the point 

of population- and region-specific evaluation of genetic background. Interestingly, in other analyzed 

genes, truncating mutations in the group of cytochrome p450 genes coding the enzymes of steroid 

hormones metabolism in 5% of BC patients were identified. Therefore, this functional group may 

contribute to the explanation of so far undisclosed missing heritability in some high-risk BC patients; 

however, further studies will be necessary to confirm this hypothesis. 

Key words: breast cancer, next-generation sequencing, DNA repair genes, FANCL, ERCC2 
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3 KARCINOM PRSU 

V České republice, jako i v ostatních státech Evropy, je karcinom (ca) prsu nejčastějším zhoubným 
nádorovým onemocněním žen (bez diagnózy C44). Incidence tohoto onemocnění z dlouhodobého 
hlediska narůstá (Novotvary 2014, ÚZIS, http://www.uzis.cz). V roce 2015 bylo zaznamenáno 7005 
nových případů onemocnění. Hrubá incidence se v roce 2015 pohybovala na hodnotě 123 
nemocných na 100 000 žen. Nejvyšší výskyt ca prsu u žen zaznamenáváme ve věkové skupině 60-65 
let. Pozitivní vývoj můžeme pozorovat při pohledu na statistiku zastoupení jednotlivých stádií 
onemocnění v době diagnózy, neboť se zvyšuje skupina pacientek, které byly diagnostikovány 
v časném klinickém stádiu nádoru (77,8 % ve stádiu I a II), které se vyznačují poměrně velkou 
úspěšností léčby. Z tohoto pohledu je velice přínosná identifikace rizikových osob a jejich zařazení do 
preventivního sledovacího režimu, tak aby bylo případné nádorové onemocnění zachyceno již 
v časném stádiu. Identifikace rizikových pacientů je možná pouze u dědičné formy ca prsu, která tvoří 
5-10 % všech případů tohoto onemocnění (Mateju et al. 2010, Pohlreich et al. 2012). 

4 GENY PREDISPONUJÍCÍ KE VZNIKU DĚDIČNÝCH FOREM KARCINOMU PRSU 

4.1 Geny s vysokou penetrancí 

4.1.1 BRCA1 

Protein BRCA1 se účastní buněčných pochodů zajišťujících genomovou stabilitu, včetně oprav 
dvouřetězcových zlomů DNA (DSB) pomocí homologní rekombinace (HR), procesu, který slouží i pro 
reparace meziřetězcových spojení DNA (interstrand crosslinks, ICL) v DNA v součinnosti s proteiny 
kódovanými geny Fanconiho anemie (FA geny; (Wang 2012). 

S ohledem na nádorovou predispozici jsou nejčastější nonsense mutace a malé inserce/delece 
způsobující posun čtecího rámce a následný vznik zkráceného proteinového produktu. Významná je i 
řada popsaných missense mutací, především v důležitých RING a BRCT doménách. Popisovány jsou i 
patogenní delece zahrnující větší část genu, kódující jeden i více exonů (Narod et al. 2004, Thompson 
et al. 2004, Caestecker et al. 2013).  

Průměrné kumulativní riziko ca prsu u nosičů mutací v genu BRCA1 v 70 letech věku se pohybuje 
kolem 65 % (95%; CI 44-78 %), ca ovaria 39 % (95% CI 18-54 %). Relativní riziko vzniku ca prsu má 
vrchol ve věkové skupině 30-49 let a následně klesá, zatímco u ca ovaria není u relativního rizika 
patrný výrazný trend. U nosičů mutací v BRCA1 genu stoupá incidence až do věku 45-49 letech, od 
kdy zůstává v podstatě konstantní (Antoniou et al. 2003). Bilaterální onemocnění u nosičů mutací 
v BRCA1 je poměrně časté. BRCA1-asociované nádory prsu se vyznačují vyšším gradingem a vykazují 
větší mitotickou aktivitu. Nádory jsou často ER-/PR-/HER2- (triple negativní), p53+, aneuploidní a 
histologicky vykazují častěji medulární charakter. Nádory BRCA1 nosiček mají imunohistochemický 
profil podobný sporadickým bazálním karcinomům (Lalloo et al. 2012, Mavaddat et al. 2012).  

Četnost vrozených mutací genu BRCA1 v ČR významně dominuje nad četností mutací v BRCA2 
(Machackova et al. 2008) (Pohlreich et al. 2005). Přibližně 11% germinálních mutací BRCA1 tvoří 
intragenové přestavby postihující jeden a nejčastěji několik exonů (Ticha et al. 2010) . 

 

4.1.2 BRCA2 

Patogenní mutace v BRCA2 jsou zodpovědné za přibližně 10% případů dědičného ca prsu (Walsh et al. 
2007). Podobně jako gen pro BRCA1 je BRCA2 ge poměrně velký a 27 exony rozprostřenými na 70 kb 
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genomové DNA kóduje protein o délce 3418 aminokyselin. BRCA2 obsahuje osm BRC repetic mezi 
aminokyselinovými zbytky 1009 a 2083, jednu DNA vazebnou doménu, tři oligonukleotid-vázající 
smyčky a tower doménu na C konci (Roy et al. 2012). 

Průměrné kumulativní riziko vzniku ca prsu u nosičky mutací BRCA2 ve věku 70 let je 45 % (95 % CI 
31-56 %), pro ca ovaria 11 % (2,4-19 %). Stanovené relativní riziko ca prsu mezi nosičkami mutací je 
vyšší v mladší věkové skupině (20-29 let) a s věkem se snižuje, naopak relativní riziko ca ovaria 
vzrůstá od čtyřicátého roku života do 59 let a následně klesá (Antoniou et al. 2003). Kromě toho, že je 
BRCA2 predispozičním genem pro ca prsu a ovaria, je i jedním z genů Fanconiho anemie (FA). 
Bialelické mutace BRCA2 způsobují FA, subtyp D1 (OMIM 605724) (Howlett et al. 2002). Dříve bylo 
předpokládáno, že bialelické mutace jsou embryonálně letální (Evers et al. 2006). 

 

4.1.3 Další geny s vysokou penetrancí 

Dalšími čtyřmi geny s vysokým rizikem ca prsu jsou TP53, PTEN, STK11, a CDH1.  

Gen TP53 byl poprvé identifikován v roce 1979 a je dnes velmi dobře znám pro častou přítomnost 
jeho somatických mutací u nádorových onemocnění. Dědičné zárodečné mutace jsou málo časté, ale 
způsobují Li-Fraumeni syndrom, který je příčinou vzniku nádorových onemocnění v dětském věku 
(sarkomy měkkých tkání, osteosarkom, leukemie, nádory mozku, gliomy a adrenokortikální 
karcinom), ale i ca prsu v raném věku. Více, než 70 % rodin klasifikovaných jako Li-Fraumeni vykazuje 
mutace v TP53 a přibližně 30 % žen s mutací vyvine ca prsu před 30. rokem života (Malkin et al. 
1990). Nicméně zárodečné mutace v TP53 jsou výrazně méně časté oproti mutacím v BRCA1 a 
BRCA2. Li-Fraumeni syndrom je zodpovědný za méně, než 0,1 % všech případů ca prsu (Lalloo et al. 
2012).  

Mutace v genech PTEN, STK11 a CDH1 predisponují k různým nádorovým syndromům. Proteinový 
produkt genu PTEN je tumorsupresorová fosfatáza negativně regulující proproliferační signální dráhu 
aktivace proteinkinázy B (Shen et al. 2007). Mutace v genu PTEN způsobují vzácný autozomálně 
dominantní dědičný Cowdenův syndrom (OMIM 158350), který zvyšuje riziko vzniku benigních i 
maligních tumorů prsu, štítné žlázy a endometria (Nelen et al. 1996). Nosiči mutací v PTEN mají 67-
85% životní riziko vzniku ca prsu (Ngeow et al. 2017) . 

Gen STK11 kóduje serin-threoninovou proteinkinázu podílející se na kontrole buněčné proliferace a 
polarity buňky. Dědičné mutace genu STK11 způsobují autozomálně dominantní Peutz-Jeghersův 
syndrom (PJS, OMIM 175200) charakterizovaný hamartomatózními intestinálními polypy, 
mukokutánní pigmentací a zvýšenou incidencí některých malignit, včetně ca tlustého střeva, ca prsu a 
ca ovaria (převážně mucinózní forma) (Walsh et al. 2016). Celoživotní riziko vzniku ca prsu se u nosičů 
mutací STK11 pohybuje mezi 45-50% (Rosenthal et al. 2017). 

Gen CDH1 kóduje transmembránový E-cadherin, který je důležitý protein pro buněčnou polaritu, 
motilitu a mezibuněčnou komunikaci. Mutace v CDH1 jsou zodpovědné za hereditární difúzní ca 
žaludku a autozomálně dominantní nádorový syndrom, který je asociovaný se zvýšeným rizikem 
vzniku lobulárního ca prsu. Nicméně byly nalezeny i rodiny s CDH1 mutacemi a výskytem ca prsu bez 
výskytu ca žaludku (Hemminki et al. 1997, Hemminki et al. 1998, Pharoah et al. 2001, Masciari et al. 
2007). Nosiči mutací v genu CDH1 mají přibližně 39-50% riziko vzniku ca prsu (van der Groep et al. 
2011, Rosenthal et al. 2017). 

RAD51C je kandidátním genem pro zařazení do skupiny genů s vysokou penetrancí, potvrzeno zatím 
ale bylo jen riziko vzniku ca ovaria, avšak význam tohoto genu k predispozici ca prsu je kontroverzní. 
RAD51C byl zařazen mezi geny pro Fanconiho anemii (FA). Bialelické mutace v RAD51C byly 
identifikovány u FA pacientů (FANCO podskupina) a následně byly i monoalelické alterace označeny 
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jako varianty způsobující vysoké riziko nádorů prsu/ovaria ve srovnání s rizikem u nosičů mutací 
v genech BRCA1/2 (Meindl et al. 2010, Vaz et al. 2010). Relativní riziko ca ovaria pro nosičky mutací 
v RAD51C ve studii Loveday a kol. vycházelo 5,88 což odpovídá > 9% kumulativnímu riziku ve věku 80 
let (Pelttari et al. 2011, Loveday et al. 2012). V české studii se vyskytovala mutace v genu RAD51C u 
1,2 % vysoce rizikových pacientek s ca ovaria (Janatova et al. 2015). V rámci velkých studií byly 
nalezeny nosičky mutací genu RAD51C i v rodinách s výskytem pouze ca prsu. Jednalo se především o 
pacientky s triple negativním karcinomem. Frekvence nosiček mutací RAD51C v těchto studiích jsou 
nízke (0,4 %) (Buys et al. 2017, Golmard et al. 2017). 

 

4.2 Geny se střední penetrancí 

CHEK2, ATM, BRIP1 a PALB2 jsou nejvíce studované geny se střední penetrancí, neboť jejich 
proteinové produkty se účastní reparace DNA a jejich funkce je úzce spjata s proteiny BRCA1 a BRCA2 
(Meijers-Heijboer et al. 2002, Renwick et al. 2006, Seal et al. 2006, Erkko et al. 2007, Southey et al. 
2010). 

Biochemické analýzy a asociační studie kandidátních genů v řadě populací dokazují, že PALB2 patří 
spolu s BRCA1 a BRCA2 mezi klíčové predispoziční geny karcinomu prsu. V průměru přispívají všechny 
mutace v PALB2 ke střednímu celoživotnímu riziku vzniku onemocnění, ale některé mutace v tomto 
genu jsou asociovány s rizikem vysokým (OR=7,46; 95%CI 5,12-11,19) což prakticky umožňuje zařadit 
patogenní mutace v PALB2 mezi varianty s vysokou penetrancí (Couch et al. 2017). Tyto mutace jsou 
srovnatelné s průměrným rizikem mutací v genu BRCA2 (Erkko et al. 2007, Foulkes et al. 2007, 
Janatova et al. 2013).  

Gen CHEK2 kóduje kinázu CHK2 kontrolující buněčný cyklus v odpovědi na přítomnost poškození DNA 
prostřednictvím fosforylace řady substrátů (včetně p53 a BRCA1). Varianta c.1100delC v genu CHEK2 
vytváří zkrácený protein se ztrátou jeho kinázové aktivity. V Severní Evropě je přítomna až u 1,1 % 
zdravých jedinců a u 5,5 % postižených familiární formou ca prsu. Relativní riziko u nosičů této 
varianty bylo stanoveno na 2,2 násobek (Meijers-Heijboer et al. 2002). Frekvence nosičů se značně 
liší mezi populacemi. V Nizozemí dosahuje 0,8 %, ve Finsku a Švédsku 0,7 % a 0,5 %. Nicméně 
v ostatních evropských zemích, Severní Americe a Austrálii málokde překračuje hodnotu 0,2 %.  

ATM je apikální kinázou, která ovlivňuje řadu procesů při opravách DSB aktivací kaskády zahrnující 
p53, BRCA1 a CHK2. Bialelické mutace v genu ATM způsobují vzácný syndrom Ataxia-teleangiectasa 
(A-T, OMIM 208900), charakterizovaný progresivní mozečkovou ataxií, imunodeficiencí a nádorovou 
predispozicí (Easton 1994, Savitsky et al. 1995). Ženy, nosičky heterozygotních mutací v ATM, 
nevykazují fenotypové znaky A-T, ale jsou ohroženy více než dvojnásobně zvýšeným rizikem vzniku ca 
prsu (Thompson et al. 2005, Renwick et al. 2006). Doposud byla identifikována řada predisponujících 
variant v genu ATM, včetně missense variant. Prevalence těchto variant se značně liší mezi 
populacemi z různých geografických oblastí. Penetrance ATM je přibližně 15 % (shrnuto v (Hollestelle 
et al. 2010, Lalloo et al. 2012). 

Gen BRIP1 (znám také pod označením BACH1) kóduje DEAH helikázu, která interaguje s BRCA1 a má 
na BRCA1 závislou roli v opravách DNA a kontrole buněčného cyklu (Peng et al. 2006). Výskyt 
trunkačních mutací v genu BRIP1 je méně častý, než u CHEK2 a ATM. Přibližně polovina nalezených 
mutací v BRIP1 tvoří nonsense mutace 2392C>T (R798X). Ostatní patogenní mutace představují malé 
inzerce a delece. Segregační analýzy ukázaly, že nosiči monoalelických mutací dosahují 
dvojnásobného relativního rizika vzniku ca prsu (Thompson et al. 2005). Dle novějších studií je 
význam mutací BRIP1 v predispozici k ca prsu (OR=1,28) minoritní oproti predispozici k ca ovaria 
(OR=8,13) (Rafnar et al. 2011). Jelikož se jedná o gen se střední penetrancí, kosegregace mutací 
v BRIP1 s nádorovým fenotypem je neúplná. BRIP1 byl zahrnut mezi FA geny v komplementační 
skupině J (FANCJ) u bialelických nosičů mutací. Fenotyp u FANC-J skupiny je odlišný od fenotypu 
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s bialelickými mutacemi v BRCA2 (FANCD1) s výskytem významně nižšího počtu nádorů dětského 
věku (Levitus et al. 2005, Levran et al. 2005, Litman et al. 2005, Seal et al. 2006). 

Bialelické zárodečné mutace genu NBN (NBS1) zvyšují chromosomální instabilitu genomu a jsou 
původcem Nijmegen Breakage syndromu (NBS, OMIM 251260). Nosiči mutací v NBN vykazují zvýšené 
riziko vzniku nádorových onemocnění, včetně ca prsu (Seemanova 1990, Seemanova et al. 2007). 
Varianta c.657del5 (c.657_661delACAAA) v genu NBN je nejčastější patogenní variantou, nalezenou u 
90 % pacientů s NBS. Výskyt této varianty byl studován v řadě populací, ale její významná asociace 
s onemocněním byla prokázána především ve slovanských populacích, kde bylo zjištěno 3,1-násobně 
zvýšené riziko ca prsu (Steffen et al. 2006, Bogdanova et al. 2008, di Masi et al. 2008). Novější 
publikace na populacích Německých a Severeoamerických ukazují na velice nízkou asociaci s ca prsu 
(OR=1,39) (Hauke et al. 2018), OR=1,27 (Couch et al. 2017).  

Mutace v genu RAD50 kódujícím další protein MRN komplexu jsou rovněž asociovány se zvýšeným 
rizikem ca prsu. Ve finské populaci byla jako „founder“ (neboli zakladatelská) mutace, identifikována 
varianta c.687delT, která zvyšuje riziko ca prsu čtyřikrát (Heikkinen et al. 2006). Další vzácná varianta, 
Q350X, byla identifikována v jedné rodině ve Velké Británii, nicméně asociace mezi touto mutací a 
onemocněním zůstává nepotvrzena (Tommiska et al. 2006).  

Role germinálních mutací MRE11 v patogenezi ca prsu zůstává nejasná. Potenciální klinická relevance 
MRE11 a celého MRN komplexu v tomto onemocnění je naznačena pozorováními, kdy basal-like 
nádory vykazují významné snížení exprese, či ztrátu proteinů MRN komplexu (Bartkova et al. 2008). 
Novější studie asociaci mutací v MRE11 s predispozicí k ca prsu spíše potvrzují (Damiola et al. 2014). 

Riziko vzniku ca prsu spojené s neurofibromatózou typu 1 (NF1, OMIM 162200) může být také 
středně zvýšeno (celoživotní riziko přibližně 17 %) (Wang et al. 2018). NF1 je relativně frekventní 
autosomálně dominantní onemocnění s úplnou penetrancí v rodině způsobenou mutacemi v genu 
NF1. Tento tumorsupresorový genkóduje neurofibromin, působící jako negativní regulátor 
aktivovaného Ras proteinu, zvýšením procesivity intrinzické GTPázové aktivity Ras. Pacienti 
s vrozenými mutacemi NF1 vykazují významně zvýšené relativní riziko vzniku gliomu, maligních 
nádorů periferních nervů, juvenilní myelomonocytové leukémie, rhabdomyosarkomu a 
feochromocytomu (Sorensen et al. 1986, Zoller et al. 1997, Airewele et al. 2001). 

 

4.3 Geny s nízkou penetrancí 

Geny s nízkou penetrancí zvyšují riziko vzniku ca prsu méně než dvojnásobně, ale frekvence jejich 
heterozygotních variant v obecné populaci je vysoká, mezi 10 a 90 % (Pharoah et al. 2008, Turnbull et 
al. 2008). Pomocí GWAS (Genome Wide Association Study) projektů bylo validováno přibližně 20 SNP 
na úrovni významnosti, která dosahovala prahu odpovídajícímu velikosti genomu (p < 5 × 10−7) 
(Trainer et al. 2011). Dnes známé varianty s nízkým rizikem odpovídají za přibližně 10 % rizika ca prsu 
v populaci, přestože mohou vysvětlovat větší podíl na dědičném onemocnění v rámci rodiny s historií 
ca prsu (Latif et al. 2010, Mavaddat et al. 2010, Turnbull et al. 2010). Důkladnější analýzy prokázaly, 
že tyto vzdálené varianty mohou mít vliv na distanční chromatinové interakce, které ovlivňují expresi 
genů vzdálených několik kilobází.  

 

4.4 Kandidátní geny a jejich charakterizace 

Přes recentní objevy genetických predispozic k ca prsu zůstává stále přibližně 70 % dědičného rizika 
nevysvětleno známými predispozičními faktory. Objev dalších predispoziční genů s podobným 
významem jako BRCA1, nebo BRCA2, není pravděpodobný, avšak lze předpokládat existenci, patrně 
mnoha, nových predispozičních genů s velmi nízkou frekvencí (<1:10-50 000) patogenních variant v 
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populaci. Jelikož většina z doposud identifikovaných genů se střední penetrancí, jejichž mutace 
zvyšují riziko vzniku ca prsu, se účastní oprav DNA, je pravděpodobné, že v této funkční skupině 
mohou být objeveny nové predispoziční geny. (Meijers-Heijboer et al. 2002, Seal et al. 2006, Erkko et 
al. 2007). Některé nádorové predispoziční geny (PTEN, ATM, STK11, NBN) byly identifikovány díky 
faktu, že jejich bialelické mutace způsobují autosomálně recesivní syndromická onemocnění, která 
mimo jiné zapříčiňují i predispozici k nádorovým onemocněním.  

První predispoziční geny pro ca prsu byly nalezeny pomocí vazebných studií a pozičního klonování. 
Některé geny se střední penetrancí, jako je CHEK2, PALB2 a BRIP1, pak byly nalezeny díky hledání 
v rámci omezeného množství vytipovaných kandidátních genů (Meijers-Heijboer et al. 2002, Seal et 
al. 2006, Rahman et al. 2007). V poslední době identifikované lokusy s nízkou penetrancí byly 
identifikovány pomocí celogenomových asociačních SNP studií. Extenzivní mezinárodní spolupráce 
s využitím nových technologií, jako je sekvenování nové generace, SNP a CNV (Copy Number 
Variation) arreye již objevily řadu nových genů s nízkou penetrancí a zřejmě ještě v budoucnu objeví. 
Nicméně riziko způsobené těmito novými faktory může být ještě nižší, než u již identifikovaných. 
Pomocí celogenomových asociačních studií (GWAS) bylo identifikováno více, než 100 
jednonukleotidových polymorfismů (Single-Nucleotide Polymorphism – SNP), které mírně zvyšují 
riziko ca prsu (Easton et al. 2007, Michailidou et al. 2013, Couch et al. 2015). Téměř všechny tyto SNP 
jsou nekódující a publikovaná data ukazují, že se některé z nich nacházejí v regulačních oblastech 
sousedních cílových genů a způsobují lehké změny v jejich expresi, jako je tomu např. u CCND1 
(French et al. 2013). Nebo ovlivňují posttranskripční regulaci, jako je třeba změna sestřihu u 
transkriptu genu TERT (Bojesen et al. 2013).  

 

5 PRACOVNÍ HYPOTÉZA A CÍLE STUDIE 

 V nedávné době byla charakterizována řada dalších predispozičních a kandidátních genů, ale 
výskyt jejich patogenních alterací se v jednotlivých geograficky odlišných populacích často liší. 
Významná část vysoce rizikových pacientů z rodin s dědičným ca prsu může reprezentovat 
nosiče populačně specifických nebo i privátních mutací. Většina doposud identifikovaných 
predispozičních genů, jejichž mutace predisponují ke vzniku ca prsu u vysoce rizikových osob, 
kóduje proteiny ovlivňující DNA reparační pochody, především pak reparaci dvouřetězcových 
zlomů DNA. Avšak mutační analýza byla provedena jen ve velmi malé části všech DNA 
reparačních genů. Lze předpokládat, že v doposud neanalyzovaných genech kódujících DNA 
reparační proteiny můžeme identifikovat raritní, ale klinicky významné genetické alterace 
způsobující nádorovou predispozici v postižených rodinách.  

 Cílem dizertační práce byla identifikace populačně specifických alterací genů predisponujících 
ke vzniku dědičné formy ca prsu v populaci pacientek s mnohočetným výskytem tohoto 
onemocnění v rodině. Analýza byla zaměřena také na otázku významu alterací v genech 
kódujících proteiny podílejících se na opravách genomové DNA. 

 Současně bylo cílem ověřit vhodnost zvolené metodiky sekvenování nové generace (NGS) pro 
identifikaci obecných i populačně specifických variant genů predisponujících k nádorovému 
onemocnění, v tomto případě hereditárnímu ca prsu. Navržen byl postup vlastního návrhu 
NGS panelu, který obsahuje jak známé predispoziční geny pro identifikaci nových, či 
populačně specifických variant, tak i geny kandidátní zvolené na základě jejich možné funkční 
spojitosti s tumorogenezí ca prsu. Především byl kladen důraz na geny účastnící se reparace 
genomové DNA. 

 Vybrané nově identifikované kandidátní varianty s možným významem pro predispozici k ca 
prsu nebo dalším nádorovým onemocněním byly analyzovány v populacích sporadických 
nebo vysoce rizikových osob.  
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6 METODY 

6.1 Soubor testovaných osob 

Analyzované vzorky byly vybrány z kolekce vysoce rizikových pacientů s ca prsu, kteří byli v naší 
laboratoři negativně testováni na přítomnost patogenních mutací v genech BRCA1 a BRCA2, nebo 
PALB2. Pacienti splňovali kritéria pro genetické testování (Bartoňková et al. 2003). Celkem bylo do 
studie zahrnuto 325 pacientů, kteří poskytli informovaný souhlas s analýzou. Pro identifikaci 
populačně specifických variant s ohledem na možné sekvenční varianty specifické pro dědičné 
onemocnění ca prsu jsme analyzovali 105 kontrolních vzorků žen bez nádorového onemocnění, které 
byly vybrány na základě věku (medián věku 71 let; 95% CI 34 – 95 let) (Kleibl et al. 2008). 

 

6.1.1 Rozšířený soubor pro analýzu variant genu FANCL 

V rámci studie byla nalezena rekurentní varianta genu FANCL, způsobující posun čtecího rámce. Pro 
vyšetření této varianty byl vyšetřen rozšířený soubor 502 vysoce rizikových pacientů s ca prsu, 693 
pacientů se sporadickým ca prsu a 664 nenádorových kontrol, které byly již dříve popsané (Mateju et 
al. 2010, Janatova et al. 2015). 

 

6.1.2 Soubor pro analýzu varianty c.657del5 genu NBN 

Delece c.657_661delACAAA v genu NBN byla identifikována u pacientky s ca pankreatu. K ověření 
doposud nejasné asociace mezi nosičstvím této varianty a vznikem ca pankreatu byl vyšetřen soubor 
241 pacientů s ca pankreatu.  

 

6.1.3 Kontrola koncentrace a kvality izolovaného genetického materiálu 

Koncentrace a čistota izolovaného genetického materiálu (DNA, RNA) byla stanovena na základě 
měření absorbance při vlnových délkách 260 a 280 nm na spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo 
Fisher scientific). Integrita izolovaného DNA i RNA byla ověřena elektroforeticky. RNA byla 
skladována při teplotě –80°C. 

 

6.2 Příprava sekvenačního panelu 

Vybrané geny pro sekvenování se sestávaly ze dvou překrývajících se skupin. První byla zastoupena 
ručně vybranými geny kódujícími proteiny, které se účastní reparace DNA a buněčné odpovědi na 
poškození DNA. Druhá skupina obsahovala geny zmiňované v souvislosti s ca prsu v databázi 
Phenopedia (Yu et al. 2010). Průnikem obou skupin vznikl konečný seznam 590 genů. Použitá SeqCap 
EZ Choice hybridizační knihovna (Leguen et al.) pro vychytání exonů a exon-intronových hranic 
cílových genů, pokrývala 96,8 % cílových bází. Sekvenování bylo úspěšně provedeno na 581 genech. 

 

6.3 Příprava NGS knihovny 

Sekvenování probíhalo na platformě SOLiD. Pro přípravu sekvenační knihovny byl použit 1 µg 
genomové DNA. Fragmentace DNA byla provedena ultrazvukem (Covaris S2, Covaris). Následně byly 
fragmenty genomové DNA opatřeny adaptorovými oligonukleotidy a amplifikovány procesem, při 
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kterém byly do molekul knihovny zavedeny tzv. barcodové oligonukleotidy. Takto modifikované 
molekuly DNA knihovny byly obohaceny o cílovou DNA (tzv. DNA enrichment, či sequence capture) s 
využitím hybridizačních prób (SeqCap EZ Choice Library, Roche). DNA hybridizovaná 
s biotinylovanými próbami byla izolována pomocí magnetických kuliček (M-270 Streptavidin 
Dynabeads, Thermo Fisher Scientific). Po eluci byla takto obohacená DNA použita jako templát pro 
PCR . Výsledná DNA knihovna byla kvantifikována pomocí fluorimetru Qubit (Life technologies). 
Distribuce délek fragmentů v rámci vytvořené DNA knihovny byla vyšetřena na Bioanalyzer 2100 
instrument (Agilent Technologies). DNA molekuly knihovny byly následně klonálně amplifikovány 
emulzní PCR a imobilizovány na povrchu sekvenačního skla. Pro sekvenování byla použita chemie 
SOLiD Opti Fragment Library Sequencing Kit. Sekvenování probíhalo po dobu 5 dnů s výtěžkem kolem 
400-500 milionů čtení o délce 50bp. 

 

6.4 Bioinformatická analýza 

Pro technickou kontrolu enrichmentu knihovny byla použita interní DNA kontrola. Varianty, které se 
v kontrolních vzorcích vyskytovaly mezi jednotlivými sekvenačními běhy s větší variabilitou byly 
hodnoceny jako náhodné sekvenační chyby a byly vyřazeny . Zároveň bylo v prvním běhu 
sekvenováno 6 kontrolních vzorků se známými mutacemi již dříve vyšetřovaných v naší laboratoři. 
Všechny kontrolní mutace u těchto vzorků byly nalezeny i pomocí NGS. 

Výstupem ze sekvenátoru SOLiD jsou sekvence jednotlivých čtení („readů“) v základním formátu 
FASTQ. Sekvenační data byla zpracována pomocí GATK (McKenna et al. 2010)) a Samtools. Data byla 
namapována na referenční genomovou sekvenci pomocí Novoalign (CS 1.01.08). Sekvenční duplikáty 
byly odstraněny pomocí aplikace Picard. Následovala úprava/filtrace kvalitativně odpovídajících čtení. 
V posledním kroku byla provedena funkční anotace sekvenčních dat umožňující přiřazení základní 
biologické resp. fenotypové informace k nalezené genotypové variantě (ANNOVAR (Wang et al. 
2010)). 

 

6.5 Analýza výstupních dat 

6.5.1 Prioritizace missense variant 

Missense varianty tvořily 2347 z celkových 4540 variant, tedy největší skupinu identifikovaných 
zárodečných alterací. Pro posouzení možného negativního vlivu varianty na strukturu a funkci 
výsledného proteinového produktu přispívajícího k predispozici k ca prsu byla učiněna prioritizace za 
použití pěti predikčních algorytmů. Byl použit algoritmus SIFT (Kumar et al. 2009), PolyPhen 
(Adzhubei et al. 2010), LRT (Doniger et al. 2008), Mutation taster (Schwarz et al. 2010) a PhyloP 
(Pollard et al. 2010) a dvě databáze sdružující genotypová data a odpovídající klinické charakteristiky 
(ClinVar, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/ a HGMD, http://www.hgmd.cf.ac.uk/). Za varianty, 
které by mohly být asociovány s predispozicí k ca prsu, byly považovány ty, které byly i) označeny 
všemi predikčními algoritmy jako patogenní (nebo bez určení), nebo ii) označeny za asociované 
s onemocněním v databázi ClinVar nebo HGMD. Číselně hodnotící predikční algoritmy CADD (Kircher 
et al. 2014) score a GERP (Cooper et al. 2005)byly využity ke kontrole výše popsané prioritizace. 

 

6.5.2 Statistická analýza 

Rozdíly mezi analyzovanými skupinami a podskupinami byly vyhodnoceny pomocí Pearsonova chi-
kvadrátového testu, nebo Fisherovým testem, pokud byl počet očekávaných událostí nižší, než šest.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
http://www.hgmd.cf.ac.uk/
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7 VÝSLEDKY 

7.1 Identifikace dědičných variant ve vybraných genech u rizikových pacientů s karcinomem prsu 
negativně testovaných na přítomnost mutací BRCA1/BRCA2/PALB2 (Lhota et al. 2016) 

Hlavní náplní práce byla identifikace v rozených genetických variant u vysoce rizikových nemocných 
s ca prsu, kteří byli v předchozích letech negativně testováni na přítomnost mutací v genech BRCA1, 
BRCA2, nebo PALB2. 

7.1.1 Trunkační varianty u pacientů negativně testovaných na přítomnost mutací v genech 
BRCA1, BRCA2 a PALB2 (Lhota et al. 2016) 

Pomocí panelového sekvenování 581 genů bylo následnou bioinformatickou analýzou identifikováno 
4 540 variant s nízkou populační frekvencí z celkového počtu 2 855 706 variant, které byly výstupem 
sekvenování 325 vysoce rizikových pacientů s ca prsu a 105 vzorků nenádorových kontrol. Průměrné 
sekvenačního pokrytí dosahoval 56,5× a 93 % sekvenované cílové DNA bylo pokryto minimálně 10x.  

V souboru 325 pacientů s ca prsu bylo nalezeno 4 053 variant (2 647 unikátních událostí), včetně 127 
trunkačních variant (87 unikátních), 34 inzercí/delecí neměnících čtecí rámec (22 unikátních), 2 347 
missense SNV (Single Nucleotide Variant, 1 599 unikátních) a 1 545 synonymních SNV (937 
unikátních). Primárně byla pozornost zaměřena na trunkační mutace, které byly identifikovány u 
105/325 (32,3 %) pacientů s ca prsu. Devatenáct pacientů byli nosiči více, než jedné trunkační 
varianty (Obrázek 1). Trunkační varianty byly dvojnásobně častější u pacientů bnež u kontrol (16/105; 
15.2%; p = 0.009). 

 

7.2 Rozšířená analýza výskytu varianty FANCL c.1096_1099dupATTA (Zemankova et al. 2016) 

Analýza vysoce rizikových pacientek s ca prsu v našem souboru odhalila zvýšený výskyt rekurentní 
varianty v genu FANCL c.1096_1099dupATTA, který nebyl následně dokumentován u vysoce 
rizikových pacientů v práci Pfeifer a kol v německém a makedonském souboru testovaných pacientů 
s BC a kontrol (Pfeifer et al. 2016). V reakci na tuto skutečnost jsme dále analyzovali 502 vysoce 
rizikových pacientů s ca prsu nebo ovaria (všechny BRCA1/BRCA2/PALB2 negativní), u kterých jsme 
nalezli dalších pět nosiček mutace c.1096_1099dupATTA s ca prsu do 40 let věku. Celkově byla tato 
varianta identifikována u 11/827 vysoce rizikových osob (1,3 %), představujících 11/805 vysoce 
rizikových žen (1,4 %).  

Pro identifikaci nosičů mutace c.1096_1099dupATTA u sporadických pacientů s ca prsu a dalších 
geograficky odpovídajících nenádorových kontrol jsme genotypovali 693 neselektovaných případů 
s ca prsu a 686 nenádorových kontrol (313 žen a 373 mužů). Analýza v těchto souborech odhalila tři 
nosiče v každé ze studovaných skupin s frekvencí 0,4 %. Frekvence této varianty oproti kontrolnímu 
souboru je tedy významně zvýšena u vysoce rizikových jedinců (p=0,039), nikoliv však u pacientů se 
sporadickým onemocněním (p=0,9).  

Od doby publikování hlavní publikace této dizertační práce (Lhota et al. 2016)(Příloha 5) jsme v rámci 
aplikace sekvenačního projektu CZECANCA (Soukupova et al. 2016) identifikovali dalších 8 nosičů této 
varianty (Zemankova et al. 2016). Ze všech identifikovaných nosičů této varianty s ca prsu, bylo 14 
s věkem v době diagnózy do 50. let (průměr 47.2 let (rozmezí 28–76 let). Zároveň jsme recentně 
identifikovali tři nosiče c.1096_1099dupATTA u pacientek s ca ovaria v nízkém věku. Oproti 
pozorování skupiny Pfeifer a kol., která nalezla pozitivní rodinnou anamnézu ca prsu pouze u jednoho 
nosiče, v našem souboru indikativní rodinou anamnézu ca prsu/ovaria mělo 39% (N=23) nosičů a 
pozitivní nádorovou rodinou anamnézu 65% (N=38) nosičů.  
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Obrázek 1: Přehled variant v 73 genech (řádky) ovlivněných nejméně jednou trunkační variantou (nonsense, frameshift, 
nebo sestřihová variant), které byly nalezeny u 105 pacientů (sloupce). Patologické charakteristiky nádorů (histologie a 
subtypy) a vybrané klinické charakteristiky (pacientky do 35 let, ca prsu u muže, výskyt familiárního nádorového 
onemocnění) jsou znázorněny v prvních čtyřech řádcích. Pacienti a geny jsou řazeni/y dle celkového množství 
nalezených variant, geny (geny pro Fanconiho anemii jsou vyznačeny červeně) jsou řazeny do skupin dle funkčního 
vztahu kódovaných proteinů následnovně: skupina genů kódující protein účastnící se reparace DNA (1); syntéza 
steroidních hormonů a jejich signalizace; imunitní odpověď (3); signalizace membránovými receptory (4); metabolizmus 
xenobiotik (5); membránový transport molekul (6); regulace buněčného cyklu a apoptózy (7); mezibuněčná komunikace 
(8); metabolizmus nukleotidů (9); ostatní procesy (10). 
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7.3 Identifikace a funkční analýzy ERCC2 mutací u pacientů s familiárním karcinomem prsu a 
ovaria (Rump. et al. 21016) 

Analýzou hereditárních variant u pacientů s ca prsu byly nalezeny dvě trunkační (p.V77Afs*4 u 1 
pacienta, p.F568Yfs*2 u 1 pacienta a 2 kontrolních osob) a 2 missense varianty (u dvou pacientů: p. 
Asp423Asn, p.Val611Ala) v genu ERCC2. V rámci mezinárodní spolupráce s laboratořemi v Technische 
Universität Dresden (Německo), Medical Genetics Center (MGZ) Munich (Německo), Cologne Center 
for Genomics (CCG, Německo), Vilnius University Hospital Santariskiu Clinics (Lotyšsko) a 
Masarykovým onkologickým ústavem Brno, byly tyto a další varianty ERCC2 hodnoceny z hlediska 
geograficko-populační významnosti a vlivu na funkci výsledného proteinového produktu (Rump et al. 
2016)(Příloha 5). Ve společné studii bylo celkem analyzováno 1345 osob s ca prsu nebo/a ovaria ze 
zmíněných zemí pomocí multigenového panelového sekvenování, při němž byly nalezeny rekurentní 
zakladatelské mutace v ERCC2, které byly funkčně validovány esejemi na buněčných liniích 
v německé skupině. 

V rámci celého souboru 1345 pacientů s ca prsu nebo/a ovaria byly nalezeny tři varianty posunující 
čtecí rámec (p.Val77fs, p.Phe568fs a p.Ser746fs), dvě varianty ovlivňující sestřih pre-mRNA (c.1903-
2A>G, c.2150C>G) a 20 missense variant s nízkou populační frekvencí. 

Zatímco 14 mutací bylo v rámci souboru unikátních (2 frame-shift, 1 sestřihová varianta, 11 
missense), 11 mutací (1 frame-shift, 1 sestřihová varianta, 9 missense) bylo nalezeno ve 43 
nezávislých rodinách. Nejčastěji se vyskytovala varianta p.Asp423Asn, identifikovaná u 8 nosičů 
v Litevském souboru a u jednoho z České republiky. Časté polymorfismy p.Lys751Gln a p.Asp312Asn 
byly nalezeny u 64 % vyšetřených případů. Jelikož byly tyto varianty označeny za funkčně irelevantní 
(Pabalan et al. 2010), nebyly zahrnuty do funkčního testování v rámci projektu. Mezi 20 raritními 
missense variantami je 13 variant predikovaných dle různých algoritmů jako patogenní. Další in silico 
evaluace konzervace (PhyloP) a kombinované predikce patogenity (CADD) silně podpořily závažnost 
těchto variant. 

Ve spolupracující laboratoři v Technische Universität Dresden bylo v rámci projektu testováno zatím 
11 variant (9 rekurentních a 2 unikátní varianty) pomocí funkčních analýz hodnotících kapacitu NER 
reparace a transkripce. 

Zatímco 6 z 11 BC/OC asociovaných variant ERCC2 testovaných v této studii zatím nebylo popsané ve 
spojitosti s onemocněním (AK zbytky 423, 450, 513, 536, 631, 746), 5 aminokyselinových zbytků bylo 
popsáno jako mutovaných u TTD: AK 461 (Botta et al. 1998), AK 487 (Viprakasit et al. 2001), AK 568 
(Zhou et al. 2010), AK 592 (Nishiwaki et al. 2004) nebo XPD AK 601 (Cleaver et al. 1999). Podle 
funkčních analýz nedokázaly čtyři varianty proteinu ERCC2 (p.Asp423Asn, p.Arg487Trp, 
p.Phe568Tyrfs a p.Arg631Cys) zvýšit funkční NER reportérového genu v plazmidu po UV ozáření, což 
naznačuje poškození reparační kapacity XPD/ERCC2. Zbývajících 7 testovaných variant si zachovávalo 
mírnou schopnost NER. Při analýze vlivu na transkripci byl detekován dominantně negativní vliv 
sedmi variant ERCC2 (p.Asp423Asn, p.Leu461Val, p.Arg487Trp, p. Asp513Tyr, p.Val536Met, 
p.Arg601Gln, p.Ser746fs) na expresi reportérového genu naznačující blokování transkripce. Celkem 
tedy 10 z 11 mutací vykazovalo snížení účinnost reparace excizí a/nebo sníženou schopnost 
transkripční aktivace. Nejvyšší dopad na funkci proteinu v tomto ohledu vykazovaly varianty 
p.Asp423Asn a p.Arg487Trp. 

 

7.4 Analýza varianty c.657del5 genu NBN ve vztahu ke karcinomu pankreatu (Borecka et al. 
2016) 

Zhodnocením klinických a histopatologických dat pacientů s ca prsu analyzovaných panelovým NGS 
(Lhota et al. 2016) bylo zjištěno, že se u 22 osob vyšetřovaného souboru pacientů nebo kontrol 



14 
 

vyskytovalo nádorové onemocnění jiné diagnózy, než ca prsu. Tito jedinci byli ze souboru 325 
pacientů pro analýzu predispozice k ca prsu vyřazeni. U jednoho z vyřazených vzorků ze souboru 
nemocných bylo zjištěno, že se jedná o vzorek pacientky s diagnózou duktálního adenokarcinomu 
pankreatu, u kterého jsme potvrdili přítomnost mutace c.657del5 v genu NBN.  

Pro analýzu frekvence této varianty v populaci pacientů s ca pankreatu a kontrolní populaci byla 
varianta c.657del5 genotypována u 241 neselektovaných pacientů s duktálním adenokarcinomem 
pankreatu. Mezi těmito pacienty bylo identifikováno 5 nosičů vyšetřované varianty (2,07 %). 
Frekvence této varianty v kontrolní populaci byla významně nižší (2/915), což naznačuje, že nosiči 
varianty c.657del5 mají vyšší riziko vzniku duktálního adenokarcinomu pankreatu (OR = 9.7; 95%CI: 
1.9–50.2; P = 0.006). Rodinná anamnéza ca pankreatu byla zdokumentována u jednoho z pěti nosičů 
mutace, další pacient vykazoval pozitivní nádorovou rodinnou anamnézu a třetí pacientka pak 
nádorovou duplicitu s ca pankreatu (ve 46 letech) a ca prsu (v 64 letech). (Borecka et al. 2016) 
(Příloha 5). 

 

7.5 Systém pro identifikaci sestřihových variant mRNA založený na amplikonovém NGS (Hojny et 
al. 2017) 

Řada germinálních variant postihuje konsensní setřihová místa a jejich důsledkem je vznik 
aberantních sestřihových izoforem mRNA. Tyto je nezbytné odlišit od přirozeně vznikajících 
alternativních mRNA izoforem. Pro identifikaci alternativních sestřihových variant byl navržen přístup 
založený na multiplexní PCR (mPCR) amplifikaci všech teoreticky možných exon-exonových spojení 
s následnou selekcí dle velikosti amplikonu a charakterizací pomocí NGS. Účinnost této metody byla 
prokázána na komplexním modelu analýzy alternativních sestřihových variant genu BRCA1 v lidských 
leukocytech, zdravé mamární tkáni, tukové tkáni a buňkách stabilních buněčných linií.  

Klíčovou částí této metody je navržení všech primerových párů pro jednotlivé přechody exonů tak, 
aby forward primer cílil na 3‘ oblast exonu a reverse primer na 5‘ oblast exonu následujícího. Pro 
takovouto analýzu BRCA1 bylo navrženo 45 primerů cílících 22 kódujících exonů kanonického 
transkriptu NM_007294 a dále i alternativní exony 11q a 13A. Primery byly použity pro amplifikaci 
cDNA v 31 mPCR reakcích. Produkty těchto amplifikací byly smíchány a následně byl proveden výběr 
krátkých amplikonů, odpovídajících zkráceným (alternativně sestřiženým) transkriptům, pomocí 
reverzibilní imobilizace na paramagnetických kuličkách. Z těchto PCR produktů byla připravena 
standardní NGS knihovna pro sekvenování na platformě Illumina. Bioinformatická analýza 
identifikovala fragmenty s příslušnými exon-exonovými spojeními a byl vytvořen katalog všech 
nalezených variant pro příslušnou tkáň/buněčnou linii.  

Celkem bylo tímto přístupem identifikováno 94 alternativních sestřihových variant BRCA1. Pouze 29 
variant bylo přítomno ve všech testovaných tkáních, což potvrzuje rozdílnou expresi sestřihových 
variant BRCA1 v jednotlivých tkáních (Orban et al. 2003, Colombo et al. 2014, Romero et al. 2015). 
Čtyřicet dva z celkových 94 nalezených variant doposud nebylo popsáno v předchozích studiích 
(Colombo,Romero,Orban). Tato metoda umožňuje vysoce citlivou a rychlou detekci alternativních 
sestřihových variant pro teoreticky libovolný gen. 

8 DISKUSE 

I přes omezené množství analyzovaných vzorků, zahrnujících 325 vysoce rizikových pacientek s ca 
prsu, nebylo 22/36 (61 %) unikátních trunkačních variant v DNA reparačních genech přítomno 
v databázi ExAc a frekvence pouze šesti variant (17 %) se nelišila mezi analyzovaným souborem a 
databází ExAc. Zároveň pouze 20/53 (38 %) unikátních trunkačních variant v genech neúčastnících se 
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reparace DNA bylo reportováno v databázi ExAc a frekvence 13 z nich (25 %) se nelišila mezi 
analyzovaným souborem a databází. Tyto nálezy naznačují, že i) alespoň některé trunkační varianty 
nemusí zásadně zvyšovat riziko ca prsu u svých nosičů a ii) že tento jev je pravděpodobnější u genů 
neúčastnících se reparace DNA. 

Zajímavým nálezem této práce je vysoká frekvence potenciálně patogenních variant v pěti FA genech 
(FANCL, FANCM, RAD51C/FANCO, FANCE, a BRIP1/FANCJ) v 16/325 (4,9 %) vysoce rizikových 
pacientech analyzovaných pomocí NGS. Nejčastěji identifikovaná trunkační varianta v naší studii byla 
varianta c.1096_1099dupATTA v genu FANCL, který kóduje ubikvitin ligázu zajišťující 
monoubikvitinylaci ID2, což je klíčovým krokem v aktivaci FA dráhy (Meetei et al. 2003). Varianta 
c.1096_1099dupATTA byla popsána jako jedna ze dvou patogenních mutací FANCL u pacienta bez 
evidentních hematologických abnormalit, který patřil do FA-L komplementační skupiny (Ali et al. 
2009). Mutovaný protein FANCL (p.T367Nfs*13) obsahuje aberantní řetězec dvanácti aminokyselin 
(který je o tři aminokyseliny delší, než wild type FANCL), který zasahuje do PHD/RING finger domény 
katalyzující ubikvitin ligázovou aktivitu FANCL. Ali a kol. zjistili pomocí funkční studie, že In vitro tato 
hypomorfní varianta snižuje vazbu FANCL s ostatními. Stejná varianta byla také identifikována u 
turkmenského pacienta s familiálním skvamózním ca jícnu (Akbari et al. 2011). Nedávno byly 
identifikovány další, bialelické mutace, FANCL u tří případů VACTERL syndromu (OMIM 192350), 
které ukazují těžké, nenáhodné malformace (Vetro et al. 2015). Zajímavé je, že bylo zatím popsáno 
pouze šest FA-L pacientů, což činí tuto komplementační skupinu velmi vzácnou.  

Naše výsledky ukazující vyšší zastoupení varianty c.1096_1099dupATTA mezi vysoce rizikovými 
pacienty s ca prsu, ale zároveň nízkou frekvenci mezi neselektovanými případy ca prsu a mezi 
nenádorovými kontrolami, což naznačuje, že tato varianta může představovat novou alelu 
predisponující k ca prsu. Jelikož frekvence této varianty v databázi ExAc (s nejvyšší frekvencí 
v latinskoamerické populaci: 1.2 % a nejnižší v jihoasijské: 0.02 %) se celosvětově významně liší, bude 
pro potvrzení vztahu této varianty k predispozici k ca prsu a jejímu možnému klinickému využití, 
potvrzení rozsáhlejšími sekvenačními studiemi. 

U genu FANCM, kódujícího DNA helikázu, která přispívá k formování kotevního FA komplexu, jsme 
nalezli čtyři trunkační varianty u pěti pacientů s ca prsu (věk diagnózy 35-57 let). Trunkační varianty 
FANCM byly nedávno popsány ve spojení s triple negativním ca prsu (Kiiski et al. 2014). U tří pacientů 
(žádní z nich s triple negativním nádorem) jsme identifikovali dříve popsanou nonsense variantu 
(c.5101C>T), nebo „exon skipping“ variantu c.5791C>T. U Obou těchto variant bylo dříve prokázáno 
zvýšení rizika vzniku ca prsu (OR=1,86-3,93) (Kiiski et al. 2014, Peterlongo et al. 2015). Zbývající dvě 
námi identifikované FANCM mutace zahrnovaly nonsense variantu c.1972C>T (u pacientky s luminal 
B subtypem ca prsu, jejíž matka a sestra trpěly bilaterálním karcinomem) a dosud nepopsanou 
variantu c.3979_3980delCA (u pacientky s mnohočetným výskytem ca prsu a kolorektálního ca 
v rodině). Asociace mezi kolorektálním ca a germinálními mutacemi v genu FANCM byla nedávno 
popsána v nádorové tkáni (včetně delece somatické wt alely), získané ze dvou nosičů varianty 
c.5791C>T (Smith et al. 2013). S ohledem na nejnovější studie a výsledky naší analýzy se zdá, že vztah 
trunkačních variant FANCM k predispozici k ca prsu, může být obdobný, jako je u trunkačních variant 
genu CHEK2 (Kiiski et al. 2014). 

Identifikovali jsme také tři nosiče mutací v genu RAD51C/FANCO (0,9 % pacientů, věk 32. 35 a 41 let). 
Mutace RAD51C byly původně popsány jako varianty predisponující k ca ovaria (Loveday et al. 2012), 
nicméně, poslední data poukazují také na predispozici k ca prsu (Couch et al. 2015). Dva ze čtyř 
pacientů s ca prsu byli nosiči nonsense mutace c.502A>T (p.R168X) a jeden sestřihové varianty c.905-
2_1delAG, která způsobuje deleci exonu 7 a posun čtecího rámce. Nedávno byly popsány dvě další 
patogenní varianty u dvou pacientek s ca ovaria (Janatova et al. 2015). Tato data naznačují, že 
mutace v genu RAD51C, mohou ovlivňovat až 1 % vysoce rizikových, BRCA1/BRCA2 negativních 
pacientů s ca prsu, nebo ovaria v české populaci. 
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V naší studii byli též identifikováni dva nosiči mutací ve FANCE a BRIP1/FANCJ s Her2+ ca prsu. Obě 
mutace byly dříve reportovány ve spojitosti s ca jícnu (Akbari et al. 2011) a triplenegativním ca prsu 
(Couch et al. 2015). 

Dále byly v rámci projektu nalezeny vzácné varianty v řadě dalších genů, kódujících DNA reparační 
proteiny (včetně ATM, CHEK2, BLM, WRN, RAD51D a XRCC4), účastnící se opravy dvouřetězcových 
zlomů DNA a které byly již dříve popsány ve spojitosti s ca prsu. Zároveň byla také identifikována řada 
variant v genech kódujících proteiny účastnících se ostatních DNA reparačních drah. Mimo jiné, je 
zajímavým kandidátnim genem EXO1, který kóduje exonukleázu zúčastněnou v množství různých 
procesů reparace DNA. Kromě dvou indel variant (u pacientek s ca prsu diagnostikovaných ve věku 29 
a 44 let), byla identifikována popsaná sestřihová varianta c.2212-1G>C (u pacientky s bazálním ca 
prsu s diagnózou ve 37 letech), která způsobuje in-frame deleci šesti aminokyselin účastnících se 
interakce EXO1 s MSH2 v průběhu procesu DNA missmatch repair (Rasmussen et al. 2000). V rozporu 
s naší analýzou RNA, popsali Wu a kolektiv tutéž variantu jako variantu posunující čtecí rámec u 
pacienta s hereditárním nenpolypózním karcinomem kolorekta (Wu et al. 2001). Přestože jsme 
nenalezli další PCR fragmenty při analýze RNA (resp. cDNA) z lymfocytů nosičky této mutace, nelze 
vyloučit přítomnost alternativních procesů sestřihu mRNA, jejichž produkty mohou být degradovány 
prostřednictvím nonsense mediated decay (NMD). V genu EXO1 jsme navíc identifikovali dvě 
prioritizované missense varianty (p.E109K a p.S369R) u pěti pacientů s ca prsu a pozitivní rodinou 
historií. U tří z nich došlo zároveň k rozvoji druhotného nádorového onemocnění (Hodgkinův lymfom, 
medulární ca štítné žlázy a ca ovaria). Kombinační analýza přítomnosti mutací v EXO1 a zároveň 
v dalších genech, zúčastněných např. v NER (nucleotide excision repair; ERCC2, ERCC6), naznačuje, že 
narušení těchto reparačních procesů může zvyšovat nádorovou predispozici, včetně predispozice ke 
vzniku ca prsu. Míra s jakou mohou tyto vzácné varianty přispívat k rozvoji ca prsu a dalších nádorů, 
bude nepochybně předmětem dalších studií. Takové bádání je nezbytné především pro geny, u 
kterých nebyly doposud nalezeny žádné dědičné varianty (např. MGMT). 

V rámci mezinárodní spolupráce byly nalezeny trunkační, potenciálně kauzální varianty výše 
zmíněného genu ERCC2. Krom významné funkce ERCC2 v NER opravách genomové DNA (Takayama 
et al. 1995), hraje tento protein důležitou roli v bazální buněčné transkripci jako součást 
transkripčního faktoru IIH (Singh et al. 2015). Nejlépe popsané dědičné onemocnění spojené 
s bialelickými mutacemi v ERCC2 je Xeroderma Pigmentosum, typ D (XPD, OMIM278730), syndrom 
charakterizovaný extrémní fotosenzitivitou kůže a časným vznikem kožních tumorů (Lehmann et al. 
2014). Proto je ERCC2 nadějným kandidátním nádorově predispozičním genem. Na druhé straně 
mohou bialelické mutace ERCC2 také vést k syndromům bez zvýšené predispozice k vývoji nádorů, 
například Trichothiodystrofie 1 (TTD; OMIM 601675) a cerebrookulofascioskeletální syndrom (COFS2; 
OMIM610756). Tyto skutečnosti naznačují, že ne všechny funkčně relevantní mutace ERCC2 zvyšují 
nádorovou predispozici u nosičů. Z výsledků tohoto projektu také vyplývá, že územně specifické 
soubory kontrol, přestože mohou být malé, jsou významnější a užitečnější, než řada globálních 
databází. Jelikož genotypová data umožňují lokalizovat geografický původ daného jedince v rozmezí 
stovek kilometrů (Novembre et al. 2008), měl by být termín „regionálně specifický“ definovaný jako 
„méně, než 300 km od místa náběru“. Proto mají regionálně specifické kontroly ještě větší 
významnost, než populačně specifické kontroly, neboť populace se mezi sebou mísí, obzvláště 
v regionech blízkých k hranicím. Například varianta p.Phe568fs byla zachycena pouze jednou 
v německém souboru pacientů s BC/OC a ani jednou mezi 1844 německými kontrolami. Na základě 
populačně specifických dat bychom byli nadšeni z takového nálezu. Nicméně tento německý pacient 
pocházel z Drážďan, vzdálených 118km od Prahy a stejná mutace byla nalezena dvakrát v malém 
souboru 105 nenádorových kontrol našeho Pražského souboru. Tato zjištění vyzdvihují význam 
regionálních kontrol a multinárodních studií pro spolehlivou evaluaci variant. 
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Za účelem identifikace genetických variant i u genů, jejichž proteinové produkty se neúčastní 
reparace DNA, bylo sekvenováno 448 genů, které byly zmíněny ve studiích, zabývajících se ca prsu. 
Podobně jako u DNA reparačních genů, byla pozornost zaměřena na přítomnost potencionálně 
škodlivých dědičných variant, které zahrnovaly trunkační mutace a sestřihové alterace. Takové 
varianty byly nalezeny u 48 genů. Dotčené geny byly ručně rozděleny do osmi funkčně příbuzných 
skupin. 

Nejčastější varianty (u 16 pacientů) byly nalezeny v genech, které kódují enzymy zúčastněné 
v syntéze steroidních hormonů, jejich obratu a v ERβ (ESR2), který zprostředkovává intracelulární 
signalizaci závislou na estrogenu. Tato skupina obsahovala především geny z rodiny cytochromu 
p450, jejichž produkty přispívají k biosyntéze estrogenu (CYP11A1, CYP17A1, CYP19A1), nebo jeho 
metabolismu (CYP3A5, CYP1A2), jak bylo shrnuto v (Blackburn et al. 2015). Jelikož estrogen a jeho 
metabolity ovlivňují vznik ca prsu prostřednictvím buněčné proliferace, mohou CYP geny účastnící se 
metabolizmu estrogenu přispívat k riziku vzniku ca prsu. Je s podivem, že přestože řada studií 
analyzovala polymorfizmy, nebo expresi CYP genů u pacientů s ca prsu, nebyla doposud učiněna 
žádná systematická mutační analýza těchto genů u nádorových pacientů. Varianty v CYP11A1 a 
CYP17A1 nalezené u pacientů s Her2+ ca prsu byly dříve popsány u homozygotů, nebo složených 
heterozygotů s adrenální insuficiencí (Hiort et al. 2005) a kongenitální adrenální hyperplazií (OMIM 
201910) (Hwang et al. 2011). Hopper a kol. popsali heterozygotní mutaci p.R239* v genu CYP17A1 u 
tří BRCA1/2 negativních mladých sester s ca prsu a hypotetizují, že tato varianta je zodpovědná za 
dominantně dědičný a pravděpodobně vysoce rizikový ca prsu (Hopper et al. 2005). V našem souboru 
byla také nalezena varianta v genu NQO2, kódující chinon reduktázu, která eliminuje chinony 
estrogenu zodpovědné za karcinogenezi způsobenou estrogenem (Gaikwad et al. 2009). U jednoho 
pacienta byla nalezena mutace v genu ESR2, který kóduje Erβ s antiproliferativní signalizací (Caiazza 
et al. 2015). Velké zastoupení pacientů s konstitutivními mutacemi v genech metabolizmu steroidních 
hormonů podporuje hypotéza Hopper a kol. (Hopper et al. 2005), který navrhuje, že kauzální mutace 
v genech metabolizmu steroidních hormonů, mohou představovat nový patofyziologický 
mechanizmus spojující genetické a environmentální interakce s nádorovou predispozicí. 

Jedním z vedlejších vědeckých poznatků této práce a podnětu k dalšímu studiu je náhodný nález 
varianty c.657del5 v genu NBN u pacienta s ca pankreatu a následná analýza na rozšířeném souboru 
pacientů s tímto onemocněním a na kontrolní nenádorové populaci. Doposud nejvyšší frekvence 
nosičů mutace v genu NBN (3,7 % pacientů) byla nalezena u pacientů s ca prsu ze střední a východní 
Evropy (Gorski et al. 2003). Pozdější metaanalýzy ukázaly, že c.657del5 je středně penetrantní alela 
pro ca prsu (OR = 2.51; 95%CI: 1.68–3.73) a lymfom (OR = 2.93; 95%CI: 1.62–5.29) a zároveň silně 
zvyšuje riziko ca prostaty (OR=5.87; 95%CI: 2.51–13.75) (Gao et al. 2013). Asociace germinálních 
mutací v NBN s predispozicí k ca prsu vedla k zahrnutí NBN do NGS analýz pomocí multinádorových 
sekvenačních panelů (Couch et al. 2015). Zatímco ve dvou studiích analyzujících varianty pomocí 
panelového testování u pacientů s ca pankreatu nebyly nalezeny žádné trunkační mutace v genu NBN 
(Grant et al. 2015, Roberts et al. 2016), v práci Hu a kolektivu byla nalezena jednou varianta 
c.657del5 mezi96 pacienty (Hu et al. 2016). Recentně provedla skupina Lener a kol. analýzu deseti 
prevalentních zakladatelských mutací v genech BRCA1, CHEK2, PALB2 a NBN (vč. c.657del5) u 383 
pacientů s ca pankreatu a nalezli 8 nosičů této mutace (2,09 %), což naznačuje zvýšené riziko ca u 
nosičů varianty c.657del5 v polské populaci (OR = 3.8; 95%CI: 1.68–8.60)(Lener et al. 2016). Naše 
výsledky a výsledky práce Lener a kol. naznačují, že varianta c.657del5 může být nová predisponující 
alela význammně zvyšující riziko ca pankreatu. Kombinované OR vypočtené ze souhrnného počtu 
vzorků naší a Lener a kol. práce (624 pacientů s ca pankreatu – 13 nosičů varianty c.657del5 a 4915 
kontrol – 24 nosičů) činí 4,33 (95%CI 2.2–8.56; p<0.001) (Borecka et al. 2016). Nicméně bude 
zapotřebí dalších studií s většími soubory testovaných osob včetně segregačních analýz pro potvrzení 
našeho pozorování. 
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Výsledky této práce byly východiskem pro vývoj klinicky aplikovaného panelu CZECANCA (CZEch 
CAncer panel for Clinical Application) (Soukupova et al. 2018) sloužícího pro identifikaci kauzálních 
variant u jedinců z rodin s výskytem hereditárních nádorových onemocnění. Při vývoji jsme uplatnili 
zkušenosti a optimalizované postupy designu, laboratorní metodiky i bioinformatické analýzy 
panelového sekvenování, které je předmětem předkládané práce. CZECANCA panel je od roku 2015 
využíván klinickými genetickými laboratořemi v České republice, které se podílejí na tvorbě koncensu 
zpracování a interpretace sekvenačních dat prostřednictvím pravidelných pracovních setkání.  

Do současné doby se do projektu CZECANCA zapojilo 8 laboratoří a bylo vyšetřeno více, než 5 tisíc 
klinických a výzkumných vzorků. Podařilo se tak posunout genetické vyšetřování nádorových heredit 
od několikagenového testování k multigenové analýze zajišťující úspěšnější identifikaci kauzální 
predispozice u vysoce rizikových rodin, kterým lze nabídnout terapeutickou a preventivní péči. 
Především se nyní díky projektu CZECANCA daří unifikovat poskytovanou péči genetického testování 
z hlediska kvality, rozsahu vyšetřovaných genů a především klinické interpretace. 

9 ZÁVĚR 

Incidence ca prsu má v České republice trvale rostoucí tendenci. Vznik tohoto nádorového 
onemocnění je následkem hromadění alterací genů, které jsou z většiny účastny v reparaci genomové 
DNA a regulaci buněčného cyklu. Za významnou část hereditárních případů ca prsu jsou zodpovědné 
dědičné alterace genů BRCA1 a BRCA2 a několika málo dalších genů s vysokou, či střední penetrancí. 
Značná část případů tohoto onemocnění však zůstává bez objasněné genetické příčiny. 

Cílem práce byla identifikace alterací genů predisponujících ke vzniku dědičné formy ca prsu v české 
populaci pacientek s mnohočetným výskytem tohoto onemocnění v rodině. Analýza byla zaměřena 
také na otázku významu alterací v genech kódujících proteiny podílejících se na opravách genomové 
DNA. 

Předkládaná práce shrnuje obsáhlou analýzu genů predisponujících k ca prsu v české populaci vysoce 
rizikových pacientů s ca prsu, kteří byli negativně testováni na přítomnost mutací v genech 
BRCA1/BRCA2/PALB2. Tato analýza identifikovala trunkační mutace u 32 % pacientů. Pouze 9 % 
pacientů byli nosiči trunkačních variant v genech zahrnutých do současných klinických NGS panelů 
využívaných v predikci ca prsu. Výsledky práce také ukazují zvýšené zastoupení varianty 
c.1096_1099dupATTA v genu FANCL u vysoce rizikových pacientů. Tato skutečnost ukazuje, že FANCL 
(nebo spíše pouze tato varianta) může obsahovat novou predispoziční alelu pro ca prsu, jejíž 
významnost je nezbytné potvrdit většími studiemi. Dále je zajímavé, že byly identifikovány i trunkační 
varianty ve skupině genů cytochromu p450, které kódují enzymy metabolizmu steroidních hormonů, 
u 5 % pacientů s ca prsu. Proto může tato funkční skupina genů přispět k vysvětlení doposud 
neodhalené, chybějící dědičnosti ca prsu u vysoce rizikových pacientů. Z práce vyplynul i vedlejší 
projekt, při kterém byla po vyšetření rozšířeného souboru identifikována varianta c.657del5 genu 
NBN jako potencionálně predispoziční pro ca pankreatu. Nicméně pro potvrzení výše uvedených 
hypotéz, bude nezbytné provedení dalších studií, převážně z důvodu omezených počtů testovaných 
osob. Výsledky projektu byly také součástí mezinárodní spolupráce evaluující varianty genu ERCC2, ze 
které vyplynula jasná potřeba vyšetřování genetického pozadí pomocí sekvenačních projektů 
kontrolních osob a multinárodních studií pro spolehlivou evaluaci variant. Práce potvrzuje vhodnost 
zvoleného přístupu panelového NGS pro identifikaci obecných i populačně specifických variant genů 
predisponujících k nádorovému onemocnění, v tomto případě hereditárnímu ca prsu a zároveň 
identifikaci možných nových kandidátních genů. Zkušenosti nabyté při vývoji a analýze dat tohoto 
projektu byly úspěšně implementovány v rámci klinické aplikace panelu CZECANCA, který je 
v současnosti významným diagnostickým nástrojem pro vyšetření hereditárních nádorových 
syndromů v České republice. 
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