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ABSTRAKT

Predmétem bakaldiské prace bylo zpracovat piehled nédorovych syndromii
u ¢loveka. Prace je zaméfena na nékteré vyznamné geny, jez zpusobuji predispozici
k nadorovému onemocnéni. Studovany byly tyto geny: BRCA1, BRCA2, BLM, ATM,
PAL2, rodina geni RAD51,CHEK2, TP53, MSH2, MLH1, Rbl, CDK4, CDKN2A,
APC. Jsou zde také uvedeny nékteii hlavni zastupci dédicnych nadorovych syndromi
se zaméefenim na symptomy a dlouhodobé sledovani nemoci. Popsany byly tyto
nemoci: Ataxia-teleangiektasia, Bloomuv syndrom, Syndrom Li-Fraumeni,
familiarni adematozni polypoza a syndrom hereditarniho karcinomu prsu a ovarii.
Prace se také zabyva metodami detekce mutaci v ramci genetické diagnostiky, kde
hraje dtlezitou roli zejména sekvenovani nové generace.

Kli¢ova slova: dédiény nadorovy syndrom, Familiarni adenomatdzni polypdza,
Syndrom hereditarniho karcinomu prsu a ovarii, Syndrom Li-Fraumeni, Ataxia

-teleangiektasia, nadorova diagnostika, tumor supressorovy gen

ABSTRACT

The subject of this thesis is an overview of cancer syndromes in humans. The thesis
focuses on some of the major genes that cause a predisposition to cancer. These
genes were studied: BRCAL, BRCA2, BLM, ATM, PAL2, RAD51 paralogs, CHEK2,
APC, TP53, MSH2, MLH1, Rbl, CDK4, CDKN2A. There are also presented some
major representatives of hereditary cancer syndromes with a focus on the symptoms
and long-term monitoring of the disease. These diseases were described: Ataxia-
telangiectasia, Bloom syndrome, Li-Fraumeni syndrome, familial adenomatous
polyposis and Hereditary breast and ovarian cancer. The thesis also deals with
methods of detection of mutations within genetic diagnosis, in which especially New
generation sequencing plays an important role.

Keywords: BRCA, hereditary cancer syndrome, Familial adenomatous polyposis,
Hereditary breast and ovarian cancer, Li-Fraumeni syndrome, Ataxia-teleangiektasia,

tumor diagnosis
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1. UOVOD

Rakovina je jednou z nejobavanéjsich nemoci, a to z divodu bolestivého prubéhu,
naro¢né, vysilujici a Casto neucinné 1€cby a moznosti recidivy. U rakoviny dochazi
ke vzniku zhoubnych bungk, které maji schopnost pronikat do jinych tkani a vytvaret
tam metastazy. Dochézi tak k poSkozeni funkce postizeného organu a ke zméné jeho
morfologie. Pfi¢inou postupného nartstu vyskytu rakoviny postihujici somatické
bunky je akumulace genetickych zmén v bunéénych genech v priabéhu Zivota
a zvysujici se pramérny vék doziti. AvSak hereditarni rakovina, na kterou je tato
prace zaméfena, postihuje jiz zarodecné buniky a mutace je tak obsazena v genotypu
od narozeni (Altaner, 2008).

Hlavnimi znaky dédi¢ného nddorového onemocnéni jsou maligni nadory urcit¢ho
typu pfitomny ve vice generacich, nddory v mladém véku a viceCetné primarni
malignity (Slaby et al., 2014).

Vyskyt rakoviny u ¢eské populace se fadi k nejvySSim na svété a stale roste
vzhledem k zvySujicimu se véku populace a demografické struktufe. V prub¢hu let
doslo ke zlepseni prevence, a to diky narodnim screeningovym programiim, které
zahrnuji zejména mamografické vySetieni a kolorektalni a cervikéalni screening.
Od roku 2014 doslo ke spusténi systému adresného zvani do téchto programi, coz
zajistilo zménu organizovanych screeningovych programt na populaéni (IBA MU,
2014).

Zakladem 1éCby je genetickd diagnostika, ktera zavisi na rtznych sledovanych
parametrech. U nadorovych syndromu jsou indikovany testy, které urcuji genové
puvodce jednotlivych typl rakovin. Toto vySetfeni je vSak predepsano
az po dosaZeni plnoletosti. Prenatalni diagnostika se provadi obecné jen vzacné, a to

na specializovanych pracovistich (Altaner, 2008).



2. CILE PRACE

Cilem této prace je vytvofit souhrn novych poznatki z rdznych studii
0 nejcastéjSich dédicnych nadorovych systémech u Clovéka, zaméfit se na jejich

geneticky podklad a moznosti detekce a popsat vybrana nadorova onemocnéni.
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3. DEDICNOST NADOROVYCH SYNDROMU

Z celkového vyskytu rakoviny zaujimaji nddory vzniklé na zdklad¢ dédicné
predispozice jen 10 %, ostatni nadory se vyskytuji sporadicky a jejich pii¢inou jsou
nahromadéné somatické mutace, na jejichz vzniku se podili i nevhodny Zivotni styl.
Dé&dicna predispozice neboli zvySena vnimavost ke vzniku ur¢itého nddoru vznika jiz
Vv zarode¢né bunce - ve vajicku ¢i spermii. Dochazi zde k zarode¢né mutaci, ktera je
nasledn¢ obsazena v kazdé télni bunice postizené¢ho jedince. Tato mutace posSkozuje
vSak jen jednu zalel genu. Druhd alela je zdrava a funkce jejiho produktu je
zachovana jen po urcitou dobu. Pokud totiz dojde k poSkozeni i druh¢ alely, objevi se
1 urcity typ rakoviny, za ktery je mutace zodpovédna. Jelikoz je mutace obsazena

i Vv pohlavnich bunkach, predispozice se pienasi i na potomka (Altaner, 2008).

4. GENY ZPUSOBUJiCi HEREDITARNi NADOROVE
SYNDROMY

Mutace zpusobujici dédi¢né nadorové syndromy jsou pfitomny jiz v zarode¢né
linii buné€k, coz zajistuje urcité predispozice k rakoviné. Riziko vzniku naddorového
onemocnéni zavisi na konkrétnim genu, ktery je poSkozen a také na typu mutace.
Typl mutaci u jednotlivych genl je velké mnozstvi a je odhadovéano, ze vétSina
Z nich jest¢ nebyla odhalena. Geny, které zptsobuji dédicny typ rakoviny, jsou casto
zapojeny V signalizaci poskozeni DNA, nebo mohou byt zasadni p¥imo pro rizné
mechanizmy opravy DNA. VétSina takto poSkozenych gent jsou podkladem pro

vznik vice raznych typt nadord.
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4.1 BRCA1 a BRCA2

4.1.1 Charakteristika a lokalizace genu BRCA1 a BRCA2

Zkratka geni BRCA1 a BRCA2 je odvozena od oficialniho anglického nazvu
breast cancer 1 a breast cancer 2 (GHR, 2015). Gen BRCA1 se sklada z 24 exoni

a nachazi se na dlouhém raménku chromozomu 17 na pozici 17q21 (Obr. 1).

17q21

o o gz o
& ¥y r ¥ ¥
™~ S ool

Obr. 1 Lokalizace genu BRCA1: dlouhé raménko 17. chromozomu na pozici
17921 (GHR, 2015)

Vétsina sekvenci tohoto genu neni u savcd pfili§ konzervovana, ale i piesto zde
najdeme dvé vysoce konzervované domény, a to doménu: BRCA1 C Terminal
a N-terminal RING.

Domény dulezité pro funkci BRCAL proteinu jsou: RING finger domain, doména
signalu jaderné lokalizace (NLS domain, Nuclear Localisation Signal domain) a C
konec BRCA1, ktery se sklada ze dvou tandemové uspofadanych prvki nazyvanych
BRCT (BRCAL C- terminal) - (Obr. 2) - (Banerjee, 2007).

AA5-98 A4200-300 AA 1685-1859
RING Finger = NLS3 BRCT

Obr. 2 Lokalizace dulezitych domén pro funkci genu BRCAL (Banerjee, 2007)
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RING finger domain je zodpovédnd za interakci proteinu s dalSim proteinem,
Vv tomto piipadé s proteinem BARD1 (BRCA1l Associated RING Domain 1),
a vyskytuje se u mnoha proteini DNA reparace. NLS doména je dulezitd pro
hromadéni proteinu do ruznych ohnisek v jadie béhem S faze. BRCT je transkripéné
aktivacni doména, na kterou se vazou fosforylované proteiny, které jsou spojené
s odpovédi bunky na poskozeni DNA (Banerjee, 2007).

Gen BRCA2 se skldda z27 exoni a nachazi se na dlouhém raménku 13.

chromozomu na pozici 13q12.3 (Obr. 3).

B ¥ 8 ¢ E 8 F § 8
T §EF ;g EEG

Obr. 3 Lokalizace genu BRCA2: dlouhé raménko 13. chromozomu na pozici
13g12.3 (GHR, 2015)

Podobné jako u BRCA1 nalezneme i u tohoto genu transkripéni aktivaéni doménu
N-terminal BRCA2. Exon 11 koduje 8 konzervovanych BRC repetic (BRCA
C-terminal repeats). V C konci genu se nachazi doména vazajici DNA a dva signaly
jaderné lokalizace (NLS, Nuclear Localisation Signal) - (Obr. 4) - (Guénard
and Durocher, 2010).

BCR repeats NLS
(1009-2082) (3263-3269 and 3381-3385)
Transactivation DNA-binding domain
domain (2478-3185)

(18-105)

Obr. 4 Lokalizace dilezitych domén genu BRCA2 (Guénard and Durocher, 2010)
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4.1.2 Funkce genu BRCA1 a BRCAZ

Oba geny BRCAL a BRCA2 se podileji na udrzovani stability genomu (Apostolou
and Fostira, 2013). Tumor supresorovy gen BRCAL1 koduje jaderny fosfoprotein,
na ktery se jako na leSeni navazuji dalsi tumor supresorové proteiny, a tim vznika
BRCA1 genomovy kontrolni komplex (BASC, BRCAZl-associated genome
surveillance complex) - (Obr. 5) - (Futaki and Liu, 2001).

ATM
X /Fancpz )
p PO
R é;; y
BRCA1 ' MSH 2/3/6 DNA
—» damage
repair
Apoptosis
Cell-cycle arrest
TRENDS in Molecular Medicine

Obr. 5 Hypoteticky model BASC (Futaki and Liu, 2001)

ATM (ATM serine/threonine kinase) a ATR (ATR serine/threonine kinase) fosforyluje BRCAL (breast cancer 1) zde sehrava
roli i CHK2 (checkpoint kinase 2). Soucasti BASC komplexu je i komplex RAD50 (RAD50 double strand break repair protein)
— MRE11 (meiotic recombination 11 ) — NBS1 (nibrin), BLM (Bloom syndrome, RecQ helicase-like) a MSH 2, 3 a 6 (mutS
homolog). RAD51 (RAD51 recombinase) nezavisle interaguje s BRCAl a s BRCA2. FANCD2 (Fanconi anemia
complementation group D2) je také pravdépodobné spojen s timto komplexem. Tyto interakce jsou zapojeny bud’ v reakci

na poskozenou DNA, nebo v jeji opravé. Zatimco interakce s pRb a p53 vedou k apoptoze.

Tento komplex pak organizuje rizné Signalni snimace poskozeni DNA, jako je
naptiklad ATM (ATM serine/threonine kinase), koordinuje opravné efektory, jako
jsou Mismatch opravné proteiny a mobilizuje senzory poSkozené DNA, jako je
BLM helikaza (Bloom syndrome, RecQ helicase-like) - (Futaki and Liu, 2001).

Konkrétné BRCAL1 napiiklad interaguje s RAD51 proteinem (RAD51

recombinase), ktery se podili na homologické rekombinaci (Scully et al., 1997). Dale
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s RAD50 (RAD50 double strand break repair protein) — MRE11 (meiotic
recombination 11) — NBS1 (nibrin) proteinovym komplexem 52, ktery je spojeny
s nehomolognim spojovanim (NHEJ, non-homologous end joining), homologni
rekombinaci a meiotickou rekombinaci (Zhong et al., 1999). Dilezita je také
interakce BRCAL1 s BRCA2, ktery se vaze ptimo na RAD51 (Chen et al., 1999).
BRCAL také aktivuje kontrolni body buné¢ného cyklu (Wang et al., 2000).

BRCA2 se podili na homologni rekombinaci, ktera zajistuje opravu DNA
dvoufetézcovych zloma (double-strand DNA breaks) - (Apostolou and Fostira,
2013). Genovym produktem BRCAL je p220, protein pusobici jako E3 ubikvitin
ligaza, ktera je soucasti komplexu s BARD1 (BRCA1 Associated RING Domain 1).
Tento komplex pak piasobi jako tumor supresor, coz znamena, ze se podili
na regulaci buné¢ného déleni (Silver and Livingston, 2012).

Nejcastéji mutovanymi oblastmi genu BRCA1 jsou pak domény N-terminalni
RING a C-terminalni repetice BRCT. Existuji také diikazy o tom, ze funkce BRCAl
mize byt také ovlivnéna diferenciaci epitelu mlééné zlazy (Silver and Livingston,
2012). BRCAl je také =zapojen v transkripéni regulaci receptorti estrogenu
a progesteronu. Typy rakoviny prsu s mutaci v genu BRCA1 byvaji proto obvykle
estrogen-receptor negativni narozdil od nadort s mutaci v genu BRCA2 , kde se tyto

receptory exprimuji (Katiyar, 2006; Apostolou and Fostira, 2013).

4.1.3 Mutace v genech BRCA1 a BRCA2

Mutace BRCA1 a BRCA2 jsou odpoveédné za Sirokou skalu familiarnich nadort
zahrnujicich rakovinu prsu, vajeénikt, slinivky, ZluCovych cest, prostaty, ktze
a tlustého stieva (viz Kap. 5) - (Foretova and Machackova, 2011). Prototypické
mutace BRCAI-BRCA2 ptedstavuji velmi vysoké celozivotni riziko zejména pro
rakovinu prsu, a to v rozsahu 55-58 % pro BRCAL a 35-60 % pro BRCAZ2,
ve srovnani se zhruba 10% popula¢nim rizikem (Bogdanova, Helbig, Dork, 2013).
Kromé toho maji nositelé mutace BRCA1 pravdépodobnost vzniku rakoviny
vajecnikti 30 — 40 % do 70 let véku (O’Donovan and Livingston, 2010). American
Cancer Society dokonce uvadi riziko jesté vyssi, a to 35-70 %. U Zen s mutaci
v BRCA2 je riziko odhadovano na 10-30 %. Ve zdravé populaci je riziko vyc€isleno

na méné nez 2 % (American Cancer Society, 2015). Na riziko rakoviny prsu
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a vajecnikii mohou mit vliv i dal§i geny a jejich varianty, jako jsou napiiklad
jednonukleotidové polymorfismy (SNP, single nucleotide polymorphism) v genu
RAD51 nebo BNC2 (Bogdanova, Helbig, Dork, 2013).

Varianty jako p.R1699Q v BRCAL nebo p.K3326X v BRCA2 patrné¢ vykazuji
nizké, ackoli nezanedbatelné riziko pro rakovinu prsu. To vypovida o tom, ze ackoli
jsou BRCA1l a BRCA2 casto oznacovany jako geny S vysokou penetranci, jejich
mutacni riiznorodost pravdépodobné odpovidd rozmanitéjSimu spektru alelickych
efektd (Bogdanova, Helbig, Dork, 2013).

Monoalelické mutace BRCA2 byly také asociovany s rakovinou prsu u muzil
a pozorovany u rodin postizenych Li-Fraumeniovym syndromem. Bialelick¢ mutace
genu BRCA2 vedou k recesivni komplexni chorobé Fanconiho anemii DI

(Bogdanova, Helbig, Dork, 2013).

4.2 PALBZ, gen se strednim rizikem

4.2.1 Charakteristika a lokalizace genu PALB2

Oficialni nazev tohoto genu je partner and localizer of BRCA2 (GHR, 2015).
PALB2 se sklada ze 13 exontll a byl mapovan v chromozomové oblasti 16p12.2, ktera
vykazuje pokles heterozygotnosti (LOH, loss of heterozygosity) u 12 % ptipada
rakoviny prsu (Tischkowitz and Xia, 2010) - (Obr. 6).

Obr. 6 Lokalizace genu PALB2: dlouhé raménko 16. chromozomu
na pozici 16p12.2 (GHR, 2015)

16



4.2.2 Funkce genu PALB2

PALB2 gen koduje protein, ktery interaguyje s BRCA2 tim zplsobem,
ze umoznuje spojeni s BRCAI1 a vytvofeni BRCA komplexu (Tischkowitz, 2014).
BRCA2 a PALB2 hraji roli v buné¢né odpovédi na poskozeni DNA (Xia et al.,
2006).

4.2.3 Mutace v genu PALB2

Mutace v genu PALB2 je predispozici pro rakovinu prsu a vaje¢nikt (Apostolou
and Fostira, 2013). Bialelické mutace v PALB2 zpiisobuji Fanconiho anemii (Reid et
al., 2007).

Také bylo zjisténo, ze mutace se ztratou funkce v PALB2 jsou predispozici pro
rakovinu slinivky. Ve studii Jonese byl sekvenovan gen PALB2 u 96 pacienti
s familiarni rakovinou slinivky bfi$ni, z ¢ehoz 3,1 % pacientd vykazovalo mutaci
v PALB2 (Jones et al., 2009). Slater et al. (2010) zjistil podobny vyskyt PALB2
mutaci: U 81 evropskych pacientti s familiarnim nadorem pankreatu byla nalezena
tato mutace u 3,7 % pacienti.

Dalsi mutace v genu PALB2 se opakované vyskytovala u rakoviny prsu u pacientt
v Britanii a Australii. Vedle gent BRCA1 a BRCA2 se PALB2 objevuje jako 3.
dulezity gen snachylnosti k rakoviné prsu s mirnou az vysokou penetranci
(Poumpouridou, Kroupis, 2012; Apostolou and Fostira, 2013; Teo et al., 2013).

Riziko rakoviny prsu spojené¢ s PALB2 také zavisi na rlznych genotypech
a i na dalsich faktorech, jako je naptiklad pocéet obyvatel, rodinna zatéz ¢i vék pii
nastupu nemoci (Byrnes, Southey, Hopper, 2008; Hofstatter et al., 2011). Ackoli
genové mutace PALB2 jsou v obecné populaci vzacné, studie odhaduji riziko téchto
mutaci na 1-2 % u pacientt s familiarnim karcinomem prsu (Hofstatter et al., 2011).
vyhodnoceni velkého poctu pacientl s timto typem rakoviny (Casadei et al., 2011).
Avsak podle studie Norquistové et al. (2015) by se riziko rakoviny vaje¢niki mohlo
shodovat s rizikem rakoviny vaje¢nikd u gent RAD51C, RAD51D a BRCAL.
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4.3 Rodina genu RAD51

4.3.1 Charakteristika a lokalizace genu RAD51

Fakt ze, BRCAl, BRCA2 a PALB2 funguji spole¢né¢ v homologicky fizenych
rekombinantnich opravach dvoufetézcovych zlomi DNA, mél vliv na dalsi
zkoumani kandidatnich genti v téchto biologickych drahach (Bogdanova, Helbig,
Dork, 2013). Oficidlni nazev pro gen RAD51 je RAD51 recombinase a tento gen je
lokalizovan na dlouhém raménku 16. chromozomu na pozici 16p12.2 (Obr. 7) -
(GHR, 2015).
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Obr. 7 Lokalizace genu RAD51: dlouhé raménko 15. chromozomu na pozici
15915.1 (GHR, 2015)

Pro tento gen existuje vice transkripénich variant kédujicich rtzné izoformy
(NCBI, 2015). Eukaryoticka rodina gentt RAD51 obsahuje sedm paralogti (geny pro
proteiny plnici riznou funkci v jednom organismu) konzervovanych u rostlin
a zvitat. Mezi nimi, geny RAD51, DMC1 (DNA meiotic recombinase 1), RAD51C
(RAD51 paralog C) a XRCC3 (X-ray repair complementing defective repair
in Chinese hamster cells 3) jsou dilezité pro homologickou rekombinaci, a / nebo
opravy DNA. Na rozdil od téchto genli neovliviiuji mutace v RAD51B, RAD51D
nebo XRCC2 normalni pribéh meidzy (Wang et al., 2014).
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4.3.2 Funkce genu RAD51

Protein RADS51 interaguje s jednovlaknovou DNA vazebného proteinu RPA
a RAD52, a hraje tak roli v homolognim parovani a prenosu DNA. K dal§im
interakcim proteinu dochazi mezi BRCA1 a BRCAZ2 a tato spojeni jsou dulezita pro
bunéénou odpovéd na poskozeni DNA. Je také prokazano, ze BRCAZ2 reguluje
intracelularni lokalizaci i DNA vazebnou schopnost proteinu RAD51 (NCBI, 2015).
Dalsi funkce spocivé v regulaci kopii mitochondridlni DNA v pfitomnosti RADS1C

a XRCC3 za podminek oxida¢niho stresu (UniProt, 2014).

4.3.3 Mutace rodiny genii RAD51

Na rozdil od vzacnych missense mutaci (mutace meénici smysl) s neurCitym
vyznamem neexistuji v kodujici oblasti genu RAD51 zadné jasné patogenni mutace.
Avsak byl identifikovan jednonukleotidovy polymorfizmus (single nucleotide
polymorphism, SNP) 135G> C v 5'UTR genu RADS51, ktery pusobi jako geneticky
modifikator mutaci BRCA2 (Calvez-Kelm, 2012).

Sesttihova bialelicka varianta RAD51C byla poprvé identifikovana u pakistanské
rodiny s Fanconiho anemii (Akbari et al., 2010). O rok pozdg&ji bylo zjisténo, Ze ma
tento gen vztah i k rakoviné prsu a vajecniki (Meindl et al., 2011). Poté, co se
objevilo spojeni mezi RAD51C a Fanconiho anemii, probéhl screening mutaci
v RAD51C u 1100 ptipadi rodin s hereditarnim karcinomem prsu (HBC; hereditary
breast cancer) a hereditarnim karcinomem prsu a ovarii (HBOC; hereditary breast
and ovarian cancer). Divodem tohoto screeningu byla hypotéza, ze by zmutovany
gen RAD51C mohl mit podobné ucinky jako zmutované geny BRIP1 (BRCAL
interacting protein C-terminal helicase 1) a BRCA2, u kterych bialelické mutace
zpusobuji Fanconiho anemii a monoalelické mutace zptsobuji HBOC. Bylo
identifikovano 14 monoalelickych zarodecnych mutaci, ze kterych 6 bylo
patogennich. Téchto 6 mutaci bylo identifikovano pouze u rodin s obéma rakovinami
- prsu i vajecnikid. Mutace RAD51C se tedy zdaji byt vzacnymi mutacemi, které
nesou predispozice k rakovingé vajecnikli stejné tak jako k rakovin€ prsu, avSak jen

u rodin s vyskytem rakoviny vaje¢niku (Clague et al., 2011).

19



Varianty RAD51B byly identifikovany jak u rodin s obéma rakovinami - prsu
a vajecniky, tak i u rodin postizenych jen rakovinou prsu. Podobné¢ jako u ostatnich
paralogi i u tohoto maji jeho mutace velmi malou frekvenci, a tak napf.
v Johnsonov¢ studii 188 rodinnych piipadt rakoviny prsu zadna mutace objevena
nebyla, na rozdil od jiné studie u 142 ptipadt s rakovinou prsu a/nebo vajecniki, kde
byly identifikovany 2 mutace: missense mutace (mutace ménici smysl) a sestfihova
mutace (Johnson et al., 2011; Golmard et al., 2013).

Dalsim znamym paralogem je XRCC2 (X-ray repair complementing defective
repair in Chinese hamster cells 2). Studie prokazaly, ze jednonukleotidové
polymorfizmy (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) v genu opravujicim DNA,
mohou modifikovat opravnou kapacitu DNA a nasledné i ovliviiovat vnimavost
k rakoving (Lin et al, 2011). U tohoto genu byl zjistovan vliv dvou polymorfizmu
XRCC2 C41657T a XRCC2 G4234C na vnimavost k rakoving tlustého stieva.
Vysledky této studie naznacily, Ze polymorfizmus C41657T mizZe upravit genovou
expresi XRCC2 a tato varianta maze ovlivnit citlivost ke kolorektalnimu karcinomu
(Li et al., 2014). Dalsim zkoumanym polymorfizmem byl XRCC2 Argl88His, ktery
pravdépodobné hraje odlisné role u riznych typu rakovin. Studie tohoto
polymorfizmu neodhalila zadné vyznamné asociace s rakovinou prsu. Nicméné byl
detekovan vyznamny vliv tohoto polymorfizmu na snizeni rizika rakoviny vaje¢niku
a na zvySeni rizika nadori horniho aerodigestivniho traktu (UADT, Upper
aerodigestive tract) - (He et al., 2014).

V jedné studii byly identifikovany tii sestfihové mutace a dvé pravdépodobné
neptiznivé missense varianty, a to u RAD51B (RAD51 Paralog B), RAD51C
a XRCC3. Avsak u RAD51D (RADS51 Paralog D) a XRCC2 nebyly genové mutace
zjiStény. Tyto mutace a varianty byly zjiStény jen u rodiny s obéma rakovinami, prsu
i vajecnikd. Vyjimkou je vSak varianta RAD51B ¢.475C > T/p.Arg159Cys, ke které
doslo u tfech piipadi rodin s rakovinou prsu (Golmard et al., 2013).
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4.4 CHEK2, gen se strednim rizikem

4.4.1 Charakteristika a lokalizace genu CHEKZ

Gen CHEK2 se sklad4d ze 14 exonu a nachazi se na dlouhém raménku 22.

chromozomu na pozici 12.1 (Obr. 8) - (Nevanlinna and Bartek, 2006).

Obr. 8 Lokalizace genu CHEK2: dlouhé raménko 22. chromozomu na pozici
12.1 (GHR, 2015)

CHEK2 obsahuje 3 charakteristické domény (Nevanlinna and Bartek, 2006).
Doména s nazvem N-terminal SQ/TQ cluster domain je regula¢nim mistem genu,
kde dochazi k jeho aktivaci fosforylaci skrze protein ATM (Bartek et al., 2001;
Nevanlinna and Bartek, 2006). Druhou doménou je fork head-associated domain
(FHA). Tato doména zajistuje navazani CHEK2 proteinu na jiné fosforylované
proteiny, ¢imz je zajiSténa signalizace poSkozeni DNA (Li et al., 2002). Posledni
doména s nazvem catalytic kinase domain (KD) zabira témé&f polovinu genu CHEK?2
(Nevanlinna and Bartek, 2006). Stejné jako vétSina ostatnich Ser / Thr proteinovych
kinaz, aktivace CHEK2 KD vyzaduje fosforylaci Thr383 a Thr387 na aktiva¢ni
smy¢ce (Schwarz et al., 2003).
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4.4.2 Funkce genu CHEK2

Gen CHEK2 koduje serin/threoninovou kindzu Chek2 (Checkpoint kinase 2)
aktivovanou v reakci na poskozeni DNA nebo na vznik DNA zlomd. Tento protein
pak ve spolupraci s dalsimi, jako je napiiklad protein p53, zptGsobuje opravu DNA
nebo indukuje apoptdzu poskozené bunky. Je tak zapojen v bunééné regulaci a slouzi

k signalizaci buné¢ného poskozeni (GHR, 2015).

4.4.3 Mutace v genu CHEK2

Spojeni tohoto genu s rakovinou prsu bylo poprvé zjisténo v roce 1999, kdyz Bell
et al. objevil 3 zarode¢né mutace u pacientti S Li-Fraumeniovym syndromem (viz
Kap. 7). Avsak tyto mutace byly sledovany i u zdravych lidi a jejich vliv na riziko
rakoviny u Li-Fraumeniho syndromu je zatim nejasny (Nevanlinna and Bartek,
2006).

U jedné z mutaci tohoto genu, c.1100delC, byla nasledn¢ zjisténa asociace
s familiarni rakovinou prsu (Apostolou and Fostira, 2013). Tato mutace vSak byla
ve vSech populacich spiSe vzacnosti, pficemz nejvyssi frekvence byly zaznamenany
u populaci v Nizozemsku (1,3 %) a ve Finsku (0,99 %) - (The CHEK2 Breast Cancer
Case-Control Consortium, 2004). V Ceské republice byla zjiiténa frekvence 0,3 %
(Kleibl et al., 2005). U vzacnych homozygotl bylo zjisténo az Sestinasobné riziko
k rakoving prsu v porovnani s heterozygoty (Apostolou and Fostira, 2013).

Walsh et al. (2006) objevili dalsi novou deleci exond 9 a 10 u dvou rodin
ceskoslovenského ptivodu. Tato mutace byla néasledné identifikovana u 1,3 % z 631
pacientii S rakovinou prsu a nevyskytla se u zadného z 367 zdravych lidi, ktefi byli
kontrolovani v Ceské a Slovenské republice. Mutace v tomto genu nezptisobuji vsak
jen rakovinu prsu. Napiiklad missense varianta 1157T byla asociovana nejen
se zvySenym rizikem k rakoviné prsu, ale i tlustého stieva, ledvin, prostaty a §titné

zlazy (Cybulski et al., 2004).
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4.5 BLM

4.5.1 Charakteristika a lokalizace genu BLM

Oficialni nazev genu zni Bloom syndrome, RecQ helicase-like. Tento gen je
lokalizovan na dlouhém raménku 15. chromozomu na pozici 15926.1 (Obr. 9)
a koduje protein nalezici ke skupiné helikaz RecQ (GHR, 2015).
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Obr. 9 Lokalizace genu BLM: dlouhé raménko 15. chromozomu na pozici 15q26.1

(GHR, 2015)

4.5.2 Funkce genu BLM

Enzymy RecQ helikazy ovlivituji DNA rekombinaci, replikaci a opravy DNA
(Ken, 2014). Je znamo, ze BLM tvoii komplex s rekombinazou Rad51. Vznikly
komplex plisobi na meziprodukty, které se ucastni homologické rekombinace opravy
DNA (Wu et al., 2001). Dale BLM v ramci opravy dvouietézcovych zlomi pusobi

na opravu zastavenych replika¢nich vidlic (Karow et al., 2000).
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4.5.3 Mutace v genu BLM

Mutace v genu BLM zptsobuji Bloomiv syndrom (viz Kap. 9) a jsou divodem
vzniku rdznych typd rakovin, napiiklad rakoviny prsu, tlustého stfeva a mnoha
dalsich (Lowy et al., 2001; Cleary et al., 2003; Voer, 2015). Bunky pacienti
s Bloomovym syndromem maji nadmérnou uroven vymény sesterskych chromatid,
proto vznikd hyperrekombinantni fenotyp a kdédovana helikdza byva nefunkéni.
Bloomuv syndrom se vyskytuje u homozygotnich jedinci s obéma mutovanymi
alelami genu BLM, ale existuji i Gdaje o tom, ze i heterozygoti jsou vystaveni
zvySenému riziku rakoviny. Gruber et al. zjistil u zidovské populace z Izraele a New
Yorku, Ze heterozygotnost v tomto genu je spojena se zvySenym 2,3-2,8nasobnym
rizikem vzniku kolorektalniho karcinomu. Jedna z mutaci znama pod nazvem
BLMA" zpusobujici rizné typy rakoviny, je spojovana s populaci askenazskych
Zidt a jejich potomkid. Tuto mutaci pravdépodobné nese jedna tietina této

aSkenazské populace s Bloomovym syndromem (Cleary et al., 2003).

4.6 ATM, gen se strednim rizikem

4.6.1 Charakteristika a lokalizace genu ATM

Gen ATM (ataxia-telangiectasia mutated) koduje protein s nazvem ATM
serin/threonin kinaza. ATM se sklada z 66 exont a je situovan na dlouhém raménku
11. chromozomu na pozici 11922-g23 (Obr. 10) - (Uziel et al., 1996; GHR, 2015;
Kniffin, 2015).
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Obr. 10 Lokalizace genu ATM: dlouhé raménko 11. chromozomu na pozici
11922 - 923 (GHR, 2015)

4.6.2 Funkce genu ATM

Protein ATM vV reakci na poSkozeni DNA Kkontroluje skrze fosforylaci fadu
dalsich jadernych proteint (napi. produkty gentt BRCA1l, CHEK2, NBS1, TP53).
Tyto proteiny aktivuji a koordinuji drahy bunééné signalizace zapojenych
do kontrolnich bodi bunééného cyklu, genovou transkripci a expresi, reakce

na oxidacni stres, apoptozu a dalsi (Pandita, 2002).

4.6.3 Mutace vgenu ATM

Mutaci genu ATM se zvySuje riziko rakoviny u pacientll postiZenych nemoci
ataxia-telangiectasia (A-T) - (viz Kap. 10) - (Kniffin, 2015). Dédi¢nost tohoto
onemocnéni je autozomilng recesivni a objevuje se jiz u déti. Hlavnimi pfiznaky jsou
selhani imunity, neurologické problémy, opakujici se infekce dychacich cest
a roz§ifené krevni cévy v o€ich a na povrchu kiize. A-T pacienti maji o 37 % vyssi
riziko rakoviny nez lidé ve zdravé populaci. Pfi¢emz nejCastéji se u nich objevuji
lymfomy nebo leukémie. DalSimi postizenymi oblastmi pak mohou byt Zaludek,
mozek, vajecnik, klize, jatra, hrtan, pfiusni zlazy a prsa (NCI, 2006).

Z nékolika studii vyplyva, ze heterozygotni pfenase¢i mutace v ATM maji
zvySené riziko pro rakovinu prsu. Celkové relativni riziko U nositelll mutace

mladSich 50 let bylo pak v této studii odhadnuto na 2,23 (95% konfiden¢ni interval
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= 1,16-4,28) v porovnani s béznou populaci 4,94 (95 ClI = 1,90-12,9) - (Thompson
et al., 2005). Avsak na rozdil od lidi nebylo u heterozygotnich mysi zvysené riziko
rakoviny pozorovano (NCI, 2006).

U Zen s missense variantou genu ATM, které podstoupily ozafovani kvuli
rakovin€ prsu, bylo zjiSténo zvysené riziko dalsi rakoviny postihujici druhé prso.
U Zen bez radiacni terapie bylo riziko druhotné rakoviny niz$i. Z toho vyplyva,
7e ionizujici zafeni umocnuje u pacientek s ATM mutaci narust rizika dalsi rakoviny

(JNCI, 2010).

4.7 APC

4.7.1 Charakteristika a lokalizace genu APC

Oficialni nazev pro gen APC je adenomatous polyposis coli. Tento gen je
lokalizovan na dlouhém raménku 5. chromozomu na pozici 5921-gq22 (Obr. 11) -
(GHR, 2015).
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Obr. 11 Lokalizace genu APC: dlouhé raménko 5. chromozomu na pozici 5q21-022
(GHR, 2015)
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4.7.2 Funkce genu APC

APC puisobi jako tumor supresorovy gen a zabranuje nekontrolovanému ristu
a déleni bunky. Funkce genového produktu spociva v kontrole toho, jak ¢asto se
bunka déli. Tento protein také zajist'uje, aby byl béhem bunééného déleni v bunce
spravny pocet chromozomd. Tento protein plni tyto funkce prostfednictvim spojeni
S jinymi proteiny, zejména s témi, Se kterymi se podili na uchyceni bunck

a signalizaci (GHR, 2016).

4.7.3 Mutace v genu APC

Mutaci genu APC vznika familiarni adenomatézni polypdza (FAP; viz Kap. 6),
Gardneriv syndrom, Turcotlv syndrom a sporadické rakoviny tlustého stieva.
U rodin postizenych familiarni adenomatézni polypdzou bylo nalezeno vice jak 700
mutaci v genu APC. VétSina z téchto mutaci vedla ke zkracené nefunkcéni formé
proteinu (GHR, 2015).

U FAP se truncating mutace v APC dédi (5-7) a u vzniklych adenomui druha alela
bud’ skryva podobnou mutaci, nebo je vzacné ztracena uplné¢ (Rowan, et al., 2000).
Homozygotni delece APC je velmi vzacnd a Casto se nevyskytuje. Typ mutaci
v zarode¢né linii pak udava zavaznost onemocnéni. Bylo totiz zjiSténo, Ze pacienti se
zarode¢nou mutaci pobliZ kodonu 1300 maji velkou pravdépodobnost vzniku druhé
U ostatnich pacientd s FAP se druhd mutace obvykle soustfed’'uje do oblasti MCR
(Rowan and Lamlum, 2000).

Jina mutace v genu APC se nachazi u 6 % askenazskych Zidd. U této mutace je
nahrazen isoleucin za lysin v pozici 1307. Tato zména byla ptivodné povazovana
za neSkodnou, ale bylo prokazano, Ze je spojena s vyssim rizikem (0 10-20 %)
rakoviny tlustého stteva (GHR, 2015).
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4.8 TP53

4.8.1 Charakteristika a lokalizace genu TP53

Dalsim velmi vyznamnym genem zapojenym do rozvoje rakoviny je gen TP53,
jehoz oficialni nazev je tumor protein p53. Tento gen lezi na kratkém raménku
17. chromozomu na pozici 13.1 (Obr. 12). Produktem je transkripéni faktor p53
(GHR, 2016).
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Obr. 12 Lokalizace genu TP53: kratké raménko 17. chromozomu na pozici 17p13.1
(GHR, 2016)

4.8.2 Funkce genu TP53

Protein p53 je kliCovym nadorovym supresorem, ktery reguluje rizné signalni
dréhy souvisejici naptiklad se zastavenim bunééného cyklu, opravou DNA, starnutim

a apoptozou (GHR, 2016).

4.8.3 Mutace v genu TP53

K mutacim v tomto genu dochazi témet u vSech typti rakovin. Pokud je mutace jiz
v zarode¢né linii bunék, je predispozici pro Li-Fraumeniho syndrom (viz Kap. 7) -
(Rivlin et al., 2011). U pacientt s timto syndromem bylo identifikovano vic nez 140

riznych mutaci (GHR, 2016). Bylo zjisténo, Ze nejcastéjSimi mutacemi tohoto genu
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jsou missence mutace, kdy dochdzi k zdméné¢ jednoho nukleotidu a pozménény
kodon pak koduje jinou aminokyselinu. Tyto mutace pak vedou Kk tomu,
ze transkripcni faktor p53 nemda schopnost vazat se na DNA a v dusledku toho
nedochazi k transkripci cilovych genu (Rivlin et al., 2011). Mutace mohou byt
zdédéné po rodicich, nebo vznikat de novo. Pokud genom jednoho z rodi¢ii obsahuje
de novo mutaci, mize dojit i k pfenosu na potomstvo. Je odhadovano, ze mutaci
vgenu TP53 nese 1 z20000 lidi. Pricemz vyskyt téchto mutaci je v populaci
pomérné rovnomérny, S vyjimkou jedné specifické mutace, ktera byla identifikovana
v malé populaci rodin s Li-Fraumeni syndromem vV jihovychodni Brazilii. Tuto
mutaci bylo mozné vysledovat az k jednomu portugalskému ptedkovi, ktery se

v minulosti ucastnil osidlovani této oblasti (NCI, 2016).

4.9 CDK4 a CDKN2A

4.10 Charakteristika a lokalizace genu CDK4 a CDKN2A

Dalsimi tumor supresorovymi geny, které podléhaji mutacim, jsou CDK4
s oficidlnim nazvem cyclin-dependent kinase 4 a CDKN2A snazvem cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A (AmbryGenetics, 2016). Gen CDKN2A se sklada
z 3 exonl a je lokalizovan na kratkém raménku 9. chromozomu na pozici 21
(Obr. 13) - (GHR, 2016). CDK4 je lokalizovan na dlouhém raménku 12.

chromozomu na pozici 14.1 a sklada se z 8 exond (Obr. 14) - (GeneCards, 2016).

aq34.12

Obr. 13 Lokalizace genu CDKN2A: kratké raménko 9. chromozomu na pozici 21
(GHR, 2016)
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Obr. 14 Lokalizace genu CDK4: dlouhé raménko 12. chromozomu na pozici 14.1

(GeneCards, 2016)

4.11 Funkce genu CDK4 a CDKN2A

Podle genu CDKN2A vznika nékolik proteinti, z nichz nejznaméjsi je P16
(INK4a) a P14 (ARF). Protein P14 (ARF) chrani protein p53 pied rozkladem (GHR,
2016). Proteiny CDK4 a CDK6 pomahaji regulovat bunéény cyklus zejména v G1
fazi. Tyto komplexy fosforyluji ¢leny rodiny proteinti Rb (retinoblastom) - (RDb,
pl130 a p107). Fosforylace proteinu Rb ma za nasledek uvolnéni navazaného
transkripéniho faktoru E2F, ktery aktivuje geny (naptf. pro DNA polymerazu nebo
thymidinkinazu), které jsou potfebné pro dalsi progresi bunééného cyklu v S fazi.
Protein P16 (INK4a) se vaze na CDK4 a CDKG6, a tim inhibuje jejich vazbu
s cyklinem D1, ktery nechava Rb proteiny nefosforylované a E2F neaktivni
(Agarwal et al, 2012).

4.12 Mutace v genech CDK4 a CDKNZ2A

Mutace v genu CDKN2A narusuji regulaci bunééného cyklu, coz vede ke zvysené
proliferaci buné€k. Populaéni celoZivotni riziko vzniku zhoubného nadoru je pouze
1-1,5 %, z ¢ehoz 10 % odpovida familiarni formé (Slaby et al., 2014). Za 10-39 %
dédicného melanomu jsou zodpovédné pravé mutace v genu CDKNZ2A. PiicemZz
vétSina mutaci spada do kodujici oblasti proteinu P16. Mutace v oblasti pro protein
P14 jsou velmi vzacné, a proto o nich neni k dispozici dostatek poznatkti. Mutacim
vtomto genu je odhadovano 28-67 % celoZivotni riziko vzniku melanomu
(AmbryGenetics, 2016). V Australii je toto riziko az 100 %, v Evropé kolem 60 %
(Slaby et al., 2014). Také je zde zvySené celozivotni riziko 17-25 % pro vznik
rakoviny slinivky bfisni. Nicméné nedavné studie naznacuji, ze riziko pro toto
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onemocnéni muize byt az 58 %, pfiCemz je potencialné vyssi u kufaku
(AmbryGenetics, 2016).

Mutace v genu CDK4 jsou pravdépodobné zodpovédné za pouhé 1 % rizika
melanomu. Jedinci s mutaci v tomto genu vykazuji vyssi frekvenci atypickych névi,
Casn¢jsi veék pii diagnéze melanomu (32-39 let) a zvySenou pravdépodobnost
vyskytu primarnich melanomi. Pro nositele mutace do 50 let je odhadovéno riziko az

74 % (AmbryGenetics, 2016).

4.13 Rb1

4.13.1 Charakteristika a lokalizace genu Rb1

Oficialni nazev genu Rb1 je retinoblastoma 1. Tento gen je lokalizovan
na dlouhém raménku 13. chromozomu na pozici 14.2 a sklada se z 27 exonu (Obr.

15) - (Lohmann,1999; GHR, 2016).

13p13 €50

13112
13q122

13012
13q1212
139131
1391412
120211
131 33
139311
129322
12q33.3

Obr. 15 Lokalizace genu Rb1: dlouhé raménko 13. chromozomu na pozici 14.2

(GHR, 2016)
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4.13.2 Funkce genu Rb1

Produkt genu Rbl je zapojen v negativni regulaci bunétného cyklu a to tim
zpusobem, ze inhibuje transkripcni faktor E2F, ktery je zodpovédny za ptechod
bunky z G1 faze do S faze. Hyperfosforylace tohoto genu zpiisobuje uvolnéni E2F,
coz ma za nasledek aktivaci cilovych genii zajistujicich pfechod do S faze (Klener,

2013).

4.13.3 Mutace v genu Rb1

Zarodeéna mutace v Rbl predstavuje predispozici pro retinoblastom, coz je
vzacny maligni nador oka u déti. Forma postizeni mtze byt bilateralni ¢i unilateralni.
Pfi incidenci 1:18000-30000 zivé narozenych trpi okolo poloviny nemocnych
dédi¢nou formou onemocnéni S penetranci 80 %. Riizné mutace odpovidaji Siroké
Skale klinickych projevi v zavislosti na riizné penetranci a expresivité genll. V¢asna
charakterizace mutace je dulezita pro nasledné nastaveni preventivni 1écby, protoze
stavajici 1éCba vede k dlouhodobym remisim az u 99 % pacientd. Jen u 6 % piipada
je retinoblastom pfitomny v rodinné anamnéze, zbytek germindlnich mutaci vznika
de novo. Identifikovano bylo dosud jiz kolem 500 riznych somatickych

i germinalnich mutaci (Kepak et al, 2007).

4.14 MSH2 a MLH1

4.15 Charakteristika a lokalizace genti MSH2 a MLH1

Oficialni nazev genu MSH2 je mutS homolog 2. Tento gen je lokalizovan
na kratkém raménku 2. chromozomu na pozici 21 a sklada se z 16 exonu (Obr. 16).
Oficialni nazev genu MLH1 je mutL homolog 1. Tento gen je lokalizovan
na kratkém raménku 3. chromozomu na pozici 21.3 a sklada se z 19 exond (Obr. 17)
- (Kacerovska et al, 2010; GHR, 2016).
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Obr. 16 Lokalizace genu MSH2: kratké raménko 2. chromozomu na pozici 21

(GHR, 2016)
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Obr. 17 Lokalizace genu MLH1: kratké raménko 3. chromozomu na pozici 21.3

(GHR, 2016)

4.15.1 Funkce genti MSH2 a MLH1

Oba tyto geny se podili na postreplikaéni DNA opravé spravného parovani bazi

(post-replicative DNA mismatch repair systtm, MMR). MLH]1 tvofi heterodimer

s PMS2 s nazvem MutLa, 1 kdyZ se miZe také vazat na PMS1 nebo MLH3. Tento

heterodimerni komplex se vaze na heteroduplex, ktery je slozeny z MSH2

a MSH6 (MutSa) nebo z MSH2 a MSH3 (MutSb), které rozpoznavaji poskozeni

DNA. Heterodimer tvofeny MLHI je zodpovédny za pfijimani proteind potfebnych

pro vyfiznuti nebo opravnou syntézu (Domingo and Schwartz, 2005).
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MSH2 tvoii dva rGzné heterodimery bud s MSH6 (MutS alpha) nebo
s MSH3 (MutS beta), které se vazou na poskozenou DNA, a tim zahajuji jeji opravu.
Po navazani oba heterodimery ohybaji DNA a piekryvaji okolo 20 part bazi. MutS
alfa rozpozna nespravné sparované baze, na které navaze dele¢ni smycky, které jsou
rozpoznany heterodimerem MutS beta. MutS alfa mize hrat také roli pii DNA
homologni rekombinaci (UniProt, 2014).

4.15.2  Mutace v genech MSH2 a MLH1

Zarode¢né mutace v téchto genech jsou spojeny s hereditarnim nepolyp6znim
kolorektalnim karcinomem (HNPCC) neboli Lynchovym syndromem. Onemocnéni
je autozomalné¢ dominantni s 80% penetranci. Vétsina rodin s HNPCC spliiuje
Amsterdamska kritéria, ktera zahrnuji 3 pacienty s kolorektalnim karcinomem,
vertikalni pfenos a mlady veék pii diagnéze. 50 % téchto rodin nese mutaci v genu
MLH1 nebo MSH2. Vsechny kolorektalni nadory s mutacemi v téchto genech
vykazuji mikrosatelitni nestabilitu a vysledkem je absence exprese téchto gent.
Zarode¢né mutace v MMR genech mohou vést k fadé klinickych projevi, vcetné
sporadického ¢asného vyskytu rakoviny tlustého stieva a familidrni rakoviny
endometria (Gille et al, 2002).

Uvedené mutace jsou charakteristické pro HNPCC nadory v mladém véku, které
mohou byt navic mnohocetné. HNPCC je spojen se 28-75% celozivotnim rizikem
kolorektalniho karcinomu. Zeny maji také 27-71% riziko onemocnéni karcinomem
endometria a 3-13% riziko karcinomu vaje¢nikt. K dal§im nadorim se zvySenym
rizikem vzniku patii karcinom zaludku, urotraktu, hepatobiliarniho systému, tenkého
stteva a mozku. Riziko nador prsu mize byt také mirn¢ zvySeno (Plevova et al,
2009). Za fenotypovou variantu HNPCC je povazovan Muir-Torre syndrom, ktery je
také podminén mutacemi v MMR genech. K projeviim tohoto syndromu patii
kombinace nejméné jednoho kozniho nadoru se sebacedzni diferenciaci a minimalné

jednoho visceralniho tumoru (Kacerovska, 2010).
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5. SYNDROM HEREDITARNIHO KARCINOMU
PRSU A OVARII

Syndrom hereditarniho karcinomu prsu a ovarii (HBOC) je dédi¢né onemocnéni
s vyskytem rakoviny prsu, ovarii, prostaty, ale i dalSich rakovin. Dédi¢nost u tohoto
onemocnéni je autozomalné dominantni. Pro rozvoj nemoci jsou zasadni zejména
mutace v genech BRCAL a BRCA2. Mén¢ ¢asté jsou pro tuto nemoc mutace v tumor
supresorovych genech TP53, PTEN, CDH1, ATM, CHEK2, PALB2 a dalsich
(Obr. 18) - (Cancer.Net, 2014).

Dédi¢na Dédi¢na
rakovina prsu rakovina vaje¢niku
B 3rc4l mutace B 2rc4i&BRCA2 mutace

- BRCA2 mutace - Neznamé mutace

. Ostatni znamé mutace

. Neznamé nebo vicenasobné mutace

Obr. 18 Zastoupeni mutovanych gent zptsobujicich rakovinu prsu a ovarii v ramci
HBOC (HBOC Society, 2013)
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Odhaduje se, ze rakovina prsu je dédicnd u 5-10 % pfipadi pacientd s touto
diagnézou. Rakovina prsu, kterd je dédicnd, se mize projevit i u muzd, avsak je to
méné Casté nez u zen. U rakoviny vajec¢nikl se odhad pohybuje v rozmezi 10-15 %.
Dédi¢nost rakoviny prostaty se pak pohybuje vrozmezi 5-10 % (mutace
v BRCA2 = 20 %) - (HBOC Society, 2013; Cancer.Net, 2014).

Pravdépodobnost vzniku rtznych typt rakovin se odviji od toho, jestli jsou
zmutované oba dva BRCA geny nebo jen jeden z nich. Riziko rakoviny vaje¢niktl
mize byt u nositelek mutace genu BRCAL az 60 %, naproti tomu u nositelek mutace
genu BRCA2 se pohybuje v rozmezi 10-20 %. Riziko vzniku rakoviny prsu u zen
postizenych HBOC, u kterych se vyskytuji mutace v obou genech, se pohybuje
v rozmezi 40-85 %. U sekundarni rakoviny odpovida riziku 40-60 %. Celozivotni
riziko rakoviny prsu (celoZivotni riziko 6 %) a prostaty (mutace v BRCA2 = 20 %)
(Plevova et al., 2009; Cancer.Net, 2014). Veskeré odhady rizik se pohybuji v ur¢itém
rozmezi, protoze je tieba znat rizika pro konkrétni mutace, nicméné jisté je, ze riziko
k rakoving je u gentt HBOC vyss$i nez v bézné populaci. Dilezitym faktorem také je,
ze jednotlivé odhady rizik se mohou lisit, protoze mohou byt ovlivnény zavislosti na

regionu a dal$ich faktorech (Obr. 19; Tab. 1; Tab. 2) - (HBOC Society, 2013).

100 '
- - RIZIKOVE GENY

80

60 | ZDRAVA POPULACE

40

20 " e

:] Rakovina prsu-Zeny

Rakovina vaje¢nika

[ ]
- Rakovina prsu-muzi
]

Rakovina prostaty

Obr. 19 Porovnani celozivotniho rizika u riznych rakovin mezi zdravou populaci a

populaci postizenou HBCO (HBOC Society, 2013)
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Tab. 1 Rizika mutaci geni BRCA1/2 pro jednotlivé typy rakovin a jejich

porovnani s normalni populaci ze studii provedenych do roku 2013

(zdroj: Antonious, Centre for Genetic Epidemiology) - (HBOC Society,
2013)

OBECNE NOSITELE NOSITELE
TYP RAKOVINY RIZIKO V POPULACI MUTACE VBRCA1 MUTACE VBRCA2
Rakovina prsu - Zeny 12 % 40-37 % 18-58 %
Rakovina vajefnikh 1-2 % 2265 % 10-35 %
FRakovina prsu - mui 0.3 % nizké nziko do 6 %
Eakovina prostaty 20 nirké riziko do 33 %
Ostatni typy rakoviny - mirné riziko mirné riziko

Tato data naznacuji, ze riziko vzniku rakoviny vaje¢niku nebo prsu u pacientii s mutacemi HBOC syndromu

z4&visi na genetickych a hormonalnich faktorech, Zivotnim stylu a rodinné zatézi.

Tab. 2 Rizika mutaci genit BRCA1/2 pro jednotlivé typy rakovin a jejich porovnani
s normalni populaci z nedavné rozsahlé populacni studie (zdroj: National

Centre for Biotechnology Information) - (HBOC Society, 2013)

OBECNE NOSITELE NOSITELE
TYP RAKOVINY RIZIKO VPOPULACI  MUTACE V BRCAI MUTACE VBRCA2
Rakovina prsu - feny 12 % 50-80 % 40-70 %
Rakovina vajeénilh 1-2 % 2440 % 11-18 %
Rakovina prsu - mui 0.1 % 1-2 94 510 %
FRakovina prostaty 15-18 % do 30 % do 39 %
Ostatnd typy rakoviny 0.3 % 1-3 % 2-T%

Rozmezi rizik u jednotlivych genl jsou dana mnoZzstvim rliznych mutaci s riznym rizikem. Nejvyssi riziko

rakoviny je u rakoviny prsu.

K dal$im typiim rakoviny, u nichZ se mize zvysit riziko vzniku, patii naptiklad
rakovina slinivky, kize, prostaty, kolorekta, slinivky, zaludku nebo vejcovodu

(Plevova et al., 2009).
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U nékterych populaci se vyskytuje zvysené riziko k HBOC. Jsou to zejména
askénaziti Zidé, jejichz piedkové pochazeji ze stiedni a vychodni Evropy. Této
etnické skupiné je piipisovano riziko 2,5 % k mutacim v genu BRCA (HBOC
Society, 2013). K typickym mutacim pro tuto skupinu lidi patii 185delAG v BRCAL,
5382insC v BRCA1 a 6174delT v BRCA2 (Cancer.Net, 2014). K dalsim populacim se
zvySsenym rizikem k HBOC patii kanadsti Francouzi, Holand’ané, Island’ané
a Norové (HBOC Society, 2013).

Mén¢ Castym genem, ktery podléhd mutacim a zvysuje tak riziko k rakoviné prsu
2-4krat, je gen se stfedni penetranci CHEK2. | u mutaci tohoto genu se muize objevit
zvySend nachylnost k dal§im nadorim (napf. plic, vajeéniku, prostaty a mozku) -
(Plevova et al., 2009).

Celkové v Ceské Republice piibyva piipadt s rakovinou prsu, naopak umrtnost
se béhem poslednich let pomalu snizuje (Graf 1). Incidence u rakoviny prsu neustale
stoupa na rozdil od rakoviny vajecnikid, kde incidence neustdle kolisa. Celkova

incidence u rakoviny vajeénikl se snizuje od roku 2008 a tmrtnost mirn¢ klesa od

roku 2006 (Graf 2).

Graf 1 Celkova incidence a mortalita rakoviny prsu v CR (Dusek et al.)
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Incidence u rakoviny prsu ma vzestupnou tendenci (na rozdil od incidence rakoviny vaje¢nikd, kterd v prib&hu
let kolisa.) Mortalita se v pribéhu let jevi konstantné a klesa od roku 1996.
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Graf 2 Celkova incidence a mortalita rakoviny vaje¢nikii v CR (Dusek et al.)
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Mortalita u rakoviny vaje¢nikti byla v minulosti relativné konstantni, avSak od roku 2009 dochazi k poklesu jak

mortality, tak i incidence tohoto onemocnéni.

5.1 Indikace Kk vySetieni genti BRCA1/2

Klinicka diagnéza familiarni rakoviny prsu nebo vaje¢nikd nemusi byt nutné
vhodnou indikaci pro genetické testovani mutaci v genech BRCA1 a BRCA2, protoze
velka cCast Zen s familiarni karcinomem prsu nema identifikovatelnou mutaci
ve znamém genu. Analyza geni BRCAL a BRCAZ2 je totiz slozita a nakladna, a Casto
neni odtivodnéna u mnoha Zen s familiarnim typem rakoviny. Naptiklad v Australii
se odbornici shoduji, Ze Zena by méla byt testovana na mutace v BRCAL1 a BRCA2
pouze v ptipad¢, Ze odhadované pravdépodobnost nalezeni mutace je vyssi nez 10 %
(Lau and Suthers, 2011).

V Ceské republice neni prenatalni diagnostika indikovana. Prediktivni vysetfeni
je stanoveno po dosaZeni plnoletosti. Genetické testovani geni BRCAL1 a BRCA2 je
doporuceno u familiarniho typu onemocnéni po genetické konzultaci, pokud byla
zjiSténa nasledujici fakta:

e Vrodiné se vyskytuji alespon 3 piimi piibuzni (v€etn€ probanda)

s karcinomem prsu a/nebo vajecniku.
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e V rodiné se vyskytuji 2 ptibuzni (v€etné probanda) prvniho stupné (nebo
druhého stupné paternaln¢) s karcinomem prsu a/nebo vajecnikii, z nichz

alespon jeden byl diagnostikovan pod 50 let véku (Plevova et al., 2009).

Ve Spojenych statech americkych se provadi screening, ke kterému jsou
dostupné riizné nastroje, jako je napiiklad Ontario Family History Assessment Tool
(Tab. 3), Manchester Scoring Systém, Referral Screening Tool, Pedigree Assessment
Tool a dalsi.

Screening sleduje tyto faktory (Moyer, 2013):
e diagnostika rakoviny prsu pted dosazenim véku 50 let
e Dbilateralni rakovina prsu
e pritomnost rakoviny prsu a vaje¢nikii
e rakovina prsu u 1 nebo vice muzskych ¢lenti rodiny
e vice ptipadl rakoviny prsu v rodiné

e 1 nebo vice ¢lent rodiny se 2 primarnimi typy S BRCA-souvisejici
rakoviny

e askenazsky piivod
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Tab. 3 Ontario Family History Assessment Tool, screeningovy

test pro indikaci genetického testovani (Moyer, 2013)

Rizikovy faktor
Body

Ralovina prsu a vaje&nilki

hlatka 10

Sourozenec 7

Priburny ze druhé/theti zenerace

LA | -

Pribuzny 5 rakovinou prsu
Rodit
Sourozenec

e

Priburny ze druhé/treti zenerace

Pt | ot |l

Charakteristika rakoviny prsu
Mastup mez 20-29 lety

Mastup mez 30-39 lety

Nastup mezi 40-49 lety
Premenopauzalni perimenopauzalid
Bilateralni multifokalni

Ld| | g | A= | Oy

Pribuzny s rakovinou vajecniku
Matka 7
Sourozenec

aa| o] -

Priburny ze druheé/tieti zenerace

VeEk p#i nastupu rakoviny vajecniku
do 401et

mez 40-60 lety
do 60 let

[T =

Vek pfi nastupu rakoviny prostaty
do 30 1et 1

Vek pfi nastupu rakoviny tlustého stieva
do 301et 1

Celkem

Dopoméeni * =10

+ Doporucen se skore =10 odpovida zdvojnasobeni celozivotniho rizika k rakoving
prsu.

5.2 Testovani genti BRCA 1/2

Vybér testu a testované oblasti zavisi na rodinné historii. Naptiklad u rodin se

znamou mutaci nebo u etnické skupiny, pro niz je néjakd mutace typicka, se
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testovani zameétuje jen na urcité oblasti a mutace. Tam, kde je mutace neznama, jsou
zapotiebi komplexnéjsi testy (Moyer, 2013).

Testovani zacina odbérem krve, zniz je izolovana DNA. Nasledné jsou
namnozeny vSechny exony obou genti pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR;
Polymerase Chain Reaction). Produkty PCR jsou pak oboustranné sekvenovany.
Jednotlivé odchylky od normalni sekvence pak musi byt posouzeny. Zjistuje se, zda
se jedna o patogenni mutaci, neznimou mutaci ¢i mutaci benigni (Lau and Suthers,
2011). MLPA (Multiple-Ligation Probe Amplification) analyza se provadi pro
odhaleni mutaci velkého rozsahu (amplifikace / delece), které neni mozné zachytit
sekvenovanim (Biopticka laboratof s.r.0.).

Spoleénost GHC GENETICS sidlici v Ceské republice nabizi celogenovou
sekvenaci gentit BRCA 1/ 2 a také detekci duplikaci a deleci metodou PLEXAMP
(Kvantitativni multiplex amplifikace fragmenti genomu pomoci PCR). Oba tyto
testy jsou indikovany klinickym genetikem a provadény osobam star$im 18 ti let
(GHC GENETIC, 2016). PLEXAMP metoda je zalozena na simultanni amplifikaci
kratkych tseki DNA. Amplifika¢ni produkty jsou analyzovany kapilarni
elektroforézou, kterd umoznuje piekryti PCR profilli a srovnani fluorescence ziskané
pro kazdy amplikon ze dvou vzorkt DNA. Tato metoda umoziuje kvantitativni
analyzu srovnanim profilu pacientovy genomové DNA s profilem referen¢ni

genomové DNA po normalizaci pomoci kontrolnich amplikonti (PrestaGen, 2016).

5.3 Doporuceni ke sledovani a 1écba

Jednotliva vySetieni a doporuceni se stanovuji v zavislosti na vysi rizika vzniku
rakoviny. Lisi se také u muzl a Zen a dle véku.

Piiklad dispenzarizace Zzeny dle doporuéeni pro Ceskou republiku:
Soucasti preventivnich opatieni je mési¢ni samovySetieni prsti od veku 18 let. Od 25
let by se mé¢lo provadét celkové vySetieni onkologem, pacientka by méla také kazdy
rok dochézet na ultrazvuk prst, a na nuklearni magnetickou rezonanci prst, a to
do veéku 60 let. Od 30 let je doporuceno chodit rocné na mamografii a ultrazvukové
vySetieni bficha. V ramci sledovani vajecnikli je doporuceno sledovat hladinu
proteinu CA125 (Cancer antigen125; Tumorovy antigen 125), jehoz zvySena hladina

je pozorovana u téchto nadort. Gynekologické vySetfeni je nutné podstoupit 2krat
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rocné od 18 let, pficemz od 21 let je soucasti i transvaginalni ultrazvuk. Od 40. roku
se rocn¢ provadi test na okultni krvaceni do stolice. V intervalu 3 let se dochdzi na
kolonoskopii a gastroskopii, a to od véku 45 let. Navic u jedince s mutaci v genu
BRCAZ2 se provadi od 30 let ro¢ni vySetfeni oCi a klize. Dalsi alternativou 1écby je
chemoprevence tamoxifenem, ktery je mozné podavat od 40 let véku po dobu 5 let,
a to zejména nositelkdm mutace v genu BRCA2 (Plevova, 2009).

Existuje zde také moznost chirurgickych zakrokt, které spocivaji v odstranéni
organti (prsa, vajecniky, déloha), kde je velkd pravdépodobnost vzniku rakoviny.
Preventivni mastektomie (odstranéni prsi) snizuje riziko rakoviny prsu o 90 %

(Cancer.Net, 2014).

6. FAMILIARNI ADENOMATOZNI POLYPOZA

Familiarni adenomatozni polypéza (FAP, Familial Adenomatous Polyposis), je
autozomaln¢ dominantné dédi¢né onemocnéni, pii kterém c¢asné vznika mnoho
adenomatdznich polypi V tlustém stieve a rektu (Obr. 20), které postupné piechazeji
do maligniho karcinomu (Altaner, 2008).

Okolo 15 % kolorektalnich nadord je dédiénych, z ¢ehoz jen 1 % je zpusobeno
FAP. Tato nemoc se projevuje u 100 % nositeld mutace a vykazuje zna¢nou
fenotypovou variabilitu. Pfi¢inou onemocnéni jsou zarodecné mutace, a to v genu
APC (Half, Bercovich, Rozen, 2009).

Frekvence vyskytu tohoto onemocnéni Vv Ceské republice je odhadovana
na 1/5000—7500 jedincti. Onemocnéni se v populaci objevuje kvuli ¢astym mutacim,
vznikajicim de novo, coz znamena, ze nemoc propukne bez vyskytu onemocnéni
v rodinné anamnéze (Stekrova et al., 2007). Takto vzniklé mutace se objevuji az
u 25 % nemocnych. Pacientim trpicim FAP se mezi 10. a 25. rokem zivota zacne
postupné rozvijet pies 100 polypt kolorekta (Trna et al., 2010). Ve véku 35 let pak
ma polypy 95 % osob (Plevova et al., 2009).
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Obr. 20 Ukazka tlustého stfeva s nezhoubnymi polypy a karcinomem u pacienta

s FAP (Fodde, 2016)

Existuje také varianta nemoci, ktera je znama jako ateunovana forma FAP. Tato
forma postizeni je mirnéjsi, rozviji se pfi ni mensi mnozstvi polypli a nemoc se
projevuje az v pozd¢jsim veéku. Kolorektarni karcinom se objevuje v praméru az v 56
letech (Trna et al., 2010).

Dal8imi klinickymi projevy mohou byt osteomy, zubni abnormality, vrozena
kongenitalni hypertrofie pigmentového epitelu sitnice (CHRPE, congenital
hypertrophy of the retinal pigment epithelium), desmoidni nadory, nebo dalsi typy
rakoviny (Stitné zlazy, jater, zluCovych cest, centralniho nervového systému aj.)
- (Half, Bercovich, Rozen, 2009).

Zavaznou formu polypdzy, ktera odpovida vice nez 5000 kolorektalnich
karcinomti, miizeme obvykle najit u pacientli se zarode¢nou mutaci v APC genu
lokalizovanou mezi kodony 486499, 1249-1464 av kodonu 233. Nejagresivngjsi
forma s nastupem ve velmi mladém véku je spojena s mutaci v oblasti mezi kodony
1249-1330. I u leh¢i formy nemoci se jedna o poskozeni genu APC. Atenuovana

forma FAP se obvykle vaze k zarode¢né mutaci na 5’ konci (mezi kodony 1-163)

44



nebo na 3° konci (mezi kodony 1860-1987) nebo vexonu 9, ktery podléha
alternativnimu sestfihu. Kongenitalni hypertrofie pigmentového epitelu sitnice neboli
CHRPE muze byt zjisSténa pouze u jedincii s mutaci v témze genu mezi kodony
463-1387. Mutace mezi kodony 1445-1578 maji vétSinou za nasledek vznik
desmoidnich nadori. Hepatoblastom se objevuje u jedincii s mutaci, kterd je
umisténa mezi kodony 457-1309, avSak nejcastéjsi pfi¢inou dédi¢nych
hepatoblastomil jsou mutace v jinych genech. Projevy FAP, které jsou mimo
kolerektum, jako napiiklad desmoidni nadory, osteomy, epidermoidni cysty
a polypy v hornim gastrointestinalnim traktu se objevuji u jedinci se zarode¢nou

mutaci lokalizovanou mezi kodony 1395-1578 (Plevova et al., 2009).

6.1 Indikace k vySetireni genu APC

Pokud se vyskytne podezieni na FAP, mé¢la by byt provedena koloskopie
ptibuznym prvniho stupné jiz pti klinické diagnostice (rodi€e, sourozenci, déti od 10
do 15 let sigmoideoskopie). Nasledovat by mélo genetické poradenstvi a posléze
genetické testovani. Prediktivni vysetfeni je mozno provadét v jakémkoli véku. Je
zde moznost i prenatalni diagnostiky, avsak jen v zavaznych piipadech po konzultaci
s klinickym genetikem (Plevova et al., 2009). Podle jedné studie bylo nejéastéjsi
indikaci presymptomatické testovani rizikovych ¢leni rodokmenti s FAP. Dal§im
divodem k testovani byl vyskyt vice adenomu tlustého stfeva a historie rakoviny

tlustého stieva (Giardiello et al., 1997).

6.2 Genetické testovani

Podobn¢ jako u gentt BRCA i u APC se vyuziva nejprve amplifikace DNA
polymerdzovou fetézovou reakci (PCR), kterd je nasledovana piimym
sekvenovanim. Vyuziva se sekvenace kodujici sekvence a exon-intronovych spoju.
K odhaleni vétsich mutaci, jako jsou delece a duplikace exonl se vyuziva metoda
MLPA — CE/FDA (Biopticka laboratof s.r.o., 2016). K muta¢ni analyze se také
bézné pouziva metoda elektroforézy v gradientovém denaturacnim gelu (DGGE,

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) a Protein truncation test (PTT). U DGGE
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se vyuziva toho, ze rychlost denaturace DNA zavisi na po¢tu vodikovych miistk.
Retézce DNA se od sebe snidze oddéluji v mistech bohatych na AT pary, zatimco
useky bohaté na CG jsou stabilngjsi. Sekvenac¢ni analyzou DGGE vzorka se obvykle
zjisti bud’ frameshift nebo nesmyslna mutace (nonsense mutation), které predpovidaji
zkraceni proteinového produktu. PTT je jednoduchy test, ve kterém je
PCR-amplifikovana cDNA (complementary DNA) nebo genomova DNA ptelozena
do proteinu v pfitomnosti znacené aminokyseliny. Vzorek je potom spustén na SDS
polyakrylamidovém gelu, a vysledné proteinové produkty, a to bud’ v plné délce,
nebo zkracené, jsou detekovany autoradiografii. Zkracené proteiny jsou indikativni

pro piitomnost mutace, kterou zpusobuje pfed¢asny stop kodon (Drabek et al., 2012).

6.3 Doporuceni ke sledovani a 1écba

Na kontrole nemoci se podili tym odbornikd, ktery se sklada z onkologa,
gastroenterologa, chirurga a dalSich specialistli. Lékatské péce je zaloZena piedevsim
na pravidelnych endoskopickych vysetfenich, kdy je sledovan nastup, mnozstvi
a rozvoj polypu. Mezi tato vySetfeni patii kolonoskopie, flexibilni sigmoideoskopie,
ezofagogastroduodenoskopie ¢i duodenoskopie. Pro tato vySetfeni jsou stanoveny
rizné intervaly opakovani (Wehbi, 2015). Oseteni polypl je mozné polypektomii
nebo argonovym laserem (Plevova et al., 2009). Dal§im castym zakrokem byva
odstranéni tlustého stieva nebo tlustého stfeva a konecniku, ¢imzZ se podstatné sniZi
riziko rakoviny tlustého stfeva. Tyto organy je proto nutné sledovat a provadet
operaci, nez se rakovina rozvine (Tudyka and Clark, 2012).

Dalsimi vySetfenimi jsou napfiiklad ultrazvuk bticha, vySetieni Stitné Zlazy a oci,
neurologické vySetieni nebo urologicka kontrola. Chemoprevence se vétSinou
vyuziva jen v nékterych piipadech, napi. pokud je operace nemozna, nebo je-li ji
tieba odlozit. Pii odhaleni polypt v zaludku se zvazuje také podavani 1ékd. Mezi
nejvyuzivanéj$i 1éky patii hlavné Celecoxib a Sulindac. Avsak tyto léky mohou
vykazovat vedlejsi ucinky na gastrointestinalni a kardiovaskularni systém. K regresi
¢i stabilizaci desmoidi se podava vétsinou Tamoxifen v ramci hormonalni prevence

(Plevovaet al., 2009; Kim and Giardiello, 2011; Tudyka and Clark, 2012).
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7. SYNDROM LI-FRAUMENI

Li-Fraumeni syndrom je velmi vzacné onemocnéni s autozomalné¢ dominantni
dédicnosti. Nazev této nemoci je odvozen od americkych 1ékaitu Fredericka Pei Li
a Josepha F. Fraumeni, ktefi tento syndrom jako prvni popsali. Toto onemocnéni
zpuisobuji mutace tumor supresorového genu TPS53, které se dédi, nebo mohou
vznikat i de novo. U nékterych jedinct s timto syndromem se také mohou vyskytovat
mutace V jiz zmifiovaném genu CHEK2 (Ruijs et al., 2009).

Tento syndrom je charakteristicky tim, ze se jiz v mladém véku tvoii mnohocetné
nadory, jako jsou sarkomy kosti i mé&kkych tkani, karcinomy nadledvin, nadory
mozku, ¢asné nadory prsu, leukemie a lymfomy. Riziko rakoviny u této nemoci bylo
odhadnuto na 73 % u muzi a témét 100 % u Zen. Existuji dvé formy nemoci,
Druha mirnéj$i varianta se nazyva Li-Fraumeni-like syndrom, vyskytuji se zde jen
dva z typickych nadort, a to u piibuznych prvniho ¢i druhého stupné (Plevova et al.,
2009; Malkin, 2011).

K této nemoci existuje nékolik podobnych typi kritérii, nasledujici seznam

obsahuje klasicka kritéria (Plevova et al., 2009):

oV rodiné se vyskytl proband se sarkomem diagnostikovanym do 45 let.
e Pribuzny 1. nebo 2. stupné s nadorovym onemocnénim ve véku pod 45 let.
o Dalsi pribuzny 1. nebo 2. Stupné s jakymkoli nadorovym onemocnénim pred

45. rokem veku nebo sarkomem v jakémkoli véku

7.1 Genetické testovani

V roce 2011 bylo vysetieni akreditovano dle CSN EN ISO 15189:2007 jako SOP-
3: Hereditarni syndrom Li-Fraumeni: mutacni analyza genu TP53 metodou ptimého

sekvenovani a MLPA (Svoboda and Vorlicek, 2012).
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8. SYNDROMY SPOJENE S RIZIKEM NADORU
DETSKEHO VEKU

8.1 BLOOMUV SYNDROM

Bloomiiv syndrom se fadi mezi autozomalné recesivni choroby, vyskytuje se
velmi vzacng, a proto se v Ceské republice neprovadi analyza genu BLM, jehoz
mutaci nemoc vznika (Krutilkova and Eckschlager 2009). Onemocnéni lze
diagnostikovat jiz v prvnich mésicich zivota (Elbendary, 2015). U tohoto syndromu
bylo nalezeno vice nez 60 mutaci genu BLM, pii¢emZ nejbéznéj$i mutaci je
nahrazeni 6 nukleotidi 7 jinymi, a to v poloze 2281. Tato mutace se nejcastéji
vyskytuje u askenazskych Zida (Risch, 2003).

Mezi symptomy tohoto syndromu patii maly vzrist, maly a uzky oblicej,
fotosenzitivita, facialni teleangiektazie, hypo- a hyperpigmentace, diabetes mellitus,
mald varlata u muzl a u Zen poruchy menstruace, imunodeficience snizené hladiny
IgM. Pied 20. rokem véku se zalinaji objevovat lymfomy a akutni leukémie.
V dospélosti tento syndrom zahrnuje velkou $kalu nadort, jako jsou karcinomy
jazyka, laryngu, plic, jicnu, stfeva, kize, prsu a dé&lozniho ¢ipku (Krutilkova
and Eckschlager, 2009). Riziko k rakoviné je u tohoto onemocnéni az 150-300krat
vys$8i nez u be&zné populace. Rakovina je také nejcastéjSi pfi¢inou smrti a neni

zaznamenan piipad, kdy se ¢lovek s touto nemoci dozil 50 let (Elbendary, 2015).

8.1.1 Doporuceni ke sledovani a 1écba

U této nemoci by mély déti dochazet na onkologickou kontrolu 4krat ro¢né.
Od 20 let se provadi screening solidnich nadorG. Nedilnou soucasti jsou také
gynekologické a mamologické kontroly po pll roce a screening dalSich nadort

(Krutilkova and Eckschlager, 2009).
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8.2 ATAXIA - TELANGIEKTASIA

Podobn¢ jako u Bloomova syndromu je i u onemocnéni ataxia-telangiektasia
(A-T) dedicnost autozomalné recesivni. Mutujicim genem u této neurodegenerativni
nemoci je gen ATM, ktery je mozné podrobit analyze v Praze
(Ustav biologie a lékaiské genetiky VEN a 1. LF UK Praha). Frekvence vyskytu je
jeden nemocny na 40 000—300 000 poroda (Krutilkova and Eckschlager, 2009).

Abychom mohli potvrdit anamnézu, musi se u nemocného Vvyskytnout dva

zasadni symptomy, jedna se o neschopnost koordinace pohybu (Cerebelarni ataxie,

zpusobena disfunkci mozecku) a rozsifeni malych cév (teleangiektazie) - (ATCP,
2013) - (Obr. 21).

Obr. 21 Rozsifeni malych cév v oku u pacienta s A-T (Crawford, 2011).

Ataxie se projevuje jiz v prvnich letech Zivota a je tak prvnim diagnostickym
ukazatelem nemoci. Postupné se potize zhorSuji a vétSinou kolem 11. roku véku jsou
déti upoutany na invalidni vozik (Janniger, 2015). K dal$im ¢astym neurologickym
piiznakim patiéi chorea, nystagmus, svalova slabost a elasticita. Teleangiektazie
za¢ina byt viditelna kolem 7. roku a postihuje zejména o¢ni bulby
a oblasti vystavené slune¢nimu zafeni. DalSimi viditelnymi symptomy jsou vypadky

kozniho pigmentu (vitiligo), skvrny café-au-lait, pred¢asné Sedivéni. Dochazi také
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k defektu bunécné i protilatkové imunity (Krutilkova and Eckschlager, 2009). A-T
pacienti vétSinou umiraji na respira¢ni selhani nebo na rakovinu a jen malo z nich se
dozije 40 let (ATCP, 2013).

Co se tyce nadord, ty se vyskytuji u 40 % nemocnych. VétSinou se jedna
o leukémie a lymfomy, které se mohou vyskytovat jiz v détstvi a zaujimaji az 85 %
rakoviny u A-T pacientt. V pozd¢jsim véku se mohou objevit nadory zaludku, prsu,
vajeénikt, kize nebo pojivovych tkani (Cancer.Net, 2014). U heterozygotnich
pfenasecu mutace v genu ATM je riziko k rakoviné zvySené 2—-3krat, pficemz u Zen je

50% Sance vzniku karcinomu prsu (Krutilkova and Eckschlager, 2009).

8.2.1 Genetické testovani

Spole¢nost BIOGEN (2016) nabizi kit k detekci deleci / duplikaci genu ATM pro
analyzu MLPA. Ostatni metody jsou provadény v zavislosti na pravdépodobného

typu mutace.

8.2.2 Doporuceni ke sledovani a 1éCba

Sledovani probiha 4krat roéné¢ a duraz je kladen hlavné na pfiznaky
hematologickych  malignit, pfi gastrointestinalnich  obtiZich se provadi
I gastroskopie. V dospélosti je doporuceno navstévovat mamologickou poradnu.
Pfi 1écbé se nesméji vyuzivat konvencni davky radioterapie (Krutilkova and
Eckschlager, 2009). K zachovani alesponi ¢astecného pohybu jsou nutna fyzicka
cviceni a navstévy logopedie. Pro povzbuzeni imunitniho systému je mozno podavat

gama-globulinové injekce (ATCP, 2013).

9. GENETICKE PORADENSTVI A DIAGNOSTIKA

Genetické poradenstvi je zaloZeno piedevSim na genealogii, kdy dochazi
k sestaveni rodokmenu se zaméfenim na nadorova onemocnéni. Sleduje se vek pfi

nastupu nemoci a typicka kombinace nadord. Od téchto zjisténi se pak dale odviji
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doporuceni k molekularné genetickému vySetfeni a nasledné zajiSténi prevence
a sledovani pro rizikové osoby dle rodokmenu. Ke genetickému testovani je
zapotiebi informovany souhlas pacienta a jeho DNA (Altaner, 2008).

Piinosem genetického testovani je nasledné stanoveni diagnézy a rizik sni
spojenych, které vede k nastaveni preventivni péfe a riznych doporuceni
a sledovani, aby se nemoc pokud mozno vibec neprojevila. Dulezité je také urcit
dalsi rodinné piislusniky, ktefi jsou prenaSe¢i a méli by dodrzovat zdravy zivotni
styl. Toto vySetieni je vétSinou piedepsano po dosazeni plnoletosti, kromé nékterych
nemoci, kde je nutna prevence jiz od détstvi (Altaner, 2008; Koubkova, Vojtések,
Vyzula, 2014; MOU, 2015).

U dédicnych nadorovych syndromli se ke zjisténi konkrétni mutace nejvice
vyuzivd sekvenovani (Altaner, 2008; Koubkova, Vojtések, Vyzula, 2014;MOU,
2015).

Pro detekci neznamych bodovych mutaci u velkych geni (BRCA1/2)
dominantnich syndromt lze vyuZzit screeningové metody, které vytipuji oblasti pro
sekvenovani. Mezi tyto metody patfi DGGE (denatura¢ni gradientova gelova
elektroforéza), DHPLC (denatura¢ni vysokorozliSovaci kapalinova chromatografie)
nebo HRM (vysokorozliSovaci analyza kiivek tani, high resolution melting).
U malych genid (TP53, CDKNZ2A) vzacnéjSich syndromil se pfistupuje rovnou
K ptimé sekvenaci. Znamé bodové mutace mohou byt identifikovany pomoci mnoha
molekularnich metod, jako jsou naptiklad specifické hybridiza¢ni metody, real-time
PCR nebo cipové technologie. K vySetieni rozsahlych deleci/duplikaci exont
¢i alel genu se vyuziva Southern blot analyza ¢i semikvantitativni metody, mezi néz
patii naptiklad MLPA (Multiplex Ligation dependent Probe Amplification).
Vysledky téchto metod je pak vhodné jesté ovéfit dalsimi metodami (Slaby et al.,
2014).

Metoda MLPA, ktera umoznuje detekci velkych intragenovych deleci/duplikaci,
zahrnujicich celé exony geniti byla v roce 2011 akreditovana dle CSN EN ISO
15189:2007 (SOP-1: Hereditarni syndrom nadoru prsu a/nebo ovaria: mutacni
analyza genit BRCA1 a BRCA2 metodou HRM, sekvenovanim, MLPA a LR PCR
analyza genu BRCAL) i jako soucast vySetfeni dalSich genl u jinych hereditarnich
nadorovych syndromt (Svoboda and Vorlicek, 2012).

V roce 2011 byla akreditovana metoda HRM dle CSN EN ISO 15189:2007 jako

soucast vySetfeni u hereditdrnich nadorovych syndromii (Dédi¢ny syndrom nadoru
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prsu a Lynchiiv syndrom). Metoda MRM je zalozen4 na principu heteroduplexni
analyzy, za pouziti fluorescen¢niho barviva, které se béhem PCR reakce vclenuje do
dsDNA. Bé¢hem postupného zahtivani dochazi k meltingu DNA a barvivo se
z jednofetézci uvoliuje, coz se projevuje poklesem fluorescence. Pritomnost
heteroduplexu v analyzovaném fragmentu DNA vyrazné¢ méni profil kiivky tani.

Tato metoda je vyuzivana k detekci bodovych mutaci (Svoboda and Vorlicek, 2012).

9.1 Sekvenovani

Abychom odhalili mutace zptisobujici rakovinu, je nutné zjistit DNA sekvenci.
Na zacatku 70. let 20. stoleti se pfistupovalo k sekvenovani nepiimo sekvenaci
molekuly RNA. Nasledovaly dalsi dvé u¢innéjsi metody. Na prvni chemické metod¢
se podilely Maxam a Gilbert, avSak az Sangerovo biochemické sekvenovani se
rozsifilo do laboratofi po celém svété a zaCalo se pouzivat komeréné (Koubkova,

Vojtések, Vyzula, 2014).

9.1.1 Sangerovo sekvenovani

U této metody je diky polymerdze syntetizovan tisek DNA k jednovlaknovému
templatu, pricemz na urcitych mistech dochazi k terminaci a vznikaji tak rizné
dlouhé jednovlaknové useky. Terminace je pak zavisld na dosazeni urcitého
nukleotidu, kdy je posléze mozné stanovit délku nasyntetizovaného tiseku od zacatku
az k danému nukleotidu diky elektroforéze. Tato metoda sekvenovéani byla velmi
pracna a Casoveé narocna, proto se zacalo pracovat na jeji automatizaci a doSlo
K vyvoji automatickych sekvenator, které vyrazné snizily dobu sekvenace
(Koubkova, Vojtések, Vyzula, 2014). V soucasné dob&é dochazi k rozvoji
sekvenovani nové generace (NGS; Next Generation Sequencing), u kterého jsou
zavadény panely pro vySetfeni vybranych genti. Napiiklad Cancer gene panel
zajistuje soub&éznou analyzu 25 rizikovych geni (BRCAL/2, PALB2, ATM,
RAD51C/D, CHEK2, APC, TP53 a dalsi). Vystup z této metody by mél byt také
ovéten dalsimi metodami (Slaby et al., 2014).
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9.1.2 Sekvenovani nové generace

K velkému pokroku v této oblasti doslo diky sekvendtoriim nové generace. Tyto
sekvendtory umoziiuji masivni paralelni sekvenovani az tisich molekul DNA
soucasn¢. Zaroven diky pouziti tohoto piistroje doslo k vyraznému sniZzeni naklada
a ¢asu potiebného k sekvenaci dlouhych DNA tusekti (Koubkova, Vojtések, Vyzula,
2014). V soucasné dob¢ jsou komercné dostupné 4 technologie. Zasadnim rozdilem
mezi Sangerovo sekvenovanim a NGS je to, Ze misto dlouhych sekvenci DNA jsou
vygenerovany miliony kratkych tGsekt. Také neni nutna amplifikace a k sekvenaci
staci jednotlivé DNA molekuly. Tyto metody také umoznuji sekvenaci obou konct

DNA, coz napomaha k detekci somatickych prestaveb (Reis-Filho, 2009).

9.1.3 NGS platformy

Obecné lze postup sekvenovani nové generace rozdélit do tii krokt, které provadi
kazda platforma. Jednotlivé platformy se pak liSi ve zplisobu realizace téchto tii
krokti (Berglund, Kiialainen, Syvénen, 2011). Rozdily 1ze najit i v typu a mnozstvi
vystupnich dat jednotlivych technologii (Koubkova, Vojtések, Vyzula, 2014).
Prvnim krokem je vytvoreni knihovny nukleovych kyselin a jejich nasledna
amplifikace. Knihovna je tvofena sestfizenim vzorku DNA na malé fragmenty,
na jejichZ konce jsou ligovany adaptéry, coZ jsou syntetické oligonukleotidy o znamé
sekvenci. Na adaptéry pak nasedaji komplementarni primery a dochazi k amplifikaci
pomoci PCR (Berglund, Kiialainen, Syvénen, 2011).

Nasleduje dalsi krok, ktery zahrnuje samotné sekvenovdni a nasledné
zobrazovani. Né&které technologie vyuzivaji sekvenovani syntézou, kdy je z knihovny
fragmentll syntetizovan novy DNA fragment. Nasleduje promyvani mnoha
fragmentll o znamé nukleotidové sekvenci. Nukleotidy se zacleiiuji do rostouciho
DNA fetézce a dochazi k detekei nukleotidové sekvence (Quail et al., 2012).

Poslednim krokem je analyza dat. Nejprve je nutné odstranit data tykajici se
adaptérti a nekvalitné prectenych sekvenci. Poté se mize ptistoupit k mapovani dat
k referenénimu genomu, nebo ke sladéni ziskanych sekvenci a jejich nasledné
analyze. Skrze rtizné softwary dle naSich preferenci pak ziskavdme data napiiklad

o SNPs, mutacich ¢i o urovni exprese transkriptomu (Gogol-Doéring and Chen,
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2012). K nejpouzivangjsim platformam patii Roche454, Illumina, SOLID, lon

Torrent, PacBio, Oxford Nanopore.

9.1.4 Vyuziti NGS technologii v nadorové diagnostice

Prestoze ke zjisténi, ze nékteré typy rakoviny mohou byt dédicné, doslo teprve
na zacatku 20. stoleti, s ptispénim NGS metod jiz bylo prozkoumano mnoho nadori
a objeven nespoCet pro né typickych mutovanych gent a jejich variant (Boveri,
2008). S témito metodami jsou spojeny vyzkumné projekty jako je The Cancer
Genome Atlas a International Cancer Genome Consortium, kde je mozné najit
informace o tisicich tumorti riznych typt rakovin (TCGA, 2015) - (International
Cancer Genome Consortium, 2012).

V ramci sekvenovani existuje nckolik pfistupti podle toho, ktery usek DNA
chceme osekvenovat. V onkologické praxi pak dochazi k porovnani sekvenci zdravé
a nadorové DNA (Koubkova, Vojtések, Vyzula, 2014).

Jednou z variant je celogenomové sekvenovani, které slouzi k ziskani informace
o celkové chromozomalni DNA. Tato metoda je vyuzivana hlavné ve vyzkumech
a jsou na ni zalozené rtzné populacni studie. Jsou zde zastoupeny jak kodujici
sekvence, tak ty nekodujici, které zahrnuji naptiklad promotorové a regulacni oblasti.
Tento pfistup zkoumani DNA je zdsadni pfi objevovani novych a vzacnych mutaci
a také chromozomalnich piestaveb. Dals$i moZnosti je exomové sekvenovani, které se
zam¢ifuje jen na kddujici oblast a je tak o néco rychlej§i a méné ndkladné nez
celogenomové sekvenovani. Diky exomovému sekvenovani byly objeveny naptiklad
mutace odpovédné za familiarni nddory pankreatu, dédicného feochromocytomu ¢i
familidrniho melanomu. K charakterizaci nadoru pfispivd hlavné sekvenovani
transkriptonu, kde jsou sekvenovany vSechny molekuly RNA. Tento piistup je
vyuzivan zejména k detekci mezigenovych fuzi, které jsou u nddort velmi cCasté.
Tato metoda také piispiva kodhaleni somatickych mutaci a alternativnich
sestfithovych variant. Posledni moZnosti je sekvenovani vybranych oblasti, pficemz
se vétSinou jedna 0 vybrané geny. Tato metoda je vyuzivana zejména k sekvenovani
velkého poctu vzorkl pii screeningu, validaci genetickych variant v populaci

a k identifikaci vzacnych variant (Koubkova, Vojtések, Vyzula, 2014).
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Pro klinickou praxi védci sestavili sekvenacni panely se zaméfenim na urcité
regiony genomu, kde Casto vznikaji mutace charakteristické pro rakovinu ¢i dalsi
nemoci (Rehm, 2013). Na rozdil od celogenomového sekvenovani spociva vyhoda
sekvenovani vybranych oblasti v nizsich nékladech a ve sniZenych narocich na cas.
Dulezitou roli pti vybéru tohoto pristupu hraje také to, ze ziskavame mensi mnozstvi

dat (Xuan et al., 2012).

10. PREVENCE HEREDITARNICH NADOROVYCH
ONEMOCNENI

Primarni prevence zavisi hlavné na pacientovi a jeho zivotnim stylu. V rdmci
primarni prevence by se mél jedinec vyvarovat koufeni a alkoholu. Dile je
doporuceno omezit tuky, maso, uzeniny a zatadit do jidelnicku vice vldkniny, ovoce
a zeleniny. Dulezita je také pravidelnd fyzickd aktivita a ¢lovék by se mél rovnéz

vyhnout nadmérnému stresu a slunéni (Altaner, 2008).

11. LECBA HEREDITARNICH NADOROVYCH
ONEMOCNENI

Zakladem 1écby je sledovani pacienta, ktery dochazi v riznych intervalech na
preventivni vysetfeni. Pfitom u nddorovych onemocnéni je dilezitd spoluprace
onkologa, chirurga a specialisty pro postiZenou ¢ast téla. U nékterych syndromt lze
také aplikovat chemoprevenci. Tyto 1éky se podavaji jen po urcitou dobu a jejich
uzivani ma i negativni U€inky. Alternativou pak také mohou byt chirurgické operace,
kter¢ vedou k odstranéni problematickych oblasti, jako jsou vaje¢niky, dé€loha,

mlééné zlazy &i Gast zazivaciho traktu (Altaner, 2008; CLS JEP, 2009).
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12. ZAVER

Geny s mutacemi zpusobujicimi nadorové syndromy jsou vétSinou zapojeny
Vv signalizaci nebo opravé poskozené DNA. Aby se mohlo pfistoupit k odhaleni
mutace, je zapotiebi mit informace o kooperaci mezi jednotlivymi proteiny, které
jsou zasadni pro opravné mechanismy bunky. V téchto mechanismech je casto
zastoupeno mnoho proteint, které vzajemné interaguji a u kterych dosud nejsou
znamy jejich funkce.

Cim vice budeme védét o rakoving a jejim genetickém podkladu, tim 1épe budeme
moci nastavit 1écbu a prevenci. Je proto dulezitd kooperace genetickych instituci po
celém svéte, aby se poznatky u vzacnéjSich nemoci daly globalizovat a aplikovat na
jakoukoliv  populaci. Je dilezit¢é mit kompletni informace Zz vyzkumi
o jednotlivych mutacich, aby se mohlo piedpovidat riziko, prubéh nemoci
a jednotlivé symptomy, coz je predpokladem k sestaveni jednotlivych piliia 1écby.
U dédi¢nych nadorovych systémii je totiz 1éCba zavisld na prevenci a sledovani
jednotlivych ¢asti téla, kde by se mohla pozdé&ji rakovina projevit. I kdyz jsou dnes
dostupné rizné metody detekce mutovanych geni, i presto existuje spousta
Skodlivych mutaci, které dosud nebyly odhaleny a je tfeba je dale zkoumat.

Diagnostika dédi¢nych nadorovych syndromu je velmi nakladna a pfistupuje se

kni jen za wurCitych okolnosti. Sledovano je mnoho parametrii, Zz nichz

vvvvvv
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13. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK:

APC - adenomatous polyposis coli, adematozni polypoza

A-T - Ataxia-Telangiectasia

ATM - Ataxia-Telangiectasia mutated

BARDL1 - BRCAL Associated RING Domain 1

BASC komplex - BRCA1-associated genome surveillance complex

BNC2- Basonuclin 2

BRC repetice - BRCA C-terminal repeats

BRCAL - Breast cancer 1

BRCA2 - Breast cancer 2

BRCT - BRCAL C- terminal

BRIP1 - BRCAL interacting protein C-terminal helicase 1

BLM - Bloom syndrome

CA125 - Cancer antigen125, Tumorovy antigen 125

CDK4 - Cyclin-dependent kinase 4

CDKNZ2 - Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

CcDNA - complementary DNA, komplementarni DNA

ClI - confidence interval, konfiden¢ni interval

DGGE - denaturing gradient gel electrophoresis, elektroforéza v gradientovém

DHPLC - denatura¢ni vysokorozliSovaci kapalinova chromatografie

DMC1 - DNA meiotic recombinase 1

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dsDNA - double strand DNA, dvouietézcova DNA

FANCD?2 - Fanconi anemia complementation group D2

FAP - familial adenomatous polyposis , familiarni adenomat6zni polypoza

FHA - Fork head-associated domain

HBC - hereditary breast cancer, hereditarni karcinom prsu

HBOC - hereditary breast and ovarian cancer, hereditarni karcinom prsu a ovarii

HNPCC - hereditary nonpolyposis colorectal cancer, hereditarni nepolyp6zni
kolorektalni karcinom

HRM - high resolution melting, VysokorozliSovaci analyza kiivek tani

CHK2 - Checkpoint kinase 2
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CHRPE - congenital hypertrophy of the retinal pigment epithelium,Vrozena
kongenitalni hypertrofie pigmentového epitelu sitnice

KD - Catalytic kinase domain

LOH - loss of heterozygosity, pokles heterozygotnosti

LR PCR - long - range PCR, amplifikace dlouhych usekti genomické DNA

MLH1 - mutL homolog 1.

MLPA - Multiple - Ligation Probe Amplification

MMR - mismatch repair

MRE11 - Meiotic recombination 11

MSH - MutS homolog

MSH2 - mutS homolog 2.

MutLa - heterodimer MLH1 s PMS2

MutS alpha - heterodimer MSH2 s MSH6

MutS beta - heterodimer MSH2 s MSH3

MutSa - heterodimer MSH2 s MSH6

MutSb - heterodimer MSH2 s MSH3

NHEJ - non - homologous end joining, nehomologni spojovani koncti

NLS - Nuclear Localisation Signal, jaderny lokaliza¢ni signal

NGS - Next generation sequencing, Sekvenovani nové generace

PALB2 - Partner and localizer of BRCA2

PCR — Polymerase chain reaction, Polymerazova fetézova reakce

PLEXAMP — MultiPLEX AMPIlification PCR, System Kvantitativni multiplex

amplifikace fragmentli genomu pomoci PCR denaturaénim gelu

PTT — protein truncation test

RAD51B - RAD51 Paralog B

RAD51C - RADS51 paralog C

RAD51D - RAD51 Paralog D

Rbl1 - Retinoblastoma 1

RNA - ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

SNP - single nucleotide polymorphism, jednonukleotidovy polimorfizmus

TP53 - Tumor protein p53

UADT - upper aerodigestive tract, horni acrodigestivni trakt

UTR- untranslated region, nepiekladana oblast

XRCC3 - X - ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 3
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