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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

1.1.

1.2.

WielkoSci fizyczne i przedrostki

A angstrem, 10™'’m

g gram

kDa kilodalton, jednostka masy
1 litr, dm’

m mol

M stezenie molowe, mol/dm’
min minuta

sek sekunda

U jednostka enzymu

k kilo, 10°

m mili, 107

M mikro, 10

n nano, 10”

Substancje chemiczne i roztwory

A adenina
APS nadsiarczan amonu (ammonium persulphate)
C cytozyna
ddH,O podwdjnie destylowana woda
dNTPs dezoksyrybonukleotydy (adeninowy, guaninowy, tyminowy
i cytozynowy)
EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy (ethylenediamine tetraacetic acid)
G guanina
KHCO; wodoroweglan potasu
MgCl, chlorek magnezu
NacCl chlorek sodu
NaOH wodorotlenek sodu
NH,C1 chlorek amonu
RBC bufor do lizy erytrocytdw (red blood cell lysis buffer)
SDS dodecylosiarczan sodu (sodium dodecyl sulphate)
T tymina
TAE bufor do elektroforezy z kwasem octowym (7ris — Acetete —EDTA)
TBE bufor do elektroforezy z kwasem bornym (7ris — Borate — EDTA)
TEMED N,N,N,N* — tetrametyloetylenodoamina

TRIS 2 —amino — hydroksymetylo — 1,3 — propanodiol



1.3. Symbole aminokwasow

A (Ala) Alanina

C (Cys) Cysteina

D (Asp) Kwas asparaginowy
E (Glu) Kwas glutaminowy
F (Phe) Fenyloalanina

G (Gly) Glicyna

H (His) Histydyna

I (Ile) Izoleucyna

K (Lys) Lizyna

L (Leu) Leucyna

M (Met) Metionina

N (Asn) Aspargina

P (Pro) Prolina

Q (GIn) Glutamina

R (Arg) Arginina

S (Ser) Seryna

T (Thr) Treonina

V (Val) Walina

W (Trp) Tryptofan

Y (Tyr) Tyrozyna



1.4.

Geny i bialka

APC

ATM

ATR

BACHI (BRIPI)

BARDI

BRCAI

BRCA2

BCR/ABL

CHK?2

MLHI1

MLH?2

MREI11

MSH6

NBS1/NBN

NF1

PALB?2

PTEN

RAD50

RBI
P53

gen podatnosci na rodzinng polipowatos¢ jelita grubego
(adenomatous polyposis coli)

gen kodujacy kinaz¢ bialkowa serynowo-treoninowg, zmutowang w
zespole ataksji-teleangiektazji (ataxia telangiectasia mutated)

gen kodujacy kinaz¢ biatkowg zrodziny PI3/PI4, zmutowang w
zespole ataksji-teleangiektazji (ataxia telangiectasia and Rad3
related)

gen kodujacy helikaze RNA zalezna od ATP (BRCAI interacting
protein C-terminal helicase 1)

gen kodujacy biatko oddziatujace z domeng RING BRCA1 (BRCA!
associated RING domain 1)

gen podatno$ci na raka piersi 1 (breast cancer susceptibility gene 1,
breast cancer 1, early onser)

gen podatno$ci na raka piersi 2 (breast cancer susceptibility gene;
breast cancer 2, early onser)

gen fuzyjny (breakpoint cluster region — Abelson murine leukemia)
powstaty w wyniku translokacji chromosomow t(9;22))

gen kodujacy kinaze biatkowa serynowo-treoninowa, zaangazowang
w proces naprawy DNA (CHK?2 checkpoint homolog)

gen podatnosci na niepolipowatego raka jelita grubego (mutL
homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2, (E.coli))

gen podatnosci na niepolipowatego raka jelita grubego (mutL
homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 2, (E.coli))

gen kodujacy biatko o aktywno$ci egzonukleazy i endonukleazy
(MRE11 meiotic recombination 11 homolog A (S. cervisiae))

gen podatno$ci na niepolipowatego raka jelita grubego (mutS (E.coli)
homolog 6)

gen kodujacy nibryne (p95) (Nijmegen breakage syndrome 1)

gen nerwiakowtokniowatosci typu 1 (neurofibromatosis type 1)

gen kodujacy biatko oddziatywujace z BRCA2 (partner and
localizer of BRCA2)

gen kodujacy homolog fosfatazy i tensyny (phosphatase and tensin
homolog)

gen kodujacy homolog biatka bakteryjnego RecA (RADS50 homolog
(S.cerevisiae))

gen siatkowczaka zlosliwego (retinoblastoma)

gen kodujacy biatko TP53 (tumor protein 53)



1.5.

Pozostatle skroty
ASA PCR
BASC
BIC
BRCT

CIMBA

DHPLC

DSBs
FISH

FHA

HA
HBOCs
HRT
LFL
LFS
MLPA

NHEJ
NLS
NMD

PCR

pz
RING

WHO

amplifikacja specyficzna w stosunku do allelu (allele — specific
amplification polymerase chain reaction)

kompleks biatkowy zwiazany z biatkiem BRCA1 (BRCAI associated
genome surveillance complex)

baza: Breast Cancer Information Core,
http.//research.nhgri.nih.gov/bic/

domena wytepujaca gtownie w biatkach zaangazowanych w naprawe
DNA (BRCAI carboxyterminal domain)

organizacja zajmujaca si¢ badaniem genow podatnos$ci na raka piersi
i/lub jajnika (The Consortium of Investigators of Modifiers of
BRCA1/2)

dentauracyjna wysokosprawna chromatografia cieczowa (denaturing
high performance liquid chromatography)

pekniecia podwojnej nici DNA (double strand breaks)
fluorescencyjna  hybrydyzacja in-situ  (fluorescence in  situ
hybrydyzation)

domena znajdujaca si¢ w wielu biatkach o funkcjach regulatorowych
(forkhead-associated domain)

analiza heteroduplekséw (heteroduplex analysis)

dziedziczny rak piersi/jajnika (hereditary breast/ovarian cancer)
hormonalna terapia zastepcza (hormonal replacement therapy)

zespot podobny do zespotu Li-Fraumeni (Li-Fraumeni like syndrome)
zespot Li-Fraumeni (Li-Fraumeni syndrome)

zalezna od ligazy reakcja tancuchowa polimerazy (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification)

niehomologiczne taczenie koncéw (nonhomologous end-joining)
sygnat lokalizacji jadrowej (nuclear localization signal)

proces polegajacy na rozpoznawaniu 1 niszczeniu transkryptéw
zawierajacych przedwczesny kodon STOP (nonsense - mediated
mRNA decay)

lancuchowa reakcja polimerazy (polimerase chain reaction)

par zasad

domena wyst¢pujaca gtownie u biatek biorgcych udziat w procesie
ubikwitynizacji (really interesting new gene domain)

Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization)



2. STRESZCZENIE

5-10% zachorowan na raki piersi i jajnika spowodowanych jestuwarunkowaniami genetycznymi.
Glownymi genami, ktorych mutacje zwigkszaja ryzyko wystapienia tych nowotworéw sa BRCAI i BRCA2,
jednakze wraz z genami PTEN, TP53, ATM i STK11 obejmuja zaledwie 25-28% podloza dziedzicznego raka
piersi i jajnika. Uwaza sig¢, ze za znaczna cz¢$¢ zachorowan odpowiadaja mutacje w genach o niskiej penetracji.

Celem rozprawy bylo okreSlenie czgstosci wystepowania wariantdw sekwencyjnych w obrebie catych
sekwencji kodujacych genow MRE11, RAD50 oraz NBS1 w grupie wyselekcjonowanych pacjentek chorych na
rodzinne raki piersi i/lub jajnika. Analiz¢ mutacji przeprowadzono z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej oraz bezposredniego sekwencjonowania. Badania wykonano w grupie 109 kobiet
pochodzacych z rodzin silnie obcigzonych zachorowaniami na nowotwory piersi i/lub jajnika bedacych pod
opicka onkologicznej poradni genetycznej w Wojewoddzkim Centrum Onkologii w Gdansku w latach 1999-
2007.

Analiza molekularna genu MRE!] doprowadzita do wykrycia 11 zmian sekwencyjnych. Jedna sposrod
dwoch zmian eksonowych byla potencjalnie patogenna (p.Ala452Asp), jednakze jej biologiczne znaczenie nie
zostalo okreslone. Pozostate zmiany stanowily znane polimorfizmy tego genu.

W genie NBSI znaleziono 15 zmian sekwencyjnych, sposrdd ktérych siedem zlokalizowanych bylo
w czgéciach kodujacych genu. Zidentyfikowano nowa, potencjalnie patogenna substytucje: p.Argl69His
zachodzaca w obrebie domeny BRCT. U dwoéch pacjentek zidentyfikowano znane patogenne mutacje:
c.657 _661del oraz p.Ile171Val. Pozostate warianty sklasyfikowano jako neutralne polimorfizmy.

Wykryto siedem zmian sekwencyjnych genu RADS50, sposrdéd ktérych trzy nie byly dotad opisane.
W obrebie eksonow zidentyfikowano dwa warianty, pozostalych pig¢ zaobserwowano w intronach. Jedna ze
zmian eksonowych jest nowa i na podstawie wynikow analiz in silico zostata sklasyfikowana jako potencjalnie
patogenna (p.Pro250Leu). Zidentyfikowano dwie nowe zmiany intronowe genu RADS50, ktore wystapity
w sekwencjach konsensus: ¢.756+5C>T, ¢.1052-2A>C. Zmiany zostaly poddane analizom prowadzonym na
poziomie cDNA oceniajacym ich wplyw na proces splicingu. Pomimo iz nie potwierdzono udziatu tych
wariantOw w procesie wycinania intronéw, ich wpltyw na bialko nie zostal wykluczony. Pozostale warianty
stanowily czeste i uznawane za neutralne polimorfizmy.

Wyniki niniejszej pracy potwierdzaja, ze heterozygotyczne warianty sekwencyjne genéw kompleksu MRN
moga by¢ odpowiedzialne jedynie za niewielka liczb¢ zachorowan na dziedziczne nowotwory piersi i/lub jajnika
w Polsce. Dodatkowo wskazuja, ze patogenne mutacje genow kompleksu MRN nie wpltywaja znaczaco na
wzrost ryzyka zachorowania na raka piersi i/lub jajnika. Jednakze do pelnego wyjasnienia ich udzialu w rozwoju
nowotwordow niezbedne beda badania prowadzone na réznych populacjach i w duzych grupach badanych kobiet
z rakiem piersi i/lub jajnika.



2.1. Abstract

Approximately 5-10% of all breast and ovarian cancer cases are estimated to result from a hereditary
predisposition to the disease. BRCAI! and BRCA2 are major genes which mutations predispose to breast
and ovarian cancer. Alongside with mutations in other susceptibility genes such as PTEN, TP53, ATM
and STK11 they explain no more than 25-28% of these familal cases. Therefore additional genes are likely to be
discovered.

The aim of this study was to evaluate prevalence and spectrum of MREII, RAD50 and NBSI germline
mutations in breast cancer families. Altogether 109 Polish patients having breast and/or ovarian cancer were
analysed. Mutations were searched for by DHPLC and sequencing technique. The samples were collected
at Regional Oncological Outpatient Clinic in Gdansk from patients diagnosed with familial breast and/or ovarian
cancer between 1999 and 2007.

Mutation analysis of the MREII gene revealed 11 alterations, two of which were located in the protein-
encoding region. One of them was considered as possibly harmfull for protein function (p.Ala452Asp). All the
other alterations were classified as harmless polymorphisms.

15 alterations were observed in the NBS/ gene. Seven of them were in the protein-encoding region. Among
them one was previously unidentified and, as it appeared in the BRCT domain, was considered a possible
pathogenic alteration (p.Argl69His). Two cancer-associated mutations were detected, c.657 661del
and p.Ile171Val. The other alterations were considered to be harmless polymorphisms.

Examination of RAD50 revealed seven alterations, three of which were previously unidentified. Two
genomic variants were located in the protein-coding region. One of exonic substitutions was new and based on
the results of in silico analysis was considered as putative pathogenic alteration (p.Pro250Leu). Two intronic
alterations were observed: ¢.756+5C>T, ¢.1052-2A>C. To evaluate their impact on splicing process they were
analysed on the cDNA level. The results were inconclusive as no disturbed transcript was detected. Their role
in the splicing process can not be excluded. The other alterations were classified as neutral polymorhisms.

Overall, the results indicate that heterozygous MRN complex variants may contribute only to a limited
fraction of familial breast and/or ovarian cancers in Poland. Altogether these results suggest that pathogenic
mutations in these genes are rare and carry no, or a very small, increased risk of cancer. To confirm their role
in tumorgenesis extended analysis among larger groups of patients and controls is necessery.
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3. WSTEP

3.1. Podloze genetyczne choroby nowotworowe;j

Rak jest chorobg genetyczng komoérki powstata w wyniku wieloletniego nagromadzenia si¢
mutacji genowych prowadzacych do zmian w jej biologii polegajacych na zaburzeniu regulacji
procesdéw proliferacji, apoptozy i réznicowania si¢ komodrki oraz na utracie zdolno$ci do samonaprawy
uszkodzonego DNA. Komorki z nagromadzonymi mutacjami ulegaja selekcji formujac dominujacy
klon, ktory ostatecznie tworzy guz nowotworowy. Na tym etapie komoérki wykazuja zdolno$¢ do
inwazyjnego wzrostu oraz tworzenia odlegtych przerzutéw (Limon, 2006).

Rozwdj guza nowotworowego zwigzany jest zzaburzeniem dzialania mechanizmow
kontrolujacych podziat komoérkowy i utrzymujacych stabilno§¢ genomowa komorki. Przeksztatcenie
si¢ komorki prawidtowej w komorke nowotworowa wymaga zajScia kilku mutacji. Uwaza sie,
ze nowotwory wywodzace si¢ z tkanki nabtonkowej, takie jak raki piersi, jelita grubego i prostaty,
wynikaja z zajScia okolo 5-7 mutacji, podczas gdy nowotwory wywodzace si¢ zkomorek
krwiotworczych wymagaja znacznie wigcej zmian w ich genomie (Stratton i in, 2009).

Onkogeneza jest procesem wieloetapowym 1 sktada si¢ z trzech podstawowych faz: inicjacji,
promocji i1 progresji. Inicjacje procesu nowotworowego rozpoczyna pojawienie si¢ w komodrce
pierwszej mutacji. Dochodzi do akumulacji kolejnych zmian, zar6wno spontanicznych, jak i bedacych
nastepstwem poprzednich. W fazie promocji komoérka wyraznie zwicksza aktywno$¢ mitotyczna,
jednocze$nie dochodzi do nagromadzenia si¢ nowych zmian w coraz wigkszej liczbie genow. Na tym
etapie wystepuje zjawisko mikroewolucji komorkowej, podczas ktérej wyodrebniony zostaje
dominujacy klon komodrkowy tworzacy ostatecznie guz nowotworowy. Ostatnim etapem procesu
nowotworzenia jest progresja. Powstajace naczynia wydzialaja czynniki wzrostu stymulujac dalszy
wzrost guza. Komorki dominujacego klonu akumuluja coraz wigcej mutacji oraz nabieraja zdolno$ci
do swobodnej migracji do innych narzadéw organizmu. Skutkuje to naciekaniem sasiadujacych tkanek
oraz tworzeniem odlegtych przerzutow (Hanahan i Weinberg, 2000; Siedlecki, 2000).

Nowotwory klasyfikuje si¢ w zaleznos$ci od ich charakteru jako tagodne lub ztosliwe. Gtéwne
typy nowotworéw ztosliwych mozna podzieli¢ na raki, czyli guzy wywodzace si¢ z tkanki
nabtonkowej, migsaki (pochodzace z tkanki tacznej), chtoniaki i biataczki (z tkanki limfoidalnej) oraz
czerniaki pochodzace z melanocytow skory.

Do prawidltowego wzrostu komorki potrzebny jest zbalansowany udziat genéw, ktére mozna
zaklasyfikowa¢ w trzech glownych grupach: protoonkogeny, geny supresorowe oraz geny
odpowiedzialne za utrzymanie stabilno$ci genomu (mutatorowe). Zaburzenie proporcji ich sygnatow
stymuluje procesy prowadzace do transformacji nowotworowe;j.

Prawidtowa funkcja protoonkogendéw polega na regulowaniu wzrostu komorki. Mutacje
w obregbie protoonkogenu powoduja przeksztalcenie si¢ tego genu w onkogen promujacy wzrost
komorki nawet przy braku czynnikow wzrostu. Mutacja w jednym allelu jest wystarczajaca do
rozpoczgcia niekontrolowanego wzrostu komoérki. Do powstania onkogenu prowadzg zar6wno
translokacje, jak w przypadku genu fuzyjnego BCR/ABL stwierdzanego w przewlektej biataczce
szpikowej (PBSz), jak rowniez mutacje punktowe, czego przyktadem sa zmiany w obrgbie genu HRAS
1 KIT, identyfikowane rowniez w PBSz.

Rolg gendéw supresorowych jest negatywna regulacja cyklu komoérkowego. Kodowane przez
nie biatka sg czesto zaangazowane w aktywancje punktéw kontrolnych, indukcj¢ apoptozy oraz
interakcje pomiedzy biatkami. Produkty biatkowe gendéw supresorowych rozpoznaja uszkodzenia
DNA, zatrzymuja podziat uszkodzonej komoérki umozliwiajgc ich naprawe lub, w przypadku
powaznych uszkodzen, kieruja ja na droge apoptozy. Utrata funkcji dwoch kopii genu supresorowego
wigze si¢ z wejsciem komorki w stan niekontrolowanej proliferacji (Knudson, 1971). Najlepiej
poznanymi genami supresorowymi sa: RB1, TP53, NF1, NF2, CDKN24 i1 APC.

Produkty biatkowe gendéw ochraniajacych integralno$§¢ genomu biora udzial w naprawie
uszkodzen DNA zapobiegajac powstawaniu niestabilno$ci chromosomowej. Do tej grupy zaliczane sa
geny MMR (ang. mismatch repair), takie jak: hMLHI, hMLH2 i h(MLH6, odpowiedzialne za naprawg
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btednie wstawionych zasad, oraz geny opiekuncze (ang. caretakers) do ktorych zaliczamy BRCA1
1 BRCA?2 (Siedlecki, 2006).

3.2. Raki piersi i jajnika
3.2.1. Rak piersi

W 2012 r. w Europie zarejestrowano 3,5 mln zachorowan na nowotwory ztos§liwe. Sposrod
nich ok. 15% stanowily raki piersi zajmujac pierwsza pozycj¢ w zachorowalno$ci na nowotwory
ztodliwe 1 trzecia pod wzgledem zgonéw nowotworowych (Ferlay i in., 2013). Obserwuje si¢
kilkakrotne réznice w czesto$ci zachorowan na raka piersi wérdod kobiet na $wiecie, wynikajace
z odmiennych spoleczno-ekonomicznych warunkéw istniejacych w danych cze$ciach $wiata
(Bray i in., 2004). Najwyzszy odsetek zachorowan wyst¢puje w krajach wysokorozwinietych,
w ktoérych ryzyko wystapienia raka piersi przed 80 r. z. wynosi 10% (Feuer i in., 1993). Odnotowane
w 2010 r. standaryzowane wspotczynniki zachorowalno$ci i umieralno$ci na ten nowotwor w Polsce
wynoszg odpowiednio 49,6 1 13,7 (www.onkologia.org.pl - dane z 2010 r.).

Najwazniejszym czynnikiem ryzyka rozwoju raka piersi jest jego rodzinne wystepowanie.
Istotny wptyw majg rowniez czynniki §rodowiskowe zwigzane z dtugotrwala ekspozycja na dziatanie
estrogenow jak wczesny wiek pierwszej miesiaczki, pdzny pierwszej cigzy, krotki okres karmienia
piersia, bezdzietnos$¢ 1 pdzny poczatek menopauzy (Pike i in., 2004).

Rak piersi jest nowotworem o najwyzszej umieralno$ci w Polsce, odpowiedzialnym za ponad
pie¢ tysigcy zgondw w roku 2010 (www.onkologia.org.pl). Przyczyng ztych wynikéw leczenia jest
znaczne zaawansowanie kliniczne choroby w momencie diagnozy. Poprawe sytuacji wiaze si¢
z wprowadzeniem bardziej efektywnych programow profilaktyki i1 wczesnej diagnostyki jak
np. bezptatnej mammografii w ramach programu przesiewowego dla kobiet w wieku od 50 do 69 lat.
W panstwach, w ktorych wdrozony zostat ten program, obserwuje si¢ znaczny spadek umieralnosci na
raka piersi (/nternational Agency for Research on Cancer: Breast Cancer Screening. Lyon: IARC
Press; 2002).

Raki piersi mozna podzieli¢ na nienaciekajgce oraz naciekajace. Posrdd rakow nienaciekajacych
wyrézniane sg raki przewodowe oraz zrazikowe. Raki naciekajace dzielone sg na przewodowe oraz
zrazikowe (WHO, ang. World Health Organization). Wystgpowanie receptordw estrogenowych
i progesteronowych dodatkowo réznicuje guzy piersi na receptorowo dodatnie (ER/+/; PR/+/) lub
ujemne (ER/-/; PR/-/). Odsetek odpowiedzi na leczenie hormonalne jest $ci§le zwigzany z obecno$cia
receptorow ER i PR w raku piersi. Odpowiednia kwalifikacja chorych do okreslonego fenotypu raka,
przeprowadzona na podstawie oceny profilu ekpresji tych receprotow, pozwala na przewidzenie
skutecznosci leczenia hormonalnego (Perou i in., 2000).

3.2.1.1. Rak piersi u mezczyzn

Rak piersi stanowi mniej niz 1% wszystkich nowotwordéw diagnozowanych u me¢zczyzn
(Jemal i in., 2004). Ryzyko wystapienia tego nowotworu zwicksza si¢ wraz z wickiem. Sredni
wiek zachorowania u mezczyzn jest pie¢ lat wyzszy niz u kobiet i przypada na 67 r. Z.
(Giordano i in., 2004). Najwazniejszym czynnikiem ryzyka jest nosicielstwo mutacji w genie BRCA2.
W tym przypadku Zyciowe ryzyko wystapienia nowotworu piersi wynosi $rednio 10% 1 jest okoto 90
razy wyzsze od ryzyka w populacji ogolnej (Couch i in., 1996; Thompson i Easton, 2001). Czgstos¢
zmian identyfikowanych w genie BRCA2 wérdéd mezczyzn chorych na raka piersi waha si¢ od 4 do
40% w réznych populacjach. Najwyzszy odsetek mutacji wystgpuje w populacji finskiej i wynika
z obecno$ci w tym kraju mutacji zatozycielskiej genu BRCA2: ¢.771 _775del (999del5) (Friedman
iin., 1997; Thorlacius i in., 1996). Do pozostatych czynnikow ryzyka naleza zaburzenia hormonalne
zwigzane z nieprawidlowym poziomem estrogenow i testosteronu. Z tego wzgledu u 3-7% pacjentow
z rakiem piersi diagnozowany jest zespdt Klinefeltera, w ktérym ryzyko wystapienia tego raka jest
50-krotnie wyzsze niz w populacji ogdlnej (Hultborn 1 in., 1997). Agregacja zachorowan na raka piersi
w rodzinie zwicksza ryzyko wystapienia tego nowotworu u mezczyny nawet 2,5-krotnie. Wsrdd
najwazniejszych czynnikow $rodowiskowych wymienia si¢ nadmierng ekspozycje na dziatanie
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promieniowania rentgenowskiego oraz spozywanie alkoholu (Rosenblatt i in., 1991; Weiss i in.,
2005).

3.2.2. Rak jajnika

Rak jajnika jest szostym co do czestoSci nowotworem ws$rod kobiet na $wiecie
(Ferlay i in., 2010). Najwyzsze ryzyko wystapienia tego nowotworu zaobserwowano w krajach
wysokorozwinietych, gtownie w potnocnej i zachodniej Europie oraz pdinocnej Ameryce i wynosi
ono ok. 2% (Lukanova i Kaaks, 2005). W grupie najwyzszego ryzyka znajduja si¢ nosicielki mutacji
BRCAI i BRCA2. Obserwuje si¢ odpowiednio 40% 1 10% ryzyko zachorowania do 70 r. z. (Antoniou
i in., 2003). Nowotwory jajnika dzieli si¢ na trzy grupy w zaleznosci od komorek, z ktérych sig
wywodzg. Najwicksza grupe stanowia nowotwory pochodzenia nabtonkowego, od 4-6% zajmuja
nowotwory wywodzace si¢ ze sznurOw piciowych i zrgbu jajnika oraz okoto 20% wszystkich rakow
jajnika zajmuja nowotwory wywodzace si¢ z komorek rozrodczych (Prat, 2012). Wyniki najnowszych
badan wskazuja, ze rak jajnika moze wywodzi¢ si¢ z komoérek pochodzacych z jajowodow (Kurman,
2013; Perets 1 in., 2013).

Wsrdd dobrze poznanych czynnikow zwigkszajacych ryzyko choroby zalicza si¢ agregacje
zachorowan na raka piersi i/lub jajnika w rodzinie, wezesny wiek pierwszej miesigczki i bezdzietnos¢.
Zmniejszenie ryzyka wystapienia raka jajnika zwigzane jest zponad 5-letnim przyjmowaniem
doustnych $rodkéw antykoncepcyjnych, jak réwniez z cigzg 1 karmieniem piersia (Brynhildsen, 2014;
Riman i in., 2002; Whittemore i in., 1992).

Rak jajnika jest gléwna przyczyng zgondw wérdd pacjentek z nowotworami
ginekologicznymi. Okres pigcioletniego przezycia pacjentek ze zdiagnozowanym I stadium choroby
wynosi 70%, z kolei w stadium IV tylko 5%. Trudno$ci we wczesnym rozpoznaniu choroby
powoduja, ze 75% kobiet, u ktérych diagnozuje si¢ ten nowotwor, znajduje si¢ w III i IV stadium
zaawansowania nowotworu (Oberaigner i in., 2012).

3.3. Podstawy dziedziczenia nowotworow

Zjawisko dziedziczenia sklonno$ci do powstawania nowotwordw zostato zaobserwowane juz
ponad 100 lat temu. W celu poznania podstaw tej predyspozycji prowadzono badania w$rdd rodzin,
u ktérych wystepowaly liczne zachorowania na ten sam rodzaj nowotworu.

Tylko 5-10% wszystkich nowotworéw powstaje w wyniku odziedziczenia mutacji
germinalnych. Do najlepiej poznanych zespotow dziedzicznych naleza: rodzinny rak piersi typu 11 2
zwigzany z mutacjami w genench BRCAI i BRCA2, wrodzony niepolipowaty rak jelita grubego —
zespoty Lynch I i II (mutacje w genach MLHI, MSH2, MSH6), zesp6t von Hippel-Lindau‘a (gen
VHL), polipowato$¢ rodzinna (gen APC) 1 zespdt Li-Fraumeni zmutacja w genie 7TP53
(Fishel 1 in., 1993; Fostira i in., 2007; Li 1 Fraumeni, 1969; Miki i in., 1994; Wooster i in., 1995).
Mechanizm rozwoju najczestszych nowotwordéw dziedzicznych okre$la teoria Knudsona, zgodnie
z ktéra do inicjacji procesu nowotworowego dochodzi po zajSciu mutacji w obu allelach genu
supresorowego. Zatem ryzyko rozwoju nowotworu w przypadku obecnej mutacji germinalnej jest
1000 razy wyzsze niz powstanie dwoch mutacji de novo w tym samym miejscu w parze alleli danego
genu (Knudson, 1971).

3.3.1. Podloze genetyczne raka piersi i jajnika

Wigkszo$¢ przypadkdéw zachorowan na raki piersi i jajnika okre§lanych jest jako sporadyczne.
Tylko 5-10% sposrod wszystkich zachorowan powstaje w wyniku odziedziczenia mutacji germinalnej
(Claus i in., 1996; Narod 1 Foulkes, 2004). Charakterystyczne cechy genetycznej predyspozycji do
nowotworéw piersi i/lub jajnika to wczesny wiek zachorowania (przed 40 r. z.), wystgpowanie
w rodzinie dwoch lub wiecej przypadkow zachorowan na raka piersi, jak rowniez przypadek
obustronnego raka piersi, raka jajnika lub raka piersi u me¢zczyzny w  rodzinie
(Easton i in., 1993; Thull i Vogel, 2004). Rodzinne wyst¢powanie rakow piersi i/lub jajnika jest cecha
niektoérych zespotow dziedzicznych, w ktorych za predyspozycje do rozwoju tych nowotworow
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odpowiadajg mutacje w genach o wysokiej penetracji: BRCAI, BRCA2, PTEN, TP53, oraz o penetracji
umiarkowanej: STK11. Zmiany w tych genach ttumacza podloze genetyczne okoto 25% zachorowan
o typie dziedzicznym. W tabeli 1 przedstawiono wybrane zespoty, w ktorych wystepuje rodzinna
agregacja zachorowan na nowotwory piersi i/lub jajnika. Okoto 3-8% zachorowan wynika z mutacji
w genach takich jak np.. CHEK2, PALB2, BACHI, ATM, NBSI 1 RADS50
(Maxwell i Nathanson, 2013). Procentowy udzial mutacji w poznanych genach w ogélnej liczbie

zachorowan na dziedziczne raki piersi i/lub jajnika przedstawiono ponizej (Ryc. 1).

e P53, STK11, PTEN

(ok. 2%)
B . ...

PALBZ, BACH1, ATM,

NBS1, RAD50
(3-8%)

Ryec. 1. Schemat przedstawiajacy procentowy udzial mutacji w poznanych genach w rozwoju dziedzicznego raka

piersi i/lub jajnika.

Tab. 1. Wybrane zespoly dziedziczne, w ktorych wystepuje agregacja zachorowan na nowotwory, w tym raki piersi

i/lub jajnika.
Gen/locus Zespol Penetracja mutacji Ryzyko raka piersi Charakterystyczne Zrédio
nowotwory
BRCAI Rodzinny rak piersi typu 1 Wysoka przed 70 r.z.: 65% Raki piersi, jajnika, jelita (Antoniou 1iin.,
(17q) grubego, prostaty 2003)
BRCA2 Rodzinny rak piersi typu 2 Wysoka przed 70 r.z.: 45% Raki piersi, jajnika, jelita (Antoniou i in.,
(13q) grubego, trzustki, rak piersi  2003)
u mezczyzn
ATM Ataksja-teleangiektazja Umiarkowana przed 70 r.z: 23% Biataczki w wieku (Thompson i in.,
(11q) (AT) dziecigcym, raki piersi 2005)
u dorostych pacjentow
PTEN Choroba Cowdena Wysoka/umiarkowana ~ Zyciowe ryzyko 25-50% Raki piersi, endometrium, (Sabate iin.,
(10q) tarczycy 2006)
TP53 Zespot Li-Fraumeni Wysoka przed 45 r.z.: 50-60%; Raki piersi, mozgu, (Easton 1iin.,
(17p) (LES, Li-Fraumeni Zyciowe ryzyko 100% trzustki, biataczki, migsaki 1993)
syndrome)
STK11 Zespot Peutz-Jeghersa Umiarkowana przed 64 r.z.: 54% Raki zotadka, jelita (Giardiello iin.,
(19p) grubego, trzustki, piersi, 2000; Lim i in.,

pluc, grasicy

2003)

U okoto 20% pacjentdw zrodzinng agregacja nowotworow piersi i/lub jajnika wykrywane
sa mutacje w genach wysokiej penetracji BRCAI lub BRCA2. Nosicielstwo mutacji w tych genach
wigze si¢ z podwyzszonym ryzykiem raka piersi i wynosi odpowiednio 65% i 45% oraz raka jajnika
(odp. 39% 1 11%) (Antoniou i in., 2003; Oldenburg i in., 2007).
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3.3.2. BRCAI i BRCA2 — geny o wysokiej penetracji
3.3.2.1. Budowa genéw BRCAI i BRCA?2 oraz ich produktéw bialkowych

Gen BRCAI zbudowany jest z 24 eksondw, z ktorych 22 stanowia sekwencje kodujace (80kb).
Zlokalizowany jest w dlugich ramionach chromosomu 17 (17q21.1) (Hall i in., 1990). Transkrypt
genu BRCA! o dtugosci 7,8 kb koduje biatko o masie molekularnej 220 kDa zbudowane z 1863 reszt
aminokwasowych (Smith i in., 1996).

Gen BRCA2 sklada si¢ z27 eksonow, zktorych 26 koduje biatko ztozone z 3418
aminokwasow o masie 384 kDa. Zlokalizowany jest w dtugich ramionach chromosomu 13 (13q12.3).
Dhugo$¢ tego genu wynosi okoto 82 kb, a jego transkryptu - 11,2 kb.

BRCAI i BRCA2 nie wykazuja homologii zar6wno wzgledem siebie, jak i innych gendw.
Jedna z nielicznych cech wspdlnych ich budowy jest duzy ekson 11 kodujacy w BRCAI i BRCA2
odpowiednio 60% i 50% biatka (Wooster i in., 1995; Wooster i in., 1994). Bialko BRCAl w
N-terminalnej cz¢éci zawiera domen¢ RING (Miki i in., 1994). Rola tej domeny polega na
oddziatywaniu z innymi biatkami, tworzeniu kompleksé6w niezbednych w procesie transkrypcji oraz
kontrolowaniu reakcji ubikwitynacji (Lorick 1 in., 1999). W centralnej cze¢$ci biatka znajduja si¢ dwie
sekwencje NLS (ang. nuclear localization signal) a w czg$ci C-terminalnej dwa powtorzenia BRCT
(BRCAI carboxylterminal). Domena BRCT zostata zidentyfikowana w biatkach kodowanych przez
geny zwigzane z naprawa DNA, rekombinacjg oraz kontrolg cyklu komorkowego, co sugeruje jej rolg
w procesie naprawy peknie¢ nici DNA (Glover, 2006). Gen BRCA2 koduje w eksonie 11 (aa 63-2280)
osiem powtorzen BRC sktadajacych si¢ z od 30-80 aminokwaséw. Ich rolg jest oddziatywanie m.in.
z biatkiem biorgcym udzial w rekombinacji np. RADS51 (Katagiri i in., 1998). W cz¢$ci N-terminalnej
BRCA2 znajduje si¢ domena aktywacji transkrypcji, a poprzez znajdujace si¢ w czegsci C-terminalnej
domeny, halikazowa oraz oligonukleotydowe, BRCA2 ulega polaczeniom zinnymi biatkami
(Yang i in., 2002). W tej czgséci genu umiejscowiona jest rowniez domena lokalizacji w jadrze, NLS.
Schematyczng budowg bialek BRCA1 i BRCA2 przedstawiono ponizej (Ryc. 2).

Ekspresja genow BRCAI 1 BRCA?2 jest zalezna od fazy cyklu komoérkowego. Poziom mRNA
obu biatek osiagga szczyt wzrostu w fazie Si G2, co wskazuje na ich funkcje w trakcie
lub bezposrednio po replikacji (Gudas i in., 1996; Scully i in., 1997).
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BRCAL1

RING NLS BRCT
[ —
Kompleks MRN
I 1 ——
BARD1 STATI MDC1 BACH1
BAP1 P53 CHEK2 CtP
E2F1 MYC CDK2 ABRAI
UBCH5C BRAP2 RADS1 y-H2AX
ER-a KPNA2 BRCA?2
CBP ZBRK 1 helikaza RNA A
ATF1 RBI COBRALI
BRG1
BRCA2

3418 aa

domena powtorzenia BRC domena helikazowa domeny  NLS
transaktywacyjna oligonukleotydowe
— e — e —
PC/CAF RADS1 BRAF35 DSS1 RAD51
P53
PLKI FANCD2
FANCG
USI11

Ryec. 2. Struktura bialek BRCA1 i BRCA1 wraz z zaznaczonymi waznymi domenami funkcjonalnymi. Przyblizona
lokalizacje region6w ulegajacych interakcjom z wybranymi biatkami zaznaczono w postaci blokow
pod diagramami.

3.3.2.2. Funkcje bialek BRCA1 i BRCA2

BRCA1 i BRCA2 sa wielofunkcyjnymi biatkami odgrywajacymi istotne role w procesie
utrzymywania integralno$ci genomu. Zaburzenie dziatania ktoregokolwiek z nich skutkuje
zwigkszeniem wrazliwo$ci komorki na czynniki uszkadzajace DNA i wywotuje chromosomowe
aberracje (Patel i in., 1998; Shen i in., 1998; Xu i in., 1999). Oba biatka sa zaangazowane w procesy
naprawy uszkodzen DNA na drodze rekombinacji homologicznej (ang. homologous recombination,
HR). Ponadto uwaza si¢, ze BRCAI1 wuczestniczy w promocji S$ciezki naprawy na drodze
niechomologicznego taczenia koncow (ang. non-homologous end joining, NHEJ) (Wang i in., 2006;
Zhuang i in., 2006). Funkcje BRCA1 1 BRCA2 zaleza od ich prawidlowych wigzan z szeregiem
biatek. Wykazano, ze BRCA1 w potaczeniu z BARDI1 nabiera wilasciwosci ligazy E3 1 w formie
heterodimeru bierze udzial w procesie ubikwitynacji (Polanowska i in., 2006). BRCA1 oddzialywuje
rowniez z kompleksem MRE11-RADS5S0-NBS1 oraz jest koordynatorem kompleksu BASC
(BRCAI associated genome surveillance complex) (Wang i in., 2000b). W wyniku dziatania
promieniowania jonizujagcego BRCAI jest fosforylowane przez ATM, co warunkuje prawidlowa
odpowiedz komorki na uszkodzenie genomu (Cortez i in., 1999). Dodatkowo udowodniono udziat
biatka BRCA1 w remodelowaniu struktury chromatyny w miejscu pgknigcia nici DNA (Rogakou i in.,
1998). Poprzez oddziatywanie z szeregiem czynnikow transkrypcyjnych BRCA1 reguluje w sposob
dodatni lub ujemny transkrypcje (Hedenfalk i in., 2002). Biatko to jest réwniez zaangazowane w
regulacje¢ cyklu komérkowego na drodze aktywacji punktow kontrolnych lub kierowaniu komorki na
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Sciezke apoptozy (Wang i in., 2000a). BRCA2 za pomoca powtdrzen BRC bezposrednio wiaze
si¢ zRADS51. Doniesienia o ich kolokalizacji w jadrze komoérkowym byly pierwszym dowodem
udziatu BRCA2 w procesie naprawy DNA na drodze HR. Sugeruje si¢, ze poprzez powtorzenia NLS
biatko BRCA2 umozliwia transport RADS51 na miejsce uszkodzenia DNA (Chen i in., 1998; Sharan
iin., 1997).

Pomimo poznanej funkcji, jaka biatka BRCA1 i BRCA2 petnig w procesie kancerogenezy, ich
znaczacy wplyw na rozwoj raka piersi i jajnika nie jest w pelni wyjasniony. Uwaza si¢, ze moze on
wynika¢ ze zwiazku pomiedzy poziomem biatka BRCA1 a aktywnos$cig hormonoéw (Fan i in., 2001).

3.3.2.3. Spektrum mutacji w genach BRCAI i BRCA2

Do tej pory w genach BRCAI/2 opisano ponad 3500 wariantoéw sekwencyjnych, z ktorych
wickszo§¢ to delecje lub insercje zmieniajace ramk¢ odczytu oraz substytucje prowadzace do
przedwczesnej terminacji translacji i powstania skréconego biatka (Narod i Foulkes, 2004). Wigkszos$¢
patogennych mutacji w genie BRCAI zachodzi w obrgbie domen BRCT oraz RING i prowadzi do
utraty czesci C-terminalnej biatka wraz zjednym lub dwoma powtdrzeniami BRCT (Szabo 1 in.,
2004). Patogennos¢ zmian w BRCA2 wynika gtownie z utraty sygnalow lokalizacji NLS (Spain i in.,
1999). Sugeruje si¢, ze znaczna czg$¢ wszystkich zmian w genie BRCA/ moga stanowi¢ duze
rearanzacje. W populacjach holenderskiej, australijskiej i dunskiej stanowiag one odpowiednio
27-36%, 14,9%, 12,5% wszystkich mutacji w tym genie (Hogervorst i in., 2003; Petrij-Bosch i in.,
1997, Woodward i in., 2005). Wykrywane w BRCAI/2 substytucje o typie zmiany sensu
(ang. missense) stanowiag problem diagnostyczny wynikajacy z trudno$ci w ocenie biologicznego
efektu tych zmian na funkcje biatek. Jak dotad tylko niewielka cze$¢ wariantow missense zostala
zakwalifikowana jako patogenna.

Zmienna czgsto$¢ wystepowania okreslonych mutacji wynika z wystepowania silnego efektu
zatozyciela w niektorych izolowanych populacjach lub grupach etnicznych. Najwyrazniej efekt ten
zaznaczony jest w populacji Zydow aszkenazyjskich, u ktorych identyfikowane sg glownie trzy
mutacje wystepujace z taczng czestoscig 1/40: c.68 69delAG (185delAG), ¢.5266dupC (5382insC)
w genie BRCAI oraz c.5946delT (6174delT) w genie BRCA2 (Fodor i in., 1998). Zmiana w genie
BRCA2, ¢.771_775del (999del5), jest najczesciej identyfikowana mutacja zatozycielska w populacji
islandzkiej i wykrywana jest z okoto 0,5% czesto$cia (Thorlacius i in., 1996). Silny efekt zalozyciela
dotyczy réwniez populacji szwedzkiej. W zachodnim rejonie tego kraju mutacja c¢.3171 3175dup
(3171ins5) stanowi ponad 70%  wszystkich mutacji wykrywanych w BRCAI/BRCA2
(Bergman i in., 2005).

W populacji polskiej za mutacje zatozycielskie w genie BRCAI uwaza si¢ ¢.5266dupC
(5382insC) oraz c.181T>G (300T>QG), ktore, wraz z charakterystyczng dla zachodniopomorskich
rejonéw Polski mutacja c.4034delA (4153delA), stanowia 86% wszystkich mutacji wykrywanych
W BRCAI1/2 w Polsce (Gorski 1 in., 2000; Gérski i in., 2004; Perkowska i in., 2003; Ratajska i in.,
2008).

3.3.3. Inne geny zwiazane z agregacja zachorowan na raki piersi i/lub jajnika w rodzinie
3.3.3.1. Geny o wysokiej penetracji: 7P53, PTEN

TP53 (Tumor protein p53) (chromosom 17p13) jest genem supresorowym kodujacym biatko
zaangazowane w aktywacje mechanizméw naprawy DNA i indukcj¢ apoptozy. Mutacje germinalne
w tym genie prowadza do zespolu Li-Fraumeni (LFS) cechujacego si¢ wysoka predyspozycja do
licznych nowotworéw (migsaki, biataczki nowotwory moézgu oraz piersi), wystepujacymi rowniez
u dzieci (Malkin i in., 1990). Prawdopodobienwo wystapienia nowotworu piersi przed 30 r. z.
u chorych z tym zespotem wynosi 28-56%, natomiast zyciowe ryzyko siega 100%. Szacuje sig, ze
mutacje w genie 7P53 odpowiadaja zaledwie za okoto 1% przypadkéw rodzinnych izolowanych
rakdéw piersi, gdyz pomimo wysokiej penetracji, sg rzadkie i identyfikuje si¢ je gtdéwnie u chorych
z zespotem LFS lub Li-Fraumeni-like (LFL) (Borresen i in., 1992; Easton i in., 1993).
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PTEN (Phosphatase and Tensin homologue deleted on chromosome ten) (chromosom
10g23) to gen, kodujacy fosfataze posredniczaca w szlaku sygnalizacyjnym prowadzacym do
zatrzymania podziatéw komorkowych. Mutacje w genie PTEN stwierdza si¢ u ok. 80% pacjentow
z zespotem Cowdena (Liaw i in., 1997; Nelen i in., 1996). U ok. 75% chorych wystepuja raki piersi,
dodatkowo stwierdza sie zmiany $luzowo skorne, endometrium oraz tarczycy. Zyciowe ryzyko
wystapienia nowotworow piersi u pacjentek ztym zespotem wynosi 25-50%, a $redni wiek
zachorowania przypada powyzej 38-46 r. z. (Brownstein i in., 1978; Sabate i in., 2006). Mutacje
w PTEN nie stanowia istotnej grupy rodzinnych rakoéw piersi poza chorymi z zespotem Cowdena i jak
dotad nie zostaly opisane patogenne heterozygotyczne zmiany w tym genie.

3.3.3.2. Geny o umiarkowanej i niskiej penetracji

Mutacje w znanych genach o wysokiej lub umiarkowanej penetracji identyfikowane sg
zaledwie u okoto 30% pacjentow pochodzacych z rodzin, w ktérych wystepuje agregacja zachorowan
na raki piersi i/lub jajnika (Easton, 1999; Antoniou i Easton, 2006). Wyniki badan wskazuja, iz
istnienie kolejnego genu o wysokiej penetracji ,,BRCA3* jest malo prawdopodobne (Thompson i in.,
2002). Obecnie uwaza sig, ze okoto 5% niewyjasnionej czeéci zachorowah moze by¢ wynikiem
niezaleznego wptywu alleli o niskiej lub umiarkowanej penetracji lub, zgodnie z teorig ,,modelu
poligenowego®, ich koincydentalnego wspotdziatania (Antoniou i in., 2002; Pharoah i in., 2002;
Wooster i Weber, 2003). Dodatkowo zmiany w tych genach moga wplywac¢ na stopien penetracji
mutacji w genach BRCAI/2 (Consortium of Investigators of Modifiers of BRCAI and BRCA2,
CIMBA). Poszukiwania kandydatéw do tej grupy oparte sa na wlasciwosciach biologicznych ich
produktow bialkowych i skupiajg si¢ wokoél gendw zwigzanych zutrzymywaniem stabilno$ci
genomowej 1 naprawa DNA. Uwage badaczy zwrdcity geny kodujace biatka wchodzace w interakcje
z BRCA1/2 i nalezg do nich: BRIP, BARDI, CHK2, PALB2 oraz MREIl, RAD50 i NBSI tworzace
kompleks biatkowy MRN (Nathanson i Weber, 2001).

3.3.3.2.1. Geny BRIPI, BARDI1, CHEK?2 i PALB2

BRIPI (BRCAL1 - interacting protein 1; inna nazwa: BACHI) (chromosom 17q22) koduje
biatko bezposrednio oddziatywujace z BRCA1 w procesie naprawy peknie¢ nici DNA. Jego
odpowiedz na uszkodzenie zblizona jest do dziatania BRCA1, dzielg rowniez podobny profil ekspresji
(Cantor i in., 2001). Interakcje z BRIP1 umozliwiajg biatku BRCA1 prawidlowa lokalizacj¢ w miejscu
uszkodzenienia DNA, jak rowniez wywotuja aktywacje punktu kontrolnego G2/M (Yu i in., 2003).
Homozygotyczne mutacje genu BRIPI prowadza do zespolu Fanconiego (wariant J)
charakteryzujacego si¢ m.in. predyspozycja do rozwoju nowotwordw. Wyniki badah prowadzonych
przez Cantor 1 wsp. (2001) jako pierwsze wskazaly BRIPI jako gen, ktorego mutacje predysponuja do
rozwoju raka piersi. Zidentyfikowane zostaly dwa patogenne warianty typu zmiany sensu: p.Pro47Ala
1 p-Met2991le zaburzajace funkcjonowanie biatka (Cantor i in., 2004; Cantor 1 in., 2001). W kolejnej
pracy wykazano obecno$¢ heterozygotycznych zmian nonsensownych (ang. nonsense) warunkujacych
dwa razy wyzsze ryzyko wystapienia raka piersi (c.141delC; ¢.2392C>T; c.2255delAA;
IVS17+2insT) (Seal i in., 2006). Zgodnie zinnymi doniesieniami, mutacje w genie BRIPI nie
wplywaja na podwyzszenie ryzyka raka piersi w populacji finskiej (Karppinen i in., 2003). Uwaza sig,
ze BRIPI moze by¢ genem o umiarkowanej penetracji warunkujacym dwukrotnie zwigkszong
podatno$¢ zachorowania na raka piersi, jednakze mutacje w tym genie sa rzadko identyfikowane
i stanowig niewielki odsetek dziedzicznych rakdéw piersi i/lub jajnika.
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BARDI (BRCA1 - associated RING domain) jest genem zblizonym w swojej funkcji,
strukturze 1 ekspresji do genu BRCAI (zawiera domen¢ RING oraz dwa powtdrzenia BRCT)
(Miki i in., 1994; Wu i in., 1996). Utworzony z biatek BRCA1 i BARD1 heterodimer wchodzi w sktad
superkomplekséw biatkowych 1 wywoluje ich poprawna odpowiedz na uszkodzenia DNA.
W przypadku zaburzonego dzialania BRCA1, akumulowane w cytoplazmie biatko BARDI1 inicjuje
proces apoptozy (Irminger-Finger i in., 2001; Jefford i in., 2004). Wyniki badan dowiodty, ze zarowno
inaktywacja BRCAI, jak i samego BARDI, wywotuje u myszy raka piersi o identycznym typie
histologicznym i cechach cytogenetycznych (Shakya i in., 2008). W 1998 Thai i wsp. po raz pierwszy
wykryli zwigzek pomiedzy mutacja w genie BARDI a rozwojem nowotworu piersi i/lub jajnika
(p.GIn564His). Badania funkcjonalne charakteryzujace wykryta zmiang dowiodly, iz w jej nastepstwie
zaburzony zostaje proces odpowiedzi na uszkodzenie DNA (Thai i in., 1998). Czesto identyfikowana
zmiana: p.Cys557Ser, zgodnie z wynikami badan wielu zespotow, jest mutacja warunkujaca
dwukrotnie podwyzone ryzyko nowotworow piersi (Karppinen i in., 2004; Stacey i in., 2000).
W badaniu pochodzacym z Polski nie stwierdzono jednak wptywu tego allela na wzrost ryzyka
wystapienia dziedzicznego raka piersi, ani rdwniez na penetracj¢ mutacji w genach BRCAI/2
(Jakubowska 1 in., 2008). W pracy pochodzacej z naszego osrodka opisano dwie nowe, potencjalnie
patogenne mutacje w genie BARDI. Pierwsza z nich to mutacja typu nonsense prowadzaca do utraty
obu domen BRCT (p.GIn564Ter). Druga jest zmiang splicingowg skutkujaca wycieciem sekwencji
eksonu pigtego (c.1315-2A>G) (Ratajska i in., 2012).

CHEK2? (CHEK2 - checkpoint kinase 2) (chromosom 22ql2) to gen kodujacy kinaze
serynowo/treoninowa zaangazowang w napraw¢ DNA oraz aktywacje punktéw kontrolnych
(Matsuoka 1 in., 1998). Po raz pierwszy zostal przedstawiony jako gen majacy wpltyw na ryzyko
rozwoju raka piersi na podstawie badan pacjentow zzespolem Li-Fraumeni, u ktérych nie
zidentyfikowano mutacji w genie 7P53 (Bell i in., 1999). Nosicielstwo zmiany skracajacej biatko
CHEKZ2, ¢.1100delC, wigze si¢ z od dwu- do trzykrotnie zwigkszong podatno$cig zachorowania raka
piersi u kobiet i ponad dziesigciokrotnie wyzszym ryzykiem tego nowotworu u mezczyzn
(Meijers-Heijboer i in., 2002; Weischer i in., 2008). Mutacja p.Leul57Thr w tym genie jest rowniez
zwigzana z predyspozycja do raka piersi 1 wraz z ¢.1100delC zostala opisana w populacji polskiej
(Cybulski i in., 2004b). Uwaza si¢, Ze mutacje w tym genie moga thumaczy¢ podloze genetyczne
okoto 1% sposrod wszystkich zachorowan na raki piersi wsrdd kobiet. Zgodnie znajnowszymi
wynikami badan podwyzszaja one 1,6-krotnie $miertelno$¢ spowodowang tym nowotworem
oraz 3,5-krotnie ryzyko wystapienia obustronnego raka piersi (CHK2 Breast Cancer Case-Control
Consortium, 2012).

Gen PALB2 (Partner and localiser of BRCAZ2) (chromosom 16pl2) koduje biatko
wspotdziatajace z BRCA2 zapewniajac jego stabilng lokalizacj¢ w miejscu pgkniecia nici DNA
podczas procesu naprawy. Zalozycielskie mutacje typu mnonsense wykrywane sa w réznych
populacjach, a ich obecno$¢ korelowana jest zod dwu- do czterokrotnym wzrostem ryzyka
wystapienia raka piersi (c.1592delT — populacja finska; p.GIn775Ter - populacja francusko-
kanadyjska) (Erkko i in., 2007; Foulkes i in., 2007). Najnowsze badania wskazuja na obecno$¢
rowniez Polskiej mutacji zalozycielskiej w tym genie (¢.509 519delGA) (Cybulski i in., 2014).
Dodatkowo opisano homozygotyczne mutacje w tym genie prowadzace do anemii Fanconiego
o wariancie N (Reid i in., 2007). Najnowsze badania wskazuja, ze mutacje w genie PALB2 wystepuja
u ok. 0,5-2% chorych na raka piersi oraz u 1% pacjentek z potrojnie negatywnym rakiem piersi (triple
negative breast cancer, TNBC) (Wong i in., 2011; Wong-Brown i in., 2013). W badaniu grupy kobiet
z TNBC opisano nowe mutacje skracajace biatko PALB2 (c.758dup i ¢.2390del) i zasugerowano, ze
germinalne mutacje w tym genie, dziatajac jako allele niskiej penetracji, zwickszaja ryzyko rozwoju
tego nowotworu od pottora- do dwukrotnie (Wong-Brown i in., 2013).
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3.3.3.3. Geny MRE11, RAD50 i NBS1 kodujace bialka kompleksu MRN

Badania nad odpowiedzia na uszkodzenia DNA wywolywane promieniowaniem UV
u drozdzy doprowadzity do zidentyfikowania genow zaangazowanych w jego naprawe¢: MREII,
RADS50 1 XRS2 (bakteryjny homolog genu NBS/) (Ogawa i in., 1995). Wkrotce opisano analogiczne
geny u ssakéw kodujace biatka wspotdziatajagce w postaci kompleksu MRN utworzonego z MRE11,
RADS50 1 NBS1 (nibryny) (Dolganov i in., 1996; Ogawa i in., 1995; Usui i in., 1998).

Gen MREI11 zlokalizowany jest w dtugich ramionach chromosomu 11q21. Sktada si¢ z 21
eksonow kodujacych wysoce konserwatywne biatko o masie 81 kDa zbudowane z 708 aminokwasow.
W czesci N-terminalnej biatka MRE11 znajduje si¢ domena fosfoesterazowa umozliwiajaca interakcje
z nibryna. MRE11 oddzialywuje z RAD50 za pomoca domeny zlokalizowanej w czg$ci C-terminalne;j
otoczonej dwoma regionami przytaczajacymi DNA (Williams i in., 2007) (Ryc. 3). In vivo MRE11
wystepuje w postaci dimeru i posiada szereg biochemicznych witasciwosci: laczy sie z wolnymi
koncami DNA powstatymi na skutek podwdjnych pegknie¢ nici DNA (ang. double strand breaks,
DSBs), zapewnia ich wstgpng obrobke oraz wykazuje witasciwosci endo- 1 3‘-5° egzonukleazowe
wobec pojedynczych i podwdjnych nici DNA. Wiasciwosci nukleazowe pozwalaja na rozwijanie
podwojnej helisy DNA oraz produkcje wolnych koncow nici DNA (ang. single stranded DNA,
ssDNA) odpowiednich dla biatek RPA i hSSB1. Posta¢ monomeryczna, b¢daca konsekwencja mutacji
genu MRE]1, zaburza dziatanie calego kompleksu MRN poprzez ostabienie powinowactwa MRE11
do DNA (Williams 1 in., 2008). MREI11 nie wykazuje wlasciwosci 5°-3° egzonukleazowej niezbednej
do generowania koncéw 3° w procesie HR, jednakze nabiera tej aktywnosci poprzez interakcje
z biatkiem CTIP (You i Bailis, 2010). MRE11 wraz z RADS50 wspottworzy rdzen kompleksu MRN.
Struktura rdzenia zbudowana jest z dwoch czasteczek MRE11 przytaczajacych po jednej czasteczce
RADS50. Nibryna przytaczana jest do rdzenia poprzez bezposrednie interakcje z MRE11 i tworzy
ostatecznie kompleks MRN sktadajacy si¢ z Mrell,Rad50,Nbsl, (van der Linden i in., 2009).
Mutacje MREII zaburzajace stabilno$¢ kompleksu MRN powoduja obnizenie poziomu RADS50
i biatka NBSI in vivo. Z kolei podwyzszony poziom RADS50 powoduje wzrost powinowactwa
MREI11 wobec DNA (Paull i Gellert, 1999).

MRE11
708 aa
domena nukleazowa DNA binding DNA binding
407-421 aa 643-692 aa
e —
NBS1 RADS50

Ryec. 3. Struktura bialka MRE11. Na schemacie zaznaczono domeny oraz regiony ulegajace interakcjom
z NBS1i RADS0

RADS50 (chromosom 5q31) jest genem zbudowanym z 25 eksondéw kodujacych biatko
o ditugosci 1315 aminokwas6éw 1 masie 150 kDa. Wykazuje homologi¢ do bialek zrodziny SMC
(ang. structural maintenance of chromosome), ktore kontrolujg struktur¢ i dynamike chromatyny.
W konicach N- i C-terminalnych biatka RADS50 znajduja si¢ domeny Walker A i Walker B potaczone
dwiema dlugimi domenami coiled-coil ze znajdujacym si¢ w centralnej czg¢$ci biatka hakiem
cynkowym (Ryc. 4). Na skutek skre¢cania si¢ srodkowych domen ze soba, Walker A i B zblizajg si¢
do siebie i nabieraja aktywno§¢ ATPazy. Dzigki tej aktywnosci RADSO0 preferencyjnie taczy si¢
1 rozwija dwuniciowe konice DNA (de Jager i in., 2001; Hopfner i in., 2000). Elastyczna domena
coiled-coil, przy pomocy haka cynkowego, laczy si¢ z ramieniem drugiego biatka RADS50
podtrzymujacego naprzeciwlegty koniec nici DNA oddalony o maksymalng odleglos¢ 1200A
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(Hopfner i in., 2002a). Mutacje w obregbie haka cynkowego prowadza do zaburzen w wigzaniu
z drugim biatkiem RADS50 oraz moga prowadzi¢ do zerwania interakcji pomigdzy RADS50 a MRE11
(Wiltzius 1 in., 2005). Rdzen kompleksu MRN ztozony z MRE11,-RAD50, tworzy swoiste
rusztowanie zapewniajac optymalne warunki do naprawy DSBs (Ryc. 6).

RADS0
i " Q’NNA’NNNNNNNNNNNM X Q’NA’NNNNNNNNM L | 1312 aa
i el it I A AR !
Walker A coiled-coil T coiled-coil Walker B
{—] —
MREI11 MREI11

Ryec. 4. Struktura biatka RAD50. Na schemacie zaznaczono domeny znajdujace si¢ na koncach N- i C- terminalnych
oraz wystepujacy w centralnej czesci biatka hak cynkowy. Ponizej diagramu zaznaczono miejsca ulegajace
interakcjom z MRE11.

Gen NBSI (Nijmegen breakage syndrome 1), (zgodnie znowa nomenklaturg: NBN;
w pracy zachowano poprzednie nazewnictwo genu) zlokalizowany jest w chromosomie 8q21
i zbudowany z 16 eksondéw. Koduje nibryn¢ o dlugo$ci 754 aminokwaséw i masie 65-85 kDa.
Nibryna, w cz¢éci N-terminalnej, zawiera domen¢ FHA (ang. forkhead-associated domain) oraz dwa
powtérzenia BRCT (ang. BRCAI C-termus domain) (Becker i in., 2006). Domeny te sa silnie
konserwowane wsrdd eukariotyczych biatek zwigzanych znaprawa DNA 1 regulacja cyklu
komoérkowego. Ich utozenie wskazuje na funkcje biatka NBS1 jako adaptera taczacego si¢ z MREI11-
RADS50 oraz umozliwiajacego dalsze interakcje kompleksu MRN z grupa biatek procesu naprawy
DSBs (m.in. CTIP, MDC1, ATR, WRN) (Kobayashi i in., 2010; Lloyd i in., 2009; Williams 1i in.,
2009). Kobajashi i wsp. (2004) wykazali, iz bezposrednie oddzialywanie domen FHA/BRCT
z ufosforylowanym histonem H2AX (y-H2AX) jest odpowiedzialne za lokalizacj¢ kompleksu MRN
w miejscu DSBs. W czgéci C-terminalnej znajduja si¢ sekwencje oddzialywujace z MRE11 i ATM
oraz trzy sygnaty lokalizacji jadrowej (NLS) (Ryc. 5). Bezpo$rednie interakcje pomigdzy nibryna
i MRE11 sa niezbedne do prawidlowej lokalizacji kompleksu MRN w jadrze po zaj$ciu DSBs
(Cerosaletti 1 in., 2000). Wykazano, ze mutacje pozbawiajace biatko NBSI rejonu laczacego je
z MREI11 uniemozliwiaja transport rdzenia kompleksu MRE11,-RAD50, do jadra, przy czym
zmutowana nibryna zachowuje zdolno$¢ do tego przejscia (Desai-Mehta i in., 2001). Nibryna nie
wykazuje wilasciwos$ci enzymatycznych, jej udziat w naprawie DSBs polega na zapewnianiu
prawidlowej i1 szybkiej lokalizacji w miejscu uszkodzenia pozostatym biatkom kompleksu MRN,
stymulowaniu ich aktywnos$ci, rekrutacji szeregu biatek (np. ATM) oraz mediowaniu interakcji
pomiedzy nimi (Falck i in., 2005).
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NBS1, Nibryna

FHA BRCT1 “BRCT2 el SUIPHTE
24-108aa 108-196aa  221-330 aa NLS
E ] [ ) =
y-H2AX mTOR MREIl  ATM
MAPKAPI
RICTOR

Ryec. 5. Struktura nibryny wraz z przyblizona lokalizacja domen i miejsc ulegajacych interakcjom z bialtkami
(w tym z MRE11). Miejsca interakcji z wybranymi bialkami zaznaczono w postaci blokow pod diagramem.

3.3.3.4. Funkcje kompleksu MRN kodowanego przez geny MRE11, RAD50 i NBS1
3.3.3.4.1. Naprawa DNA

Podwdjne pekniecia nici DNA moga powstawaé na skutek dzialania promieniowania
jonizujacego, genotoksycznych $rodkéw chemicznych, wolnych rodnikow oraz zaburzen w czasie
replikacji lub mejozy (Bierne i in., 1997; Michel i in., 1997; Sun i in., 1989; van den Bosch i in., 2003;
Ward, 1988). Naleza do najgrozniejszych uszkodzen i nienaprawione prowadza do utraty stabilno$ci
genomowej komorki, ktora w konsekwencji moze doprowadzi¢ do rozwoju nowotworu
(Hoeijmakers, 2001). Ochrona komorki przed konsekwencjami DSBs wymaga sprawnego dziatania
minimum trzech mechanizmoéw: detekcji uszkodzenia, aktywacji punktow kontrolnych oraz wiaczenia
odpowiedniej $ciezki naprawy. W komorkach eukariotycznych istnieja dwa glowne mechanizmy
naprawcze uszkodzen typu DSBs: homologiczna rekombinacja — HR i niehomologiczne taczenie
koncéw - NHEJ. HR jest procesem wiernie przywracajacym utracong sekwencje wykorzystujac
siostrzang chromatyde jako matyce¢. Zachodzi w fazach S i G2 cyklu komdrkowego, podczas ktorych
dostepna jest homologiczna sekwencja. Naprawa NHEJ zachodzi w fazie G1, GO i M i1 ze wzgledu na
niewielka dostepnos$¢ matrycy jest procesem podatnym na btgdy (Bernstein i Rothstein, 2009; Lieber,
2010).

3.3.3.4.2. Rola kompleksu MRN w procesie naprawy DSBs

Kompleks MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) bierze udziat we wszystkich etapach odpowiedzi na
uszkodzenie DNA 1 jest niezb¢dny do przeprowadzenia efektywnej naprawy DNA na drodze HR oraz
NHEJ (Hopfner i in., 2002b; Williams i in., 2007; Zhuang i in., 2009). Jego szybkie pojawianie si¢
w chromatynie jest niezalezne od ATM 1 H2AX, co moze $wiadczy¢ o tym, ze kompleks ten jest
pierwszym sensorem uszkodzen typu DSBs (Petrini i Stracker, 2003). Przy uzyciu techniki
immunofluorescencji zaobserwowano, iz w miejscu DBSs, juz w kilka sekund od zaj$cia uszkodzenia,
akumulowane sg tysigce kopii bialek kompleksu MRN (Mirzoeva i Petrini, 2001; Paull i in., 2000).
Ich obecno$¢ uruchamia proces monomeryzacji kinazy ATM, a nastgpnie, poprzez interakcje
z domena C-terminalng bialka NBS1, dochodzi do autofosforylacji ATM w miejscu seryny 1981
(Berkovich i in., 2007; Dupre i in., 2006; Falck i in., 2005). Aktywna kinaza ATM fosforyluje ponad
700 bialek naprawy DNA (Matsuoka i in., 2007). Wykazano, ze mutacje obnizajace poziom
komponentéw kompleksu MRN prowadza do zaburzen dziatania kinazy ATM oraz jej kumulowania
si¢ w miejscu peknigcia DNA (Uziel i in., 2003). Aktywna kinaza fosforyluje histon H2AX w miejscu
DBSs, ktory nastepnie przylacza kolejne biatka (Mdcl, 53BP1, Chkl, Chk2, BRCA1 etc.), w tym
rowniez kompleks MRN, tworzac rodzaj kompleksu naprawczego (Kim i in., 2006; Paull i in., 2000).
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Kompleks MRN w formie heterodimeru taczy si¢ z koncami DNA poprzez biatkko MRE11
oraz uczestniczy w ich wczesnej ,,obrobce enzymatycznej* (de Jager i in., 2001). Dlugie ramiona
biatek RADS50, polaczone ze soba za pomoca haka cynkowego, utrzymuja wolne konce DNA
zabezpieczajac przed ich nadmiernym oddaleniem. Polaczenie RADS50 i MRE11 wyzwala endo-
1 egzonukleazowe wtlasciwosci MREI1, ktore poprzez interakcje z CtIP rozwija ni¢ DNA
1 przygotowuje kofice do naprawy (Paull 1 Gellert, 1999). Zalezna od MRN obrobka koncow DNA
uruchamia kinaz¢ ATR aktywujaca kaskade sygnatow do naprawy DNA (Ryc. 6).
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Ryec. 6. Udzial kompleksu MRN w procesie naprawy uszkodzen DNA. Na rycinie uwidoczniono przestrzenne
formowanie si¢ bialek kompleksu MRN na dwéch zerwanych koncach nici DNA (Czornak i in., 2008).
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Udzial kompleksu MRN w utrzymywaniu stabilno$ci telomeréw u wyzszych eukariota po raz
pierwszy wykryto na podstawie wynikow badan przeprowadzonych na ludzkich fibroblastach
(Lombard i Guarente, 2000). Zaobserwowano réwniez skrocenie telomeréw w fibroblastach
pacjentow z zespotem Nijemegen. Wyniki doswiadczen wykazuja, ze kompleks MRN reguluje
aktywno$¢ szeregu bialek zwigzanych z dziataniem telomeréw. Wraz z kinaza ATM reguluje efekt
dzialania biatek chroniagcych telomery: TRF1 i TRF2 podczas fazy Si G2 cyklu komoérkowego
(Zhu 1 in., 2000). MREI1 podczas fazy G2 uwalnia bialko POTI1 chronigce wolne konce 3¢
i utrzymujace odpowiednia dlugos¢ telomerow. W prawidlowych warunkach telomery sa
rozpoznawane przez MRN jako DSBs, jednak poprzez brak aktywacji biatek takich jak TP53 lub
CHK2 odpowiedz zawgzona jest tylko do telomeréow i1 nie prowadzi do zatrzymania cyklu
komoérkowego (Verdun i in., 2005).

3.3.3.5. Mutacje w genach MRE11, RAD50 i NBS1

Wystepujace w genie MREII homozygotyczne mutacje prowadza do zespotu
ataxia-telangiectasia-like (ATLD) (p.Asnl17Ser, p.Arg571Ter, p.Arg663Ter) (Stewart i in., 1999).
Jak dotad zidentyfikowano 16 pacjentéw z tym zespotem. Gtéwne cechy kliniczne zespotu sg zblizone
do cech charakterystycznych dla zespotu ataksja—teleangiektazja, ale ataksja mdézdzkowa jest wolniej
postepujaca, nie wystepuje niepetnosprawno$¢ intelektualna oraz nie stwierdza si¢ telangiektazji.
Komoérki pacjentow z ATLD wykazuja podwyzszona wrazliwo$¢ na promieniowanie jonizujgce
i czesto identyfikowane sg w nich rearanzacje chromosoméw 7 i 14 (Frappart i McKinnon, 2006).

Walters 1 wsp. (2009) opisali pojedynczy przypadek zespotlu fenotypowo zblizonego do
zespotu Nijmegen wywolanego przez homozygotyczne mutacje germinalne w genie RADS50. Cecha
odrozniajacg ten zespol od zespotu Nijmegen jest brak obnizonej odpornosci oraz niewystepowanie
nowotwordéw wieku dziecigcego.

Homozygotyczne mutacje w genie NBS/ sa odpowiedzialne za wystgpowanie dziedziczacego
si¢ autosomalnie recesywnie zespolu Nijmegen (ang. Nijmegen breakage syndrome, NBS)
(Varon 1 in., 1998). NBS charakteryzuje mikrocefalia, opdznienie rozwoju, zaburzenia odpornosci
oraz wysokie ryzyko wystgpienia nowotworow w mtodym wieku (gléwnie biataczek i chioniakow).
Komoérki pacjentéw z tym zespolem wykazuja niestabilno$§¢ chromosomowa zwigzang z nadmierng
wrazliwo$cia na dzialanie promieniowania jonizujacego (Antoccia i in., 2006). Do tej pory
zidentyfikowano okoto 200 pacjentéw z NBS, z ktorych 90% byto nosicielami homozygotycznej
postaci mutacji w genie NBSI: c.657 661del (657del5). Wariant ten znany jest jako mutacja
stowianska, gdyz najwigcej przypadkoéw zanotowano wsrdd pacjentow pochodzacych z Polski, Czech
1 Ukrainy, co wskazuje, ze delecja zwigzana jest zefektem zatozyciela (Varon i in., 2000).
Obserwowana czgsto$¢ heterozygotycznej formy mutacji c.657 661del w Europie Centralnej
i Wschodniej wynosi $rednio 1/177 (Seemanova, 1990; Varon i in., 2000). W Polsce czgstos¢ allela
¢.657 661del wykazuje zroznicowanie regionalne. Znana jest jego czesto$¢ dla okolic Polski pdtnocno
- zachodniej (1/122), Wielkopolski (1/131), Mazowsza (1/62) i Polski p6inocno - wschodniej (1/190)
(Gorski 11n., 2005; Kanka 1 in., 2007; Steffen 1 in., 2004; Ziotkowska i in., 2006).

W 2004 roku Shimada i wsp. (2004) opisali przypadek dziecka zanemia aplastyczna
bedacego nosicielem zmiany p.Ile171Val na dwoch allelach genu NBSI. Czgsto$¢ wystepowania tej
mutacji w Polsce wynosi od 0,2-1,38 (Ziotkowska i in., 2006; Kanka i in., 2007).

Dotychczas zidentyfikowane geny, ktérych mutacje predysponuja do wzrostu ryzyka
zachorowania na raki piersi i/lub jajnika wcigz stanowia jedynie niewielka cze$¢ poznanego
dziedzicznego podtoza tych nowotworéw (Antoniou i Easton, 2006; Thompson i Easton, 2004).
Uwaza si¢, ze za cze$¢ zachorowan odpowiadajg mutacje w genach o niskiej penetracji mogace
dziata¢ niezaleznie, w uktadach wieloczynnikowych lub jako modyfikatory ryzyka rozwoju raka
wsrod nosicieli mutacji w BRCA1/2 (Pharoah i in., 2008). Rozpoznanie gendéw niskiej penetracji jest
utrudnione, gdyz obcecne w nich mutacje rzadko powoduja powstanie wyraznie obcigzonego
rodowodu. Z tego powodu wykrycie tego typu gendw metodami konwencjonalnymi, jak na przyktad
analiza sprzezen, jest mato prawdopodobne. Do odkrycia nowych genow — kandydatéw prowadzi¢
moze analiza rodzin pacjentéw obcigzonych recesywnie dziedziczacymi si¢ syndromami
genetycznymi zwigzanymi zrozwojem raka piersi. Dodatkowym poblemem utrudniajgcym
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identyfikacj¢ alleli o niskiej penetracji jest genetyczna heterogenno$¢ oraz zmienno$¢ populacyjna,
dlatego duze znaczenie majg badania prowadzone na izolowanych populacjach.

Detekcja alleli o niskiej penetracji skupia si¢ gtdéwnie na analizie gendw wyselekcjonowach na
podstawie ich biologicznych funkcji i wymaga prowadzenia analiz na duzych grupach badanych
(Yoshida 1 Miki, 2004). Odpowiednim podejSciem jest analiza nie wybranych, lecz calych czedci
kodujacych wysekekcjonowanych genéw wraz z otaczajacymi je fragmentami intronéw w celu
poszukiwania potencjalnych patogennych mutacji. Geny MREI1, RAD50 oraz NBSI naleza do grupy
gendw, ktorych mutacje moga predysponowaé do zwigckszonego ryzyka zachorowania na
dziedzicznego raka piersi i/lub jajnika.
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4. CEL

Okres$lenie czesto$ci wystepowania wariantow sekwencyjnych w obrebie sekwencji kodujacych
genow MREI 1, RAD50 oraz NBSI w grupie wyselekcjonowanych pacjentek chorych na rodzinne raki
piersi i/lub jajnika.
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S. MATERIAL I METODY

5.1. Material

Grupe badang stanowito 109 pacjentek z Polski poéinocnej zsilng rodzinng agregacja
zachorowan na raki piersi i/lub jajnika. Chore byly kwalifikowane do badania w latach 1999-2007
sposrod pacjentek Onkologicznej Poradni Genetycznej Wojewoddzkiego Centrum Onkologii
w Gdansku przez dr n. med. 1. Brozek.

Wszystkie pacjentki, po zapoznaniu si¢ z planem projektu, wyrazity pisemng zgode na
wykonywanie badan molekularnych zatwierdzong przez Niezalezng Komisje Bioetyczng do Spraw
Badan Naukowych przy GUMed (NKEBN/269/2010).

W przypadku wykrycia potencjalnie patogennej mutacji pacjentki byly wzywane w celu
powtornego pobrania krwi. Jezeli wykonanie badania u osoby chorej nie bylo mozliwe,
kwalifikowano zdrowe, najblizsze krewne.

W celu okreslenia czestoS§ci wystgpowania wybranych mutacji w populacji ogdlnej
przeprowadzono badania w grupie kontrolnej, ktorg stanowito 300 anonimowych probek (wysuszone
plamy krwi) bedacych pozostatoscia po rutynowych badaniach przesiewowych w kierunku
fenyloketonurii u noworodkéw z wojewodztwa pomorskiego. Material uzyskano za posrednictwem
Pracowni Badan Przesiewowych i Hormonalnych Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie
(kierow. dr n. med. M. Oltarzewski).

Do oceny czestosci wystepowania dwoch mutacji w genie NBS1 (¢.657_661del; p.lle171Val)
w populacji poéinocnej Polski postuzono si¢ wynikami uzyskanymi w badaniu tej samej grupy
kontrolnej i opisanymi przez nasz osrodek w 2010 roku (Kanka i in.).

5.1.1. Kryteria rodowodowe

Pacjentki zakwalifikowane do badnia spelniaty jedno z ponizszych kryteriow rodowodowych
dotyczacych krewnych 1° 1 11°:

* co najmniej trzy zachorowania na raka piersi w rodzinie, w tym jedno zachorowanie przed 50
I. Z.

* co najmniej dwa zachorowania na raka jajnika w rodzinie, w tym jedno zachorowanie przed
50r. zZ.

* co najmniej jedno zachorowanie na raka piersi i jedno na raka jajnika w rodzinie

* jedna osoba w rodzinie, u ktorej rozpoznano zaréwno raka piersi, jak i jajnika

* co najmniej jedno zachorowanie na raka piersi u mezczyzny i jedno u kobiety w tej samej
rodzinie.

5.1.2. Charakterystyka badanych kobiet

Sposréd 109 zakwalifikowanych do badania kobiet 67 pochodzito z rodzin silnie obciagzonych
rakiem piersi, 37 zrodzin z agregacja zachorowan na raki piersi i jajnika oraz cztery zrodzin,
u ktorych zanotowano wylacznie zachorowania na raka jajnika. Sredni wiek zachorowania na raka
piersi wynosit 46,1 lat (od 27 do 75 lat), na raka jajnika 44,1 lat (od 29 do 65 lat). W badanej grupie
byto 20 nosicielek mutacji w genie BRCAI oraz pig¢ w genie BRCA2.
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5.1.3. Aparatura

Tab. 2. Spis uzywanej aparatury.

Aparatura Producent
Sekwenator automatyczny ABI PRISM 310 Applied Biosystems
Termocykler GeneAmp PCR System 2700
Termocykler GeneAmp PCR System 2720
Komora do elektroforezy agarozowej SubCell GT Bio-Rad
Zasilacz PowerPac 3000/300
Pipety (zakres 2-10ul — 100-1000ul) Eppendorf
Termomikser Comfort
Wiréwka 5810R
Wiréwka z chtodzeniem 5804
Wiréwka MiniSpin plus
Pipety (zakres 2-10ul — 100-1000ul) Gilson
Wiréwka GmC Lab
Worteks GV Lab
Aparat do oczyszczania i dejonizacji wody HLPs Hydrolab Polska
Worteks Ika

Cieplarka

Laborgerate Berlin

Termocykler PTC-200 DNA Engine

MJ-Research

Wirowka 15-Mini

MPV

Spektrofotometr NanoDrop-1000

NanoDrop Technologies

DHPLC System WAVE 3500

Transgenomic Ltd

Transiluminator M-26X Uvp
System do wizualizacji zeli BioDoc-It 220

Oprogramowanie do transiluminatora TS Software

Chlodziarko-zamrazarka Vestfrost
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5.1.4. Odczynniki

Tab. 3. Spis stosowanych odczynnikéw.

Odczynnik

Producent

Zestaw Clean-up
Zestaw ExTerminator
Zestaw Gel-out
Zestaw Sherlock AX

A&A Biotechnology

10x EDTA bufor

5x BigDye Terminator Sequencing Buffer
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
Kapilara 47cm x S0um

Polimer POP-4

Probowki Tempus™ Blood RNA Tube

Zestaw Tempus Spin RNA Isolation

Applied Biosystems

Odczynik do obrazowania prazkow DNA w zelu GelRed

Biotium

Marker wielkosci M100-500

DNA Gdansk 1T

10x bufor

dNTPs (100uM)

Marker wielkosci Gene Ruler DNA Ladder Low Range
MgCl, (25mM)

Taq Polimeraza DNA (5U/ul)

Fermentas

Startery IBB PAN, Warszawa
Polimeraza 2x KAPA Blood PCR Mix B Kapa Biosystems
Chloroform Merck
Izopropanol

Alkohol etylowy 96% POCh Gliwice
GoScript Reverse Transciption System Promega
Agaroza Basica Prona
Zestaw High Pure FFPE RNA Micro Roche

Blekit bromofenolowy
Chlorek amonu
Chlorek sodu

Cyjanol ksylenu
EDTA

Kwas borowy

Octan sodu

Proteinaza K
Puromycyna
Sacharoza

SDS

TRIS BASE
Wodoroweglan potasu

Sigma-Aldrich

Zestaw WAVE Opitimised Buffers

Transgenomic Ltd
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5.1.5. Roztwory

Tab. 4. Spis oraz sklad uzywanych roztworow.

Roztwor Sklad Ilo$¢ odczynnka

Bufor 5x RBC (1000ml) NHA4Cl 41,6g
KHCO3 4,6g
0,5M EDTA, pH8.0 20ml
woda do 1000ml

Bufor 5x TBE TRIS BASE 54¢g
kwas borny 27,5¢g
0,5M EDTA, pH8.0 20ml
woda do 1000ml

Bufor 50x TAE (1000ml)  TRIS BASE 242g
lodowaty kwas octowy 57,1ml
0,5M EDTA, pH8.0 100ml
woda do 1000ml

Bufor do proteinazy K NaCl 100mM
Tris HCI, pHS8.0 10mM
EDTA, pH8.0 25mM
SDS 0,5%

6x bufor obcigzajacy blekit bromofenolowy 0,25%
cyjanol ksylenu 0,25%
sacharoza 40%

10% SDS (100ml) SDS 20g

NaCl/EDTA NaCl 75mM
EDTA ImM

5.2. Metody

5.2.1. Izolacja DNA z limfocytow

DNA izolowano metodg trawienia proteinaza K, ekstrakcji fenol/chloroform i precypitacji etanolem
(Tab. 5).

Tab. 5. Protokol izolacji DNA ze $wiezej krwi obwodowej.

—_

10ml krwi zylnej pobranej na EDTA przenie$¢ do probowki o pojemnosci 15ml.

Wirowac¢ przez 10 min. (3220 x g, +4°C), usuna¢ supernatant.

Osad pozostaty na dnie probowki zala¢ 10ml buforu lizujacego

(1 x RBC), wymieszac.

4 Inkubowac¢ przez 10 min. w +4°C.

5. Wirowac przez 10 min. (3220 x g, +4°C), zla¢ supernatant.

6.  Powtarza¢ ptukanie (Sml 1 x RBC) i wirowanie (3220 x g, +4°C) do momentu uzyskania biatego osadu.
7

8

9

wN

Do osadu doda¢ 5ml NaCI/EDTA, 500ul 10% SDS i 12ul proteinazy K (20mg/ml).
Inkubowac¢ przez noc w +37°C.
Dodac¢ 3ml fenolu (pH7.9), wytrzasa¢ przez 20 min., wirowaé (15 min., +4°C, 3320 x g).
10. Gorng wartwe przenie$¢ do probowki.
11.  Doda¢ 5ml chloroformu.
12. Wytrzasa¢ (30 mim.) i wirowac¢ (10 min., 4°C, 3320 x g).
13.  Powtdrzy¢ dwukrotnie czynnos¢ z pkt. 12.
14.  Gorng warstwe przenies¢ do nowej 15ml probowki.
15.  Doda¢ Sml izopropanolu, wymieszac¢, inkubowa¢ 30 min. (-20°C).
16.  Wirowac (30 min., 3320 x g, +4°C).
17.  Wytracone DNA przenie$¢ do probowki 1,5ml.
18.  Zala¢ 1ml 70% etanolu i wirowac¢ (15 min., 20817 x g).
19. Odciagna¢ supernatant.
20. Osad suszy¢ pod wyciagiem, nastgpnie rozpusci¢ w 300ul wody.

Przy uzyciu spektofotometru NanoDrop—1000 prowadzono pomiar ilo§ciowy oraz jakoSciowy
kwasow nukleinowch. DNA nastepnie doprowadzano do roboczego stezenia dla reakcji PCR
(30ng/ul).
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5.2.2. Izolacja RNA z limfocytow krwi obwodowej

W celu zablokowania ewentualnego procesu NMD (ang. Nonsense Mediated Decay) probki
krwi pobierano do probowek Tempus' ™. Krew izolowano bezposrednio po pobraniu przy uzyciu
zestawu AppliedBiosystems Tempus Spin RNA wg protokotu zataczonego do opakowania.

5.2.2.1. Synteza cDNA

Do syntezy cDNA wuzyto zestawu GoScript Reverse Transcription System. Protokot
postepownia byt zgodny z ulotkg zataczona przez producenta.

5.2.3. Amplifikacja fragmentéw DNA technika PCR

Reakcje PCR przeprowadzano z wykorzystaniem starter6w zaprojektowanych przy pomocy
programu Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) na podstawie sekwencji gendow MREII, RAD50 i NBSI
uzyskanych zbazy internetowej Ensembl (http://www.ensembl.org; MREI1: ENSG00000020922,
RADS50: ENSG00000113522, NBS1: ENSG00000104320).

Ze wzgledu na krétka sekwencje intronowa pomigdzy eksonami 18 i 19 genu RADS50 oraz
213 genu MREII eksony te amplifikowano jako jeden amplikon. Ekson 11 genu NBSI, z uwagi na
jego dtugosé, podzielono na dwie czgéci. Profil termiczny reakcji dla kazdego amplikonu wstepnie
ustalano empirycznie, a nast¢pnie optymalizowano przy uzyciu bloku gradientowego. Warunki
temperaturowe reakcji przedstawiono w tabeli ponizej (Tab. 6).

Tab. 6. Profil termiczny reakcji PCR amplifikowanych fragmentéw genow MRE11, RAD50 i NBS1.

Temperatura (°C)  Czas (min.)  Liczba cykli

95 7,00 -

95 0,30

Ta* 0,30 35
72 0,30

72 7,00 -

4 - -

*Ta (°C) — Temperatura przylaczania starterow. Spis temperatur dla poszczegélnych amplikonow genow MREII, RAD50 i NBSI
umieszczono w tabelach 8-10.

Reakcje PCR prowadzono w cienko$ciennych proboéwkach o pojemnosci 200ul. Koncowa
objetos$¢ reakcji wynosita 25ul. W celu sprawdzenia prawidtowos$ci przeprowadzonej reakcji PCR,
kazdorazowo do amplifikowanego fragmentu dotaczano kontrole negatywna reakcji PCR, w ktorej do
mieszaniny reakcyjnej zamiast DNA dodawano identyczna objetos¢ wody destylowanej. Sktad
mieszaniny reakcyjnej roznit si¢ dla poszczegdlnych fragmentdéw stezeniem jondw magnezu. Przed
dalsza analizg, w celu sprawdzenia czystosci uzyskanych produktéw, prowadzono wizualizacj¢
fragmentow reacji PCR na 2% zelu agarozowym. Tabela 7 przedstawia sktad mieszaniny PCR
w zaleznosci od stosowanego stezenia jonOw magnezu.
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Tab. 7. Sklad mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR w zaleznosci od stezenia joné6w magnezu.

Skladnik mieszaniny Objetosé/probke [ul]
ddH,O 194 189 184 17,7 172 164
10 x PCR bufor 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCl, [25mM] 1,5 2 2,5 3 35 4
dNTP mix [10mM] 0,5 0,5 0,5 1 1 1
Starter F [10uM] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Starter R [10uM] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Polimeraza Taq [5U/ul] 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12

DNA [30ng/ul] 1 1 1 1 1 1

5.2.4. Wysokosprawna denaturujaca chromatografia cieczowa (ang. denaturating high
performance liquid chromatography — DHPLC)

Technike DHPLC wykorzystano do wykrywania zmian w sekwencjach nukleotydow
w obrebie wickszosci amplikondéw dla genow MREII, RAD50 i NBSI. W przypadkach fragmentow
wymagajacych pokrycia przez wigcej niz trzy domeny topnienia wybierano metod¢ sekwencjonownia.
Optymalizacj¢ DHPLC wykonano przy zastosowaniu oprogramowania Tansgenomic Navigator™
Software. Analiz¢ przeprowadzano przy uzyciu systemu WAVE DNA Fragment Analysis System.
Probki wykazujace odmienny wzoér na chromatogramie byty ponownie amplifikowane metoda PCR,
a nastepnie poddawane reakcji sekwencjonowania. Warunki amplifikacji poszczegolnych fragmentow,
informacje na temat zastosowanej metodzie analizy (DHPLC lub sekwencjonowania bezpos$redniego)
oraz ewentualnych warunkow analizy przestawiono w tabelach ponizej (Tab. 8-10).
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5.2.5. Sekwencjonowanie wybranych produktow PCR

Reakeji sekwencjonowania poddawano te amplikony, ktoére zuwagi na ztozony profil
topnienia, wymagaty rozdzialu chromatograficznego przy zastosowaniu czterech lub wigcej réoznych
temperatur. Sekwencjonowaniu poddawano rowniez probki, dla ktérych zaobserwowano odmienny
wzor rozdziatu chromatograficznego. W tym celu, po ponownej amplifikacji i sprawdzeniu obecnosci
produktu na zelu agarozowym, probki oczyszczano przy uzyciu zestawu Clean-up, a nastepnie
przeprowadzano reakcj¢ sekwencjonowania dwukierunkowego (ze starterem sensownym
1 antysensownym). Skladniki mieszaniny reakcyjnej oraz profil termiczny reakcji przedstawiono
w tabelach ponizej (Tab. 11, 12).

Tab. 11. Skladniki mieszaniny reakcyjnej stosowanej w metodzie sekwencjonowania.

Skladnik mieszaniny Objetosé/probke [ul]
BigDye Terminator Reaction Mix v3.1 1
5x BigDye Terminator sequencing buffer 2,5x 4
Starter [1uM] 2
Matrycowe DNA (oczyszczony produkt PCR) 2
Woda 11

Tab. 12. Profil termiczny reakcji sekwencjonowania.

Temp. (°C) Czas (min.)  Liczba cykli

95 2,00 -

95 0,10

50 0,05 25
60 4,00

4 R R

W celu usunigcia nadmiaru znakowanych dideoksynukleotydow (ddNTPs) produkt reakcji
oczyszczano przy uzyciu zestawu ExTerminator, postgpowano zgodnie z instrukcja producenta.
Oczyszczong probke nastgpnie denaturowano w temperaturze 95°C przez trzy minuty, po czym
schtadzano do +4°C. Probki analizowano w sekwenatorze automatycznym ABI PRISM 310 (Applied
Biosystems) przy uzyciu oprogramowania ABI PRISM 310 Data Collection Software v 2.0 oraz ABI
PRISM DNA Sequencing Analysis Software v3.74. Elektroforogramy analizowano wraz z sekwencja
prawidlowg uzyskang z bazy danych Ensembl za pomoca programu Sequencher v. 4.7 (demo).

5.2.6. Analiza cDNA

Analize cDNA prowadzono w celu oznaczenia wplywu wykrytych zmian na proces sktadnia
mRNA. Analizie poddawano warianty eksonowe, wskazane przez program ESEfinder jako majace
potencjalny wptyw na splicing lub zmiany zachodzace w sekwencjach konsensus. Do dalszych badan
wytypowano cztery mutacje w genie RADS50: p.Pro250Leu (ekson piaty), ¢.756+5C>T (intron szdsty),
c.1052-2A>C (intron 6smy), p.Arg365GIn (ekson Osmy), wariant genu MREII: p.Ala492Asp
(ekson 14) oraz zmiang w genie NBSI: p.Argl69His (ekson piaty). Z powodu braku dostgpnosci
materiatu do badan mutacji p.Argl 69His analiza cDNA w tym przypadku nie byta mozliwa.

Skfad mieszaniny i warunki reakcji PCR do amplifikacji fragmentéw sekwencji cDNA genow
RAD50 1 MREII przedstawiono w tabelach ponizej (Tab. 13-15).
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Tab. 13. Warunki amplifikacji fragmentéw cDNA genu RAD50 i MRE11.

Temp."C  Czas (min.) Liczba cykli

94 7,00 -

94 0,30

Ta* 0,30 40
72 1,30

72 7,00 -

4 - -

*TA(°C) — Temperatura przylaczania starterow. Spis temperatur dla poszczegdlnych amplikonow cDNA genow RADS0 i MREII
umieszczono w tabeli 15.

Tab. 14. Sklad mieszaniny reakcyjnej stosowanej do reakcji PCR z cDNA genu RADS50.

Skladnik mieszaniny Objetosé/probke [ul]

ddH20 17,7
10 x PCR bufor 2,5
MgCI2 [25mM] 3
dNTP mix [10mM] 1
Starter F [10uM] 1
Starter R [10uM] 1
Polimeraza Taq [SU/ul] 0,2
cDNA 2

Tab. 15. Sekwencje i miejsca zakotwiczenia starteré6w oraz prawidlowe dlugosci amplifikowanych fragmentow cDNA

genow RAD50i MRE11.
Mutacja Miejsca zakotwiczenia Starter F (forward) (5° — 3°) *Tx(°C) Dlugosé prawidlowego
starterow Starter R (reverse) (5 — 3°) produktu (pz)
RADS50
c.1052-2A>C F-Ex 7 F:-TGTCATCGTGAACTGGAAAAA 55 500
R-Ex 9 R:TTATTACTTCCATTTTTAAGGTTTCTAC
c.1094G>A F-Ex 7 F: TGTCATCGTGAACTGGAAAAA 56 467
(p-Arg365GIln)  R-Ex 9 R: TCTTGAACTGGACCAGGAGC
c.756+5C>T
F-Ex 4 F: GGAAAGGCTTTGAAGCAAAA 55 340
c.749C>T R-Ex 6 R: TAAAGCCTTGGATAGCCGAA
(p.Pro250Leu)
MREI11
c.1475C>A F-Ex 13 F: CAGTACTTTCAAACCGCAGAGA 53 259
(p-Ala492Asp)  R-Ex 15 R: TGCTCTGGCCTGGTCATAG

Uzyskane produkty wizualizowano w 2% elektroforezie agarozowej, a nastgpnie, w celu
potwierdzenia poprawnos$ci sekwencji, poddawano reacji sekwencjonowania. Produkt PCR uprzednio
oczyszczano z zelu przy uzyciu zestawu Gel-out zgodnie z zaleceniami producenta.
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5.2.7. Technika ASA-PCR

Technike ASA-PCR (ang. Allele Specific Amplification Polymerase Chain Reaction)
wykorzystano do wykrywania wybranych mutacji w grupie kontrolnej. Oznaczeniu czestosci
wystepownia w populacji generalnej poddano zmiany: c.756+5C>T, c.749C>T (p.Pro250Leu),
c.1052-2A>C, c.1094G>A (p.Arg365GIn) w genie RADS50, wariant genu MREII: c.1475C>A
(p.-Ala492Asp) oraz c.506G>A (p.Argl69His) zidentyfikowany w genie NBS/. Badania grupy
kontrolnej dla mutacji c.657 661del i p.llel71Val w genie NBSI byly wykonane w ramach
wczesniejszych badan naukowych (rozdzial 5.1.). Startery do reakcji zostaty zaprojektowane w taki
sposob, aby powielaé allel zmutowany - jeden ze starterow byl specyficzny do miejsca mutacji.
W celu zminimalizowania prawdopodobienstwa lgczenia si¢ startera domutacyjnego z sekwencja
prawidlowa w starterze domutacyjnym zmieniono dodatkowo przedostatnig zasade. Do sprawdzania
poprawnos$ci reakcji, rOownocze$nie ze starterem domutacyjnym, stosowany byt starter tworzacy
dtuzszy produkt kontrolny. Obecno$¢ tego produktu $wiadczyta o prawidlowo przeprowadzonej
reakcji. Kontrole pozytywna do kazdej reakcji PCR stanowila probka DNA z potwierdzong mutacja.
W ponizszych tabelach przedstawiono szczegdlowy protokot reakcji ASA-PCR oraz sekwencje
i temperatury przylaczania starterow (Tab. 16 - 18).

Tab. 16. Skladniki mieszaniny reakcyjnej w reakcji ASA-PCR.

Skladnik mieszaniny  Objeto$¢/prébke [ul]

Kapa Blood Direct 13
Startery [10mM] 0,5/0,5/0,5
woda 7

Tab. 17. Profil termiczny reakcji ASA-PCR.

Temp. (°C)* Czas (min) Liczba cykli

94 7,00 -

94 0,30

Ta* 0,45 35
72 0,45

72 7,00 -

*TA(°C) — Temperatura przylaczania starterow. Spis temperatur dla poszczegoélnych reakcji ASA-PCR umieszczono w tabeli 18.
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Tab. 18. Sekwencje starteréw, temperatura przylaczania starteréow i dlugosci oczekiwanych produktow w reakeji
ASA-PCR.

Amplikon Mutacja Sekwencja starterow (5¢ -3¢) *Tx(°C) Dlugo$é produktu (pz)

Sekwencja bez Sekwencja z
mutacji mutacja

RADS50

5 c.756+5C>T Forward 54 205 114
GGAAAAAGCTTGTGAGATTCG
Reverse
TTGATTTAGCCAGTCCACGA
Aso
CTTGATCCATTGAAGGTAZT

5 c.749C>T Forward 54 359 264
(p.Pro250Leu) GGAAAAAGCTTGTGAGATTCG
Reverse
TTGATTTAGCCAGTCCACGA
Aso
CCTATGAGAATGAACTTGATaT

8 c.1052-2A>G  Forward CGTGAATCTGCAGCTATCTCAA 63-56 200 130
Reverse
AATCTGTCTTTCACTGAATGGTC
Aso (Reverse)
CTTGCAGCTGTAGACGACtC

8 c.1094G>A Forward 54 359 264
(p-Arg365GIn) CGTGAATCTGCAGCTATCTCAA
Reverse
ATGCCAAAATGGAGTCCAAC
Aso
CGCCATCAAGAACATATCtA

MREI1

14 c.1475C>A Forward 55 373 125
(p-Ala492Asp) TTTGGTAATTTTCCTTGCTCATC
Reverse
TGAGAAAAACTAAACAAATCAGAGAG
Aso
GAACGTCATATTGATGtA

NBS1

5 c.506G>A Forward 55 238 121
(p-Argl69His) GGATGTAAACAGCCTCTTTGTAGTT
Reverse
AAACAAGCATTAAAGAGGGAATTA
Aso
ATATTCTGGCTTTACAATTGGcT

*TA(°C) — Temperatura przytaczania starterow.

Poniewaz materialem do badan grupy kontrolnej byly wysuszone na bibule plamy krwi, do
reakcji zastosowano mieszaning Kapa Blood Direct pozwalajaca na amplifikacje wybranych
sekwencji bez konieczno$ci wezesniejszej izolacji DNA.

Produkty reakcji ASA-PCR rozdzielano na 2% zelu agarozowym w celu potwierdzenia
specyficznosci reakcji oraz zobrazowania krétszego produktu odpowiadajacego allelowi z mutacja
(Ryc. 7).
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Ryec. 7. Przykladowy 2% zel agarozowy wybarwiony roztworem GelRed. Na Zelu uwidoczniono marker wielko$ci — M
(wartoS$ci wyrazono w pz), zamplifikowany fragment eksonu piatego genu RAD50 w prébkach kontrolnych
(studzienki od 1-8) oraz w probce z mutacja ¢.756+5C>T (nr 9). W prébce dziewiatej widoczny prazek
odpowiadajacy prawidlowej dlugos$ci produktu — 205 pz oraz krétszy produkt — 114 pz. Studzienka nr 10
— kontrola negatywna.

5.2.8. Narzedzia in silico

Potencjalny wplyw wybranych zmian eksonowych na proces wycinania intronow z pre-
mRNA oraz na funkcjonowanie produktu biatkowego okreslano za pomocag programu ALAMUT
(//interactive-biosoftware.com; wersja demo). Program ten taczy wartos$ci uzyskane z algorytméw
uzywanych przez platformy ESEfinder, SIFT, Mutation Taster. Programem ALAMUT postlugiwano
sie rowniez przy ocenie poziomu konserwatywnosci ulegajagcych zamianie aminokwasow.
Porownywano poziomy swoistosci odpowiednikéw tych aminokwasow u szeregu gatunkow (Homo
sapiens, Pan tryglodytes, Macaca mulatta, Rattus norvegicus, Mus musculus, Canis familiaris, Bos
taurus, Monodelphis demestica, Gallus gallus). Ocenie poddawano zamieniany aminokwas, jak
rowniez sgsiednie, w pozycjach (-1), (+1). Dodatkowo badano swoisto$¢ nukleotydow ulegajacych
substytucji w sekwencji konsensus. Potencjalny wplyw wybranych zmian eksonowych na biatko
okreslano rdwniez przy uzyciu programu PolyPhen2 (//genetics.bwh.harvard.edu/pph/).

5.2.9. Nazewnictwo mutacji genow MREI11, RAD50 i NBS1

Mutacje zapisywano zgodnie znajnowszymi zasadami dotyczacymi nomenklatury
(http://www.hgvs.org/mutnomen).

5.2.10. Analiza statystyczna

Oceng istotnosci statystycznej rdznicy pomiedzy czestoscig wystepownia wybranych mutacji
w grupie badanej oraz kontrolnej przeprowadzono przy zastosowaniu testu chi-kwadrat z poprawka
Yatesa. Za prog istotnosci statystycznej przyjeto sugerowang przez Houlston i Peto (2003) do analiz
potencjalnych alleli niskiej penetracji warto$¢ p<0,01. Do opracowania wynikéw badan wykorzystano
program STATISTICA for Windows 7.1 firmy StatSoft (Dobosz, 2004).
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6. WYNIKI

Do analizy genéw MREII, RAD50 i NBSI zakwalifikowano 109 kobiet z silng rodzinna
agregacja zachorowan na raki piersi i/lub jajnika. Kryteria kwalifikujace pacjentki do badania oraz
charakterystyke grupy badanej przedstawiono w rozdziatach 5.1.1.15.1.2.

Przy uzyciu techniki PCR amplifikowano eksony wraz zprzylegajacymi fragmentami
introné6w badanych gendéw, a nastgpnie wykorzystywano technike posredniej identyfikacji mutacji —
DHPLC. Probki, ktore wyrdzniaty si¢ odmiennym chromatogramem, po ponownej amplifikacji,
sekwencjonowano przy zastosowaniu starterow sensownego i antysensownego. Kolejnym etapem
badan byta bioinformatyczna analiza wybranych mutacji w celu okreslenia ich potencjalnego wplywu
na funkcje bialka i na proces sktadania mRNA. Zmiany wskazane przez program ESEfinder jako
potencjalnie zaburzajace proces wycinania introndw, klasyfikowano do badah na poziomie cDNA.
Wyniki analizy poszczegdlnych gendw zostaly przedstawione w ponizszych podrozdziatach.

6.1. Analiza molekularna genu MRE11

W grupie 109 pacjentek obciazonych rodzinnym rakiem piersi i/lub jajnika zidentyfikowano
11 réznych wariantéw sekwencyjnych genu MREII. Dwie zaobserwowane zmiany zlokalizowane
byly w eksonach a pozostate zidentyfikowano w cze$ciach intronowych. Wszystkie wykryte zmiany
byly wczedniej odnotowane w bazach SNP i/lub literaturze. Ponizej przedstawiono lokalizacje
zidentyfikowanych wariantow w genie oraz biatku MRE11 (Ryc. 8). Wykryte zmiany wraz
z czgsto$cig wystepowania zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 19).

Tab. 19. Warianty sekwencyjne zidentyfikowane w genie MREII w grupie 109 pacjentek zsilna agregacja
zachorowan na raka piersi i/lub jajnika.

L.p. Ekson/Intron Zmiana Zmiana Rodzaj Czestoséwsrod grupy — Czesto$¢ wsrod
nukleotydowa aminokwasowa zmiany badanej grupy kontrolnej

Zmiany zlokalizowane w eksonach

1 8 c.822T>C p.(®) rs137868143 1,8% (2/109) NB'

2 13 c.1475C>A p.-Alad492Asp 1561749249 1,8% (2/109) 1/300 (0,3%)
Zmiany zlokalizowane w intronach

3 1 c.-106+5G>A rs1805363 7,3% (8/109) NB

4 2 c.20+28G>A rs497763 70,6 (77/109) NB

5 5 c.403-6G>A rs535801 39,4% (43/109) NB

6 10 ¢.1098+17T>C rs1805365 1,8% (2/109) NB

7 11 ¢.1225+19T>C 15641936 55,9% (61/109) NB

8 11 c.1226-53A>G rs115997947 0,9% (1/109) NB

9 12 c.1326+93G>T rs115203193 0,9% (1/109) NB

10 15 c.1784-66G>A rs1014666 39,4% (43/109) NB

11 16 c.1868-85_1868- rs13447714 13,7% (15/109) NB

84delGA

"NB- nie badano
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Ryec. 8. Schemat przedstawiajacy lokalizacj¢ zmian zidentyfikowanych w genie MRE11 oraz ich umiejscowienie
w produkcie bialkowym.

Wykryte zmiany intronowe sklasyfikowano jako neutralne polimorfizmy genu MREII.
Wszystkie byly dotad opisane, a ich czgsto$¢ wystgpowania byta zblizona do czgsto$ci odnotowane;j
w bazach SNP oraz w innych doniesieniach. Najrzadziej wyst¢pujace zmiany (c.1098+17T>C;
c.1226-53A>G; ¢.1326+93G>T) zlokalizowane byly w zbyt odleglych czg¢sciach intronow, co
uniemozliwiato miarodajne oszacowanie ich wptywu na splicing przy uzyciu metod in silico. Z tego
wzgledu zostaty one sklasyfikowane jako rzadkie polimorfizmy genu MRE1! o nieznanym wptywie
na biatko. Ze wzgledu na brak doniesien okreslajacych znaczenie biologiczne wykrytych zmian
eksonowych, poddano je analizie in silico. Przy uzyciu programéw ALAMUT i SIFT oceniano
wplyw zmiany missense (p.Ala492Asp) na struktur¢ i funkcje biatka MREI1. Do oceny
potencjalnego wplywu obu wariantow na sktadanie mRNA wykorzystano program ESEfinder.
Wyniki tej analizy wskazaty na zmiany w ukladzie sygnatow rozpoznawanych przez biatka SR w obu
przypadkach.
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W genie MREI1 wykryto jedna potencjalnie patogenna zmiang. W wyniku analizy eksonu 13
u dwoch pacjentek zidentyfikowany zostal wariant typu missense, p.Ala492Asp. Pacjentki nie byty
nosicielkami mutacji w BRCAI/2, natomiast u jednej z nich zidentyfikowano rzadka zmiane
p.Arg365GIn w genie RAD50 (Rodz. 6.2.). Probantka zachorowata na raka piersi w wieku 53 lat,
z kolei w wieku lat 63 wystapit u niej nowotwor trzustki. U matki probantki zdiagnozowano raka
piersi w wieku 38 lat. Z historii rodziny wynika, ze babcia pacjentki zmarta na nowotwor narzadow
rodnych (brak danych dotyczacych doktadniej lokalizacji nowotworu i wieku zachorowania).
U drugiej pacjentki wystapil rak szyjki macicy, jajnika oraz piersi odpowiednio w wieku 30, 35 i 49
lat. U siostry matki probantki wykryto raka piersi, w rodzinie zanotowano dodatkowo zachorowania
na raka watroby i gruczolakoraka nadnerczy. Zmiana p.Arg365GIn znajduje si¢ w rejonie
konserwowanym ewolucyjnie u kr¢gowcoOw, zarowno arginina, jak i sgsiadujace z nig aminokwasy,
wykazuja silng swoistos$¢ dla danego miejsca w szeregu aminokwasow. Program ALAMUT wskazat
zmian¢ jako tolerowalng przez komorke, jednak PolyPhen2 wykazal jej potencjalnie patogenny
wpltyw na biatkko MRE11. Zmiana zostata zidentyfikowana w grupie kontrolnej. Rdéznica czestosci
wystepowania tej zmiany w porOéwnaniu z grupg badang nie byla istotna statystycznie (p=0,7).
Program ESEfinder wskazal miejsce w obrebie substytucji jako swoiste dla biatek SF2/ASF, ktore
w konsekwencji mutacji jest tracone i zastgpowane innym, swoistym dla biatka SC35 (Tab. 22).
Analiza c¢cDNA nie potwierdzita jednak =zaburzania splicingu. Na ryc. 9 przedstawiono
elektroforogram probki z opisywang mutacja.

c.1475C>A
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Ryec. 9. Elektrofororam uzyskany metoda sekwencjonowania dla prébki z mutacja c¢.1475C>A (p.Ala492Asp)
w genie MRE11.

Druga zmiana eksonowa, c¢.822C>T, wykryta zostala u dwodch pacjentek. Zmiana
zlokalizowana jest w eksonie 6smym genu MREII i nie powoduje substytucji aminokwasowe;.
Zgodnie z ESEfinder zamiana T > C powoduje utworzenie dodatkowego sygnatu rozpoznawalnego
przez bialka SR, przy jednoczesnym zachowaniu istniejacego. Odnotowana jest w bazach SNP jako
polimorfizm genu MRE1 i z uwagi na brak przestanek dotyczacych jej potencjalnej patogennos$ci nie
zostata poddana dalszym analizom oraz ocenie czg¢sto$ci wystgpowania w grupie kontrolne;j.
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6.2. Warianty sekwencyjne wykryte w genie RADS50

W genie RAD50 wykryto siedem zmian sekwencyjnych, z ktérych trzy nie byly dotad
opisane. W obrebie eksondow zidentyfikowano dwa warianty, pozostalych pi¢¢ zaobserwowano
w intronach. Lokalizacje wykrytych zmian przedstawiono ponizej (Ryc. 10.). Zestawienie wszystkich
wariantow zawarto w tab. 20.

Trzy sposrdd pieciu wariantow intronowych to znane i czg¢ste polimorfizmy genu RADS50.
Wobec braku przestanek dotyczacych ich potencjalnego znaczenia w rozwoju nowotworu piersi
i/lub jajnika nie zostaly one obje¢te dodatkowymi badaniami. Dwie mutacje wykryte w cze$ciach
kodujacych byly substytucjami typu missense. Jedna ze zmian jest nowa (p.Pro250Leu), druga,
p.Arg365Gln, zostata wczes$niej odnotowana w bazach SNP, lecz jej znaczenie biologiczne nie
zostato okreslone. Obia warianty poddano analizie przy uzyciu programow komputerowych
przewidujacych potencjalny wpltyw mutacji na bialtko. Dodatkowo oceniono czgstos¢ ich
wystepowania w populacji generalnej. Na podstawie wynikéw analiz in silico zmiang p.Pro250Leu
sklasyfikowano, jako potencjalnie uszkadzajaca funkcje biatka. Do dalszych badan na poziomie
cDNA skierowano, przez wzglad na ich lokalizacj¢, dwie zmiany intronowe, c.756+5C>T
1 ¢.1052-2A>C oraz mutacje p.Arg365GlIn, ktorej potencjalny wpltyw na splicing wskazany zostat
przez program ESEfinder. Warto$ci uzyskane na podstawie analiz bioinformatycznych dla zmian
eksonowych w genie RADS50 przedstawiono w tab. 22.

Tab. 20. Warianty sekwencyjne zidentyfikowane w genie RAD50 w grupie 109 pacjentek z silng agregacja
zachorowan na raka piersi i/lub jajnika.

L.p. Ekson/Intron Zmiana Zmiana Rodzaj Czesto$¢ wsrod Czesto$¢ wsréd grupy
nukleotydowa aminokwasowa zmiany grupy badanej kontrolnej

Zmiany zlokalizowane w eksonach

1 5 c.749C>T p.Pro250Leu nowa' 0,9% (1/109) 0/300

2 8 c.1094G>A p.Arg365GIn rs146370443 0,9% (1/109) 0,3%

(1/300)

Zmiany zlokalizowane w intronach

3 4 c.551+19G>A - rs17166050 48,6% (53/109) NB’

4 5 ¢.756+5C>T - nowa 0,9% (1/109) 0/300

5 7 c.1052-2A>C - nowa 0,9% (1/109) 0/300

6 20 ¢.3164+49G>C - rs143829407 3,6% (4/109) NB

7 22 c.3475+24A>G - rs137906075 6,4% (7/109) NB

1

nowa — zmiana dotychczas nieopisana i nieodnotowana w bazach SNP
2 .
NB — nie badano
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Ryec. 10. Schemat przedstawiajacy lokalizacj¢ zmian zidentyfikowanych w genie RAD50 oraz ich umiejscowienie
w produkcie biatkowym. MBS: MRE11 binding sites.

Zmiana p.Pro250Leu (c.749C>T) zlokalizowana jest w eksonie pigtym genu RADS50
kodujacym fragment jednego z dwodch ramion coiled—coil. Skutkuje zamiang dwoch biochemicznie
réznych aminokwasow, proliny na leucyn¢. Mutacja zostata zidentyfikowana u jednej pacjentki i nie
byla wczesniej zarejestrowana w bazach danych ani opisana w literaturze. Pacjentka zachorowata na
raka piersi w wieku 48 lat, a jej matka w wieku lat 43. W rodzinie wystapit dodatkowo przypadek
zachorowania na raka ptuca. Pacjentka nie jest nosicielkag mutacji w genach BRCA1/BRCA2. W tym
przypadku nie byto mozliwo$ci przeprowadznia badan kosegregacyjnych wérod krewnych pacjentki.
Ponizej przedstawiono chromato- i elektroforogram probki, w ktorej zidentyfikowano omawiany
wariant (Ryc. 11).
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A probka z mutacja
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Ryec. 11. Wynik analizy eksonu piatego genu R4AD50. A) wynik analizy DHPLC dla proébki z mutacjg ¢.749C>T;
B) wynik sekwencjonowania eksonu piatego uwidaczniajacy substytucje cytozyny na tymine.

W celu okreslenia mozliwego efektu biologicznego wykrytej mutacji przeprowadzono analize¢
in silico. Uzyskane warto$ci przy uzyciu programu PolyPhen2 §wiadcza o wysoce prawdopodobnym
patogennym wplywie opisywanej mutacji na strukture i1 funkcje biatka RADS50. Zgodnie
z algorytmem stosowanym przez program ALAMUT prawdopodobienstwo zaburzenia funkcji biatka
jest rowniez wysokie. Wynik poréwniania sekwencji o$miu ortologéw wskazuje zaréwno utracong
proling, jak i sasiadujace znig aminokwasy jako silnie konserwowane, co wzmacnia hipotezg
o patogennym charakterze zmiany. Program ESEfinder nie wykazal istnienia w pozycji 749 genu
RAD50 miejsca donorowego badZz akceptorowego rozpoznawalnego przez biatka zrodziny SR
wskazujac na prawdopodobny brak wplywu opisywanej mutacji na proces usuwania introndéw
(Tab. 22). Zmiany nie zidentyfikowano w grupie 300 probek konrolnych. Rédznica w czestosci
wystepowania w poréwnaniu z grupa badang nie byta istotna statystycznie (p=0,5).

U jednej pacjentki wykryto kolejna zmiane, 756+5C>T, w intronie pigtym. Polegata ona na
substytucji cytozyny na tyming¢ i zachodzita w miejscu donorowym +5 od konca eksonu piatego.
Zmiana nie byla wcze$niej opisywana w literaturze, nie jest rowniez zarejestrowana w bazach danych.
Przeprowadzone badania w grupie kontrolnej nie doprowadzity do identyfikacji wspomnianej mutacji
w zadnej z 300 probek. Wynik nie byt istotny statystycznie (p=0,5). Pacjentka zachorowata na raka
piersi w wieku 35 lat. W rodzinie ojca pacjentki wystgpily dwa nowotwory, rak piersi u babci
probantki (wiek diagnozy 72 lata) oraz nowotwér o nieznanym punkcie wyjScia u brata ojca.
Probantka dodatkowo jest nosicielka mutacji w genie BRCA2 (c.3860delA). Badania kosegregacyjne
wykonane u zdrowej corki pacjentki wykazaty obecno$¢ mutacji ¢.756+5C>T w genie RAD50 i brak
nosicielstwa mutacji w genie BRCA2. Lokalizacja mutacji w bliskiej odlegto$ci od granicy
ekson/intron sugerowata potencjalng mozliwo$¢ zaburzania procesu sktadania mRNA. Ponizej
przedstawiono udziat nukleotydéw w pozycji +5 od granicy ekson/intron (Ryc. 12).
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Ryec. 12. Udzial poszczegélnych nukleotydéw w sekwencji konsensus w miejscu donorowym dla bialek procesu

skladania mRNA. Wysokos¢ kazdej litery odzwierciedla czesto$¢ wystepowania nukleotydu w danym
miejscu sugerujac tym samym niski poziom konserwatywnosci cytozyny w miejscu +5.

Reakcja PCR z wykorzystaniem matrycy cDNA nie wykazata obecnosci krotszego produktu,
ktory S$wiadczylby o zaburzonym splicingu. Wyniki tych analiz wskazuja na prawdopodobny
neutralny charakter zmiany i klasyfikuja ja w grupie polimorfizmow genu RADS50.

W wyniku analizy eksonu 6smego genu RADS50 u jednej ze 109 pacjentek zidentyfikowano
nowg zmian¢ c.1052-2A>C znajdujacg si¢ w intronie siddmym. W rodzinie pacjentki wystepowata
agregacja zachorowan na raka piersi. U samej probantki zdiagnozowano obustronnego raka piersi
odpowiednio w wieku 43 i 53 lat, u jej matki przed 40 r. z. Dodatkowo w rodzinie wyst¢powaty inne
nowotwory, w tym rak zoladka. Pacjentka nie jest nosicielkg mutacji w genach
o wysokiej penetracji BRCAI/2. W tym przypadku nie byto mozliwosci przeprowadzenia badan
kosegregacyjnych w rodzinie pacjentki. Badania grupy kontrolnej nie wykazaty obecnos$ci tej mutacji
w zadnej z 300 probek, roznica w czestoSci wystgpowania w porOwnaniu z grupa badang nie

osiggneta istotnosci statystycznej (p=0,5). Ponizej przedstawiono wynik analizy DHPLC oraz
sekwencjonowania dla probki z omawiang mutacja (Ryc. 13).
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Ryec. 13. Wynik analizy amplikonu zawierajacego fragment intronu siocdmego genu RAD50 przedstawiajacy mutacje

¢.1052A>C. A) wynik analizy DHPLC B) wynik sekwencjonowania uwidaczniajacy substytucje¢ adeniny na
cytozyne. Niebieska linia wskazuje poczatek eksonu.
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Adenina w pozycji -2 jest stalym nukleotydem wchodzacym w sklad sekwencji konsensus
w miejscu akceptorowym dla biatek biorgcych udzial w procesie skladania mRNA. Teoretycznie
zmiana w tym miejscu zaburza ten proces powodujac calkowita utrate miejsca akceptorowego 3°.
Uktad nukleotydow w sekwencji konsensus przedstawiono ponizej (Ryc. 14).

intron | exon

Ryec. 14. Udzial nukleotydéw w sekwencji konsensus w miejscu akceptorowym dla bialek bioracych udzial w procesie
skladania mRNA. Wysokos¢ kazdej litery odzwierciedla czestos¢ wystepowania nukleotydu w danym
miejscu, sugerujac tym samym silng konserwatywnos$¢ adeniny w miejscu -2.
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W celu oceny wplywu opisywanej mutacji na proces skladania mRNA przeprowadzono
analize na poziomie cDNA. Reakcja PCR z zastosowaniem starteréw zakotwiczonych w eksonie
szostym 1 dziewigtym genu RADS50 nie wykazala obecno$ci krétszego produktu $wiadczacego
o nieprawidtowym splicingu. Prawidlowo$§¢ transkryptu zostala dodatkowo potwierdzona
sekwencjonowaniem.

Znany, rzadki wariant ¢.1094G>A (p.Arg365GlIn) zostat zidentyfikowany w eksonie 6smym
u jednej z pacjentek, u ktérej dodatkowo zabserwowano mutacje w genie MREII: p.Ala492Asp.
Badaniem kosegregacyjnym objeto zdrowa corke, u ktérej potwierdzono nosicielstwo zmiany
c.1094G>A w RAD50. Zardéwno u probantki, jak i corki, wykluczono nosicielstwo mutacji w BRCA/
lub BRCA2. Mutacja c.1094G>A zostala wykryta w jednej z300 probek kontrolnych (0,33%).
Zmiana ¢.1094G>A wystepuje w bazach danych jako polimorfizm o tagodym wptywie na bialko.
Wskazuja na to warto$ci analiz bioinformatycznych PolyPhen2 oraz ALAMUT. Por6éwnanie
sekwencji ortologdw potwierdzito ten wynik wskazujac, ze miejsce zajscia substytucji i jej okolice
charakteryzuje si¢ niska swoisto$cig. Dane uzyskane przy uzyciu programu ESEfinder wskazaty na
utrate miejsca rozpoznawalnego przez biatko SF2/ASF sugerujac wplyw zmiany na proces sktadania
mRNA (Tab. 22). W oparciu o te przewidywania przeprowadzono badania na poziomie cDNA.
Uwidoczniony w procesie elektroforezy poliakrylamidowej pojedynczy prazek bedacy na wysokosci
prawidtowego produktu (467pz) §wiadczyt o braku wptywu ¢.1094G>A na splicing.
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6.3. Spektrum mutacji w genie VBSI w grupie 109 pacjentek z dziedzicznym rakiem piersi

Analiza molekularna genu NBS/ wykazala obecno$¢ 15 r6znych wariantow sekwencyjnych.
W cze$ciach intronowych zidentyfikowano osiem zmian, a we fragmentach kodujacych siedem: szes§¢
substytucji nukleotydowych oraz delecje. Wsrdd zmian eksonowych wykryto trzy rzadkie warianty:
dwa zostaly wcze$niej opisane w literaturze jako mutacje zwigkszajace ryzyko zachorowania na raka
piersi i/lub jajnika (p.Ile171Val; c.657 661del) oraz jeden nowy (p.Argl69His). Pozostale warianty
wystepujace w cze$ciach kodujacych to znane, neutralne polimorfizmy genu NBSI. Czesto$¢ ich
wystepowania w badanej grupie byta zblizona do czgsto$ci obserwowanej w innych doniesieniach
oraz bazach SNP, dlatego nie zostaty one obje¢te dodatkowymi badaniami. Sposréd o$miu wariantow
wykrytych w intronach, trzy byty nowe. Ze wzgledu na lokalizacj¢ w glebokich czg¢$ciach intronu, ich
wpltyw na biatko nie byl mozliwy do oszacowania. Pozostate warianty zidentyfikowane w intronach
to znane neutralne polimorfizmy. Ryc. 15 przedstawia lokalizacje zmian intronowych
i eksonowych w genie oraz miejsca wystepowania wariantow eksonowych w biatku. Wykryte zmiany
zestawiono w tab. 21.

Tab. 21. Warianty sekwencyjne zidentyfikowane w genie NBSI w grupie 109 pacjentek z silng agregacja zachorowan
na raka piersi i/lub jajnika.

L.p. Ekson/ Zmiana Zmiana Rodzaj Czestos¢  wsrod  Czestosé wsrod
Intron  nukleotydowa aminokwasowa zmiany grupy badanej grupy kontrolnej

Zmiany zlokalizowane w eksonach

1 2 c.102G>A p.(=) rs1063045 59,6% (65/109) NB?

2 5 c.506G>A p.Argl69His nowa’ 0,9% (1/109) 0/300

3 5 c.511A>G p.lle171Val 1561754966 0,9% (1/109) 1,3%" (10/754)

4 5 c.553G>C p.Glu185GIn rs1805794 47,7% (52/109) NB

5 6 c.657_661del p.Lys219Asnfs*16 cd982819 0,9% (1/109) 0,41' (10/2399)

6 10 c.1197T>C p.(=) rs709816 39,4% (43/109) NB

7 13 c.2016A>G p.(=) rs1061302 60,5% (66/109) NB
Zmiany zlokalizowane w intronach

8 1 c.37+78G>C - nowa 0,9% (1/109) NB

9 3 c.320+17T>A - nowa 0,9% (1/109) NB

10 3 ¢.320+64A>G - nowa 6,4% (7/109) NB

11 6 ¢.703-18G>T - 1s769418 3,6% (4/109) NB

12 7 ¢.896+36G>A - rs1805826 1,8% (2/109) NB

13 9 c.1124+18C>T - 152234744 54,1% (59/109) NB

14 12 c.1915-7A>G - 1s2308962 60,5% (66/109) NB

15 13 c.2071-30A>T - rs3736639 54,1% (59/109) NB

"wyniki dla grupy kontrolnej pochodza z badan przeprowadzonych w Katedrze i Zakladzie Biologii i Genetyki GUMed, opisanych
w2010 r. (Kanka i in.)

> NB- nie badano

* nowa - zmiana dotychczas nieopisana i nieodnotowana w bazach SNP
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Ryec. 15. Schemat przedstawiajacy lokalizacje¢ zmian zidentyfikowanych w genie NBS1 oraz ich umiejscowienie
w produkcie bialkowym. Domeny: FHA (ang. forkhead-associated domain), BRCT (ang. BRCAI C-terminal
domain), MIR (MRE]11 interacting region), AIR (ATM interacting region).

Jedyna nowg zmiang eksonowg zidentyfikowana w genie NBS! byta zlokalizowana w eksonie
piatym zmiana typu missense, 506G>A (p.Argl69His). U probatki zdiagnozowano raka piersi
w wieku 48 lat, u jej matki w wieku lat 82. W rodzinie pacjentki dodatkowo wystapity trzy przypadki
zachorowan na raka zotadka (u siostry pacjentki, jej ojca oraz jego brata). Wspomniana mutacja
powoduje wstawienie histydyny w miejsce argininy w pozycji 169 biatka NBS1. Zlokalizowana jest
w obrgbie waznej, silnie konserwowanej domeny BRCT. Pordéwnanie sekwencji odpowiednikow
nibryny o$miu kregowcow wskazalo miejsce zamiany reszt aminokwasowych jako silnie swoiste dla
argininy. Dodatkowo oba aminokwasy sasiadujace z argining sa silnie konserwowane ewolucyjnie.
Wartodci uzyskane przez program ALAMUT wskazuja na potencjalnie uszkadzajacy wplyw
opisywanej zmiany na strukturg i funkcje biatka, jednakze, zgodnie z algorytmem uzywanym przez
program PolyPhen2, mutacja jest tagodna i prawdopodobnie nie wptywa na funkcjonowanie biatka.
W celu okreslenia ewentualnego efektu tej mutacji na proces sktadania mRNA, zmiang¢ analizowano
przy uzyciu programu ESEfinder. Warto$ci uzyskane z tych analiz przedstawiono w tab. 22. Wyniki
wykazaty, ze zamiana guaniny na alaning powoduje utrat¢ miejsca rozpoznawanego przez biatka
SRp55 oraz SF2/ASF. Obraz zachodzacych zmian przedstawiony zostat ponizej (Ryc. 16).
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NM_002485.4(NEN):c.506C>A - [c.481-75 (Intron 4) - c.584+22 (Intron 5]

ESEfinder

251 250 500 510 520 530
Reference Sequence hCAATATGT.GCACTCﬂTTTGTGGAC CCAATTGTAAAGCCAGAATATTTITA
RESCUE-ESE - S

ESEfinder
481 490 500 510 520 530
Mutated Sequence CAATATGTGCACTCATTTGT GGACATCCAATTGTAAAGCCAGAATATTTITA
RESCUE-ESE s B—
ESEfinder p SF2IASF B SFZASF W 535 Bl SRpd0 [] SAp55
(lidd-BRT AT

Ryec. 16. Zestawienie wynikow analizy miejsc ESE w obrebie sekwencji z mutacja ¢.506G>A. Gorna sekwencja
to sekwencja referencyjna, dolna to sekwencja z mutacja. Po zaj$ciu substytucji ¢.506G>A zanika
miejsce rozpoznawalne przez bialka SF2/ASF oraz SRS55. Wynik generowany przy uzyciu
programu ALAMUT.

Zmiana zostata zakwalifikowana do dalszych badan na poziomie cDNA, jednakze, w zwigzku
z brakiem mozliwo$ci pobrania probki krwi od pacjentki, jak réwniez od jej krewnych, nie bylo
mozliwosci przeprowadzenia tych analiz. Mutacji nie zidentyfikowano w zadnej z 300 probek
kontrolnych. Analiza poréwnawcza czestosci wystgpowania mutacji w grupie badanej (1/109; 0,9%)
i kontrolnej nie wykazata istotnie statystycznych réznic (p=0,5).

Mutacje c.511A>G (p.llel71Val) zidentyfikowano u jednej ze 109 pacjentek. Probantka
zachorowata na raka piersi w wieku 37 lat, nowotwor ten wystapil rowniez u jej siostry. Z powodu
braku mozliwosci uzyskania DNA od czlonkéw rodziny probantki nie przeprowadzono badan
kosegregacyjnych. Substytucja A > G w pozycji 511 genu NBS/ jest mutacja znana, wiazang
z predyspozycja do rozwoju raka piersi. Zlokalizowana jest w eksonie pigtym w obrebie silnie
konserwowanego rejonu kodujacego domen¢ BRCT. Mutacja skutkuje zamiang aminokwasu
o wysokiej swoisto$ci. Badania grupy kontrolnej sktadajacej si¢ z 754 probek doprowadzily do
identyfikacji tej zmiany w dziesigciu probkach (1,32%). Réznica w czestoSci wystepowania
p.lle171Val w grupie badanej (1/109; 0,9%) i1 kontrolnej nie byta istotna statystycznie (p=0,8).

W wyniku analizy sekwencji eksonu szostego genu NBSI u jednej ze 109 pacjentek
wykazano obecno$¢ delecji pigciu par zasad (ACAAA) w pozycji 657 (c.657 661del). Mutacja
powoduje translacje dwdch skroconych tancuchéw biatkowych z zachowanymi jedynie czgSciowymi
funkcjami prawidtowej nibryny. Heterozygotyczne nosicielstwo mutacji ¢.657 661del zwigzane jest
z trzykrotnym wzrostem ryzyka zachorowania na raka piersi. U probantki zdiagnozowano raka piersi
w wieku 68 lat, u jej siostry w wieku lat 63. Pacjentka nie jest nosicielka mutacji w genach BRCA1/2.
W rodzinie pacjentki wystgpowaty rowniez zachorowania na nowotwor zotadka oraz jelita grubego.
W przypadku tej rodziny nie bylo mozliwosci przeprowadzenia badan kosegregacyjnych. Mutacje
c.657 661del zidentyfikowano w dziesieciu z 2399 anonimowych probek krwi pochodzacych od
noworodkéw z wojewodztwa pomorskiego (0,41%), roznica w porownaniu z grupa badang nie byta
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istotna statystycznie (p=0,9). Ponizej przedstawiono chromato- i elektroforogram probki, w ktorej
zidentyfikowano zmiang ¢.657 661del (Ryc. 17).

[ prébkazmutacja > \
&———— probka bez mutagji
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—_ - —// —_—
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Ryec. 17. Wynik analizy eksonu széstego genu NBS1. A) wynik analizy DHPLC dla amplikonu széstego
B) wynik sekwencjonowania eksonu szostego uwidaczniajacy delecje pieciu par nukleotydow.
Strzalka wskazuje na miejsce poczatku delecji.
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Tab. 22. Zestawienie wynikéw uzyskanych z baz ESE Finder, PolyPhen2, SIFT wraz z poziomem konserwatywnosci
aminokwaséw dla mutacji eksonowych zidentyfikowanych w genach MRE11, RAD50 i NBS1 ws$rod pacjetek
z rodzinnie wystepujacym nowotworem piersi i/lub jajnika.

Zmiana Zmiana ESEfinder PolyPhen2* Poziom SIFT***
nukleotydowa  aminokwasowa Konserwatywnosci **
MREI1
¢.822T>C p-(=) Brak wptywu na istniejace - (7/8; 8/8; 8/8) -
MP' dla SC35; Utworzenie
nowego MP dla SRp40,
SF2/ASF
c.1475C>A p-Ala492Asp Utrata MP dla SF2/ASF 0,973 (8/8; 8/8; 7/8) 0,11
utworzenie nowego MP dla
SC35
RAD50
c.749C>T p.Pro250Leu Brak MP 0,996 (6/8; 8/8; 8/8) 0,05
c.1094G>A p-Arg365GIn Utrata MP dla SF2/ASF 0,013 7/8; 6/8;7/8 0,33
NBSI
¢.506G>A p.-Argl69His Utrata MP dla SF2/ASF, 0,214 (8/8; 8/8; 8/8) 0,02
SRp55
c.5S11A>G p.Ile171Val Brak MP 0,999 (8/8; 8/8; 7/8) 0,00

c.657 661del p-Lys219Asnfs*16

Skrécenie bialka

'MP miejsce przytacznia biatek z rodziny SR
* im warto$¢ wspotczynnika jest blizsza 1 tym wigksze prawdopodobienstwo zaburzania funkcji biatka
** poréwnanie poziomu konserwatywno$ci aminokwasow w pozycjach -1; 0; +1 posrod o$miu gatunkow (Homo sapiens, Pan tryglodytes,

Macaca mulatta, Rattus norvegicus, Mus musculus, Canis familiaris, Bos taurus, Monodelphis demestica, Gallus gallus)
*** warto§¢ wspotczynnika mniejsza od 0,05 sugeruje negatywny wptyw mutacji na biatko
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7. DYSKUSJA

7.1. Mutacje w genie NBS1 sa zwiazane z podatno$cia na nowotwory piersi i/lub jajnika

Jak dotad, sposrod gendw kodujacych kompleks MRN, najszerzej zbadany zostal gen NBSI.
Zwiazek pomigdzy nosicielstwem heterozygotycznych mutacji w tym genie, a podwyzszonym
ryzykiem rozwoju nowotwordw zostat po raz pierwszy zasugerowany na podstawie wynikow badan
krewnych pacjentow z zespotem Nijmegen (Seemanova, 1990). Homozygotyczna posta¢ mutacji
c.657 661del, wystepujacej u 90% pacjentow ztym zespolem, prowadzi do translacji dwoch
skréconych tancuchow biatkowych wykazujacych jedynie cze$ciowe funkcje prawidtowej nibryny.
Krétki N-terminalny produkt z zachowanymi domenami FHA/BRCT ulega interakcjom z MDCI1,
natomiast biatko zzachowanym koncem C-terminalnym posiada zdolno$¢ do oddzialywania
z MREI11. Niewiele wiadomo, jaki efekt wywotuje heterozygotyczna forma tej delecji. Zgodnie
z najnowszymi wynikami badan, jej obecno$¢ nie wpltywa na istotne funkcje nibryny, jednakze na
skutek dzialania promieniowania jonizujacego obserwowane jest zwickszenie czgstosdci
spontanicznych pekni¢¢ nici DNA. Sugeruje si¢, ze heterozygotyczna forma mutacji ¢.657 661del
moze mie¢ wptyw na kancerogeneze¢ (Dzikiewicz-Krawczyk i in., 2012).

W 2004 roku polski osrodek przeprowadzil badania okreslajace udzial heterozygotycznej
postaci mutacji stowianskiej w etiologii r6znych typéw nowotworow (Steffen i in., 2004). WyrazZnie
zwigkszong czesto$¢ allela ¢.657 661del w stosunku do grupy kontrolnej zaobserwowano wsrod
chorych z czerniakiem zto§liwym oraz chtoniakiem nieziarniczym (non-Hogdkin lymphoma, NHL).
Nosicieli znaleziono réwniez wsrdd chorych na raka jelita grubego oraz piersi. W innej pracy
badaniom poddano krewnych pacjentow z zespotem Nijmegen (Seemanova i in., 2007). Wyniki
wskazaly, ze wyraznie wigksza grupe nosicieli stanowili krewni chorzy na raka w odr6znieniu od
krewnych bez historii nowotworowej. Na tej podstawie autorzy wskazali na zwigzek mutacji
stowianskiej ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia nowotworu. Korelacj¢ nosicielstwa tej mutacji
Z rozwojem nowotworu zaobserwowano rowniez w przypadku ostrej biataczki limfoblastycznej,
chloniaka nieziarniczego, czerniaka ztosliwego, prostaty i jajnika (Chrzanowska i in., 2006; Cybulski
iin., 2004a; Steffen i in., 2004).

Celem badan szeregu zespotow stata si¢ rowniez proba okreslenia udzialu mutacji
c.657 661del w rozwoju nowotworu piersi. Wyniki badan Goérskiego 1 wsp. (2003) jako pierwsze
wskazaly na wplyw nosicielstwa mutacji slowianskiej na rozwoj tego nowotworu. W grupie
sktadajacej si¢ ze 150 pacjentek z wtornym rakiem piersi (<50 r. z) oraz 80 zrakiem o podiozu
dziedzicznym czgstos¢ mutacji wynosila odpowiednio 1,3% i 3,75%. W grupie kontrolnej,
stanowigcej 530 zdrowych kobiet, zmiang zidentyfikowano w 0,6%. Autorzy pracy zasugerowali, ze
wysoka czgsto$¢ mutacji stowianskiej w grupach badanych oraz znamiennie statystyczna rdéznica
czestosci jej wystepowania wsrdd pacjentek z rodzinnym rakiem piersi a grupa kontrolna moze
wskazywaé na zwigzek tej mutacji z etiologiag nowotworu piersi.

Do podobnych wnioskéw doszli badacze z innego polskiego o$rodka obserwujac jednakze
zwigzek tej mutacji ze wzrostem ryzyka wystapienia raczej sporadycznego nowotworu piersi, anizeli
tego, o podtozu dziedzicznym. Delecje t¢ wykryto u 11 sposrdd 562 nieselekcjonowanych rakow
piersi (1,96%) pochodzacych od pacjentek z Polski centralnej. W grupie kontrolnej wykryto ja w 10
na 1620 badanych probek (0,62%). Badania wykazaly, ze allel c.657 661del warunkuje nawet
trzykrotnie wyzsze ryzyko zachorowania na nowotwor piersi u kobiet < 40 r. z Autorzy
zasugerowali, ze ryzyko allela jest porownywalne do ryzyka mutacji ¢.5266dupC wystepujacej
w genie o wysokiej penetracji BRCAI (Steffen i in., 2006). Badania pacjentek pochodzacych
z Bialorusi rowniez wykazaty korelacje pomiedzy nosicielstwem mutacji ¢.657 661del, a wzrostem
ryzyka rozwoju nowotworu piersi. W grupie 1558 pacjentek z nieselekcjonowanym rakiem piersi
mutacja wystapita czesciej (0,9%) niz w grupie kontrolnej (0,1%). Wynik byt istotny statystycznie
(Bogdanova i in., 2008a).

Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu wydaja si¢ nie potwierdza¢ powyzszych obserwacji.
Mutacja ¢.657 _661del znaleziona zostata u jednej ze 109 pacjentek z rodzinng agregacja zachorowan
na nowotwory piersi i/lub jajnika (0,9%) 1, pomimo iz czgstos¢ jej wystgpowania w grupie badanej
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byla ponad dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu z grupa kontrolna (1/2399; 0,41%), roznica nie
osiggneta istotnodci statystycznej (p=0,9). Wynik ten jest zgodny zinnymi doniesieniami
pochodzacymi z naszego osrodka (Kanka i in., 2007). Wspomnianym badaniom poddano obciazone
dziedziczng postacia nowotworu piersi 1/lub jajnika pacjentki pochodzace z wojewodztwa
pomorskiego. Roéznica w czestosci wystgpownia mutacji stowianskiej wsrdd pacjentek (0,8%)
w poréwnaniu z grupa kontrolng (0,52%) nie byta istotna statystycznie. Rowniez Goérski i wsp. (2005)
w pracy okreslajacej udzial poszczegolnych alleli predysponujacych do rozwoju nowotworu piersi
w Polsce nie wskazali na zwiazek tej mutacji w etiologii raka piersi. Wyniki niniejszej pracy
pozostajg rowniez w zgodzie takze z danymi uzyskanymi w badaniu pacjentek pochodzacych
z Niemiec i Rosji (Buslov i in., 2005; Carlomagno i in., 1999). Mutacja c.657_661del wykryta zostata
rowniez z niska czestoscig (1/487) w badaniu pacjentek nalezacych do grupy wysokiego ryzyka
rozwoju raka piersi pochodzacych z Czech. Czgsto$¢ nie roznita si¢ od wynikoéw grupy kontrolnej
(2/915) (Mateju i in., 2012).

Dane otrzymane w niniejszej pracy wskazuja na udzial mutacji stowianskiej w niewielkiej
cze$ci ogdlu zachorowan na raka piersi i/lub jajnika w Polsce pdinocnej. Rdéznica w czestoscei
wystepowania mutacji w grupie badanej i kontrolnej nie osiagneta statystycznej znamiennosci, nalezy
jednak zaznaczy¢, ze opisywana zmiana jest rzadka, a niska liczba pacjentek wzietych do badania
ogranicza mozliwo$ci analizy statystycznej. Istnieje wiele mozliwych przyczyn wystgpowania réznic
w uzyskiwanych wynikach dotyczacych udziatu mutacji ¢.657 661del w rozwoju raka piersi wsrod
jej nosicielek. Najwazniejsza przyczyna wynika zréznic populacyjnych, jednakze cze$é jest
konsekwencja odmiennych kryteriéw doboru pacjentéw, roznej charakterystyki guzow, jak rdwniez
moze wynika¢ z réznorodos$ci stosowanych metod analizy molekularnej. Dodatkowo, jedynie badania
prowadzone na duzych grupach umozliwiaja pelng ocen¢ zwiazku mutacji z ryzykiem rozwoju
nowotworu.

Za wyjatkiem ¢.657_661del jedyna, jak dotad, zmiang w genie NBS/, ktorej homozygotyczna
posta¢ bezposrednio prowadzi do powstania nowotworu, jest p.Ile171Val. Zmiana zostala po raz
pierwszy opisana przez zespot Varona i wsp. (2001) u czworga dzieci zostrg biataczka
limfoblastyczng 1 jest kojarzona zpodwyzszonym ryzykiem wystgpownia nowotwordw
hematologicznych i limfoidalnych (Mosor i in., 2006; Nowak i in., 2011; Shimada i in., 2004;
Ziotkowska 1 in., 2007). Sugerowano rowniez korelacj¢ pomigdzy obecno$cia tej mutacji,
a wystepowniem nowotwordw szyi, gtowy i krtani (Zidtkowska i in., 2007), jak réwniez jelita
grubego (Nowak i in., 2008). Pierwsze wyniki opisujace wystepujace wspotzaleznos¢ miedzy
wystepowniem tej mutacji a nowotworem piersi przedstawione zostaly w pracy Roznowskiego 1 wsp.
(2008). Autorzy zaobserwowali istotng statystycznie réznice w czestosci wystepowania tej zmiany
w grupie 270 obcigzonych rodzinnym rakiem piersi pacjentek a grupa kontrolng (p=0,02).
Zasugerowano, ze allel p.Ilel71Val moze by¢ znaczacym czynnikiem ryzyka rozwoju raka piersi
gtownie wsrod kobiet, ktorych krewne pierwszego stopnia chorowaty na ten nowotwor. Wyniki
niniejszej pracy nie potwierdzaja tej obserwacji, mutacje t¢ zidentyfikowano u jednej sposrod 109
pacjentek chorych na dziedzicznego raka piersi, a rdéznica w czestosci, w pordwnaniu z grupg
kontrolng, nie byta znamienna statystycznie (10/754; p=0,8). Wynik uzyskany w obecnej pracy jest
zgodny z doniesieniem zespotu Bogdanova i wsp. (2008b), ktérzy na podstawie badan pacjentek
i grup kontrolnych pochodzacych z Niemiec (10/1048 vs 7/1017) oraz Biatorusi (20/1636 vs 18/1014)
rowniez nie zaobserwowali znamiennie czgstszego wystepowania mutacj p.llel171Val. Réznic nie
zaobserwowano rowniez w innych pracach, w tym takze pochodzacych z Polski
(Desjardins 1 in., 2009; Kanka i in., 2007). Wysoka i do$§¢ zmienna czesto§¢ wykrywanych mutacji
p.lle171Val w roznych populacjach moze wskazywac¢ na jedynie polimorficzny charakter tej zmiany.
Co wigcej, niewiele wiadomo, jaki efekt na funkcje nibryny wywotuje heterozygotyczna forma tej
mutacji. Jak wczes$niej sugerowano, substytucja Ile > Val moze zaburza¢ funkcje biatka i prowadzi¢
do utraty stabilno$ci genomowej komorki (Shimada i in., 2004). Ostatnio przeprowadzone badania
funkcjonalne komorek z heterozygotyczna forma tej mutacji nie wykazaty jednak znaczacych roznic
w liczbie peknie¢ nici DNA indukowanych promieniowaniem jonizujacym w pordwnaiu
z komoérkami prawidlowymi. Autorzy nie potwierdzili wpltywu tej zmiany na funkcje nibryny,
podkreslaja jednak, ze jej potencjalny udziat w rozwoju nowotworu nie moze zosta¢ wykluczony
(Dzikiewicz-Krawcezyk 1 in., 2012). Zasugerowano, ze jeden z mozliwych mechanizméw rozwoju
nowotworéw na skutek dziatania pozornie neutralnych heterozygotycznych mutacji thumaczy teoria
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,warunkowej haploinsuficjencji dotyczaca genéw zaangazowanych w naprawe uszkodzen DNA
i kontroli cyklu komérkowego. Zgodnie ztym zalozeniem, w prawidlowej komdrce mutacje te
pozostaja asymptomatyczne, jednakze w warunkach wzmozonego zapotrzebowania na naprawe
uszkodzen, jakim jest wczesne stadium rozwoju nowotworu, mutacja moze ulec manifestacji.
Woéwezas ilo$¢ biatka kodowanego przez prawidtowy allel moze okaza¢ si¢ niewystarczajaca do
przeprowadzenia procesu naprawy i sygnalizowania uszkodzen. Interesujace jest zatozenie, ze gen
NBSI nie jest genem supresorowym, a jego udzial w rozwoju nowotwordéw wynika z ,,warunkowej
haploinsuficjencji* (Bartek i in., 2007; Demuth i Digweed, 2007).

Nowy wariant sekwencyjny p.Argl69His, wykryty u jednej pacjentki (1/100; 0,9%), polegat
na zamianie argininy na histydyn¢ w kodonie 169 genu NBSI/. Zmiana wydaje si¢ by¢ rzadka, gdyz
nie zostata zidentyfikowana w zadnej z 300 prébek kontrolnych stanowigcych populacyjne tlo
genetyczne. Réznica czgsto$ci wystepowania w poréwnaniu z grupg badang nie byla statystycznie
znamienna (p=0,5). Mutacja ta zlokalizowana jest w obrgbie silnie konserwatywnej domeny BRCT,
w bliskim sasiedztwie ze zwigzang z predyspozycja do nowotworu (biataczki limfoblastycznej)
mutacja p.Ile1 71 Val. Dodatkowo pozycja 169 w szeregu aminokwasow budujacych biatko NBS1 jest
silnie swoista dla argininy. Wedlug Cerosaletti i Concannon (2003) zmiany dotyczace wysoce
konserwatywnych aminokwasow budujacych domeng BRCT oraz FHA moga zaburza¢ molekularne
formowanie si¢ kompleksu MRN oraz blokowa¢ fosforylacje NBS1. Zgodnie z tym zalozeniem ta
nowa zmiana wydaje si¢ by¢ interesujacym obiektem do dalszych badan. Wyniki uzyskane z analizy
bioinformatycznej s3 rozbiezne. Zgodnie z programami oceniajagcymi potencjalny wpltyw tej
substytucji na strukture¢ i funkcje bialka, zaburzenie dziatanie nibryny jest mato prawdopodobne.
Obserwacje wspiera fakt, ze arginina i histydyna sa aminokwasami o zblizonej budowie, oba sa
polarne oraz nalezg do tej samej grupy aminokwasow zasadowych. Z kolei ocena wptywu zmiany na
proces usuwania introndw wykazata utrate sygnalu rozpoznawanego przez biatka SRp55 oraz
SF2/ASF wskazujac na mozliwe zaburzenie splicingu. Wobec braku mozliwo$ci uzyskania materiatu
od pacjentki analiza cDNA nie byta wykonana, a wptyw tej mutacji na ryzyko rozwoju raka piersi
i/lub jajnika nie moze zosta¢ wykluczony. Do pelnej oceny efektu biologicznego mutacji
p-Argl69His oraz okre$lenia jej potencjalnego znaczenia w procesie karcenogenezy niezbedne sa
badania funkcjonalne oraz analiza wigkszej grupy pacjentek. Wnioski dotyczace tej mutacji sa zgodne
z postawionymi w pracy finskiego zespotu, Heikkinen i wsp. (2003), dotyczacymi innej, sasiadujacej
z p.Argl69His zmiany. Autorzy opisali potencjalnie patogenny wariant, p.Leul50Phe,
zidentyfikowany rowniez w domenie BRCT. Zostal wykryty na podstawie badah pacjentek
z dziedzicznym nowotworem piersi (1/151; 0,7%). Wariantu nie zidentyfikowano w populacyjnej
grupie kontrolnej (n=1000). Autorzy sugeruja, ze pomimo iz wyniki nie osiagnely statystycznej
istotnosci, wariant moze by¢ zwigzany z pojawieniem si¢ nowotworu u pacjentki oraz u jej corki,
bedacej rowniez nosicielkg tej zmiany.

W obecnej pracy zidentyfikowano rdéwniez znane, czeste polimorfizmy genu NBSI,
a czesto$¢ ich wystepowania byta zblizona do zarejestrowanej w bazach SNP. Wariant sekwencyjny
p.Glul85GIn obserwowany byt zczgstoscia ok. 50% w kilku populacjach m.in. stowackiej
i hiszpanskiej (Thirumaran i in., 2006; Figueroa i in., 2007). Tylko dwa badania wskazaty na jego
zwigzek ze wzrostem ryzyka rozwoju nowotworow: raka piersi (w badaniu amerykanskim) oraz ptuc
(w pracy chinskiej) (Lan i in., 2005; Lu i in., 2006). Czesto$¢ wystgpowania kilku zidentyfikowanych
W niniejszej pracy zmian polimorficznych (p.Leu34Leu, p.Asp399Asp i p.Pro672Pro) byta badana
wsrdd pacjentow z rakiem piersi, jajnika oraz ptuc (Heikkinen i in., 2006; Lan i in., 2005). Jedyna, jak
dotad, zaobserwowang korelacjg jest wspotwystepownie zmiany p.Leu34Leu i homozygotycznej
postaci p.Glul85GIn (Lu i in., 2006).
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7.2. Zmiany w genie RAD50 sa obserwowane u pacjentéw z rakiem piersi i/lub jajnika

Gen RADS50, w porownaniu z NBSI, nie byt dotychczas tak szeroko badany. Wyniki badan
w najnowszych doniesieniach wskazuja, ze mutacje tego genu sa zwigzane z predyspozycja do
rozwoju nowotoroOw piersi i/lub jajnika. Najsilniejsze dowody, na ktérych oparto to zalozenie
pochodzg z wynikow badan Heikkinen i wsp. (2006), ktérzy po raz pierwszy opisali mutacje
c.687delT skracajaca obie izoformy biatka RADS50 o ok. 80%. Wspomniana mutacja wystgpila
u dwoch na 151 pacjentek z Finlandii pochodzacych z rodzin obcigzonych agregacja zachorowan na
nowotwory piersi i/lub jajnika. Zmiana nie zostata znaleziona w grupie sporadycznych rakéw piersi,
natomiast zostata wykryta z relatywnie wysoka czestoscia w populacyjnej grupie kontrolnej (6/1000;
0,6%) oraz wsréd zdrowych cztonkow badanych rodzin. Na podstawie tych obserwacji
zasugerowano, ze zmiana c.687delT jest wariantem o niskiej penetracji charakteryzujacym sie
niekompletng segregacja i moze by¢ zwigzany zryzykiem wystgpienia dziedzicznego raka piersi
i/lub jajnika (Heikkinen i in., 2003). Kolejne wyniki badan tego zespolu wykazaly, ze mutacja
predysponuje zardwno do nowotworu piersi o podtozu dziedzicznym, jak i o typie sporadycznym oraz
potwierdzily obserwacj¢ jej niepetnej penetracji. Zgodnie z teoria ,,modelu poligenowego* uwaza sig,
ze c.687delT jest allelem o niskiej penetracji, ktory wspdldziatajac z mutacjami w innych genach
moze prowadzi¢ do rozwoju raka piersi i/lub jajnika (Heikkinen i in., 2006). Mutacja jest zwigzana
z efektem zalozyciela wystepujacym w populacji finskiej, nie zostala zidentyfikowana w populacjach
norweskiej, szwedzkiej, islandzkiej, francuskiej oraz angielskiej. Uwaza si¢ wigc, Ze jej znaczenie
ogranicza si¢ do terenéw Finlandii (Heikkinen i in., 2006; Tommiska i in., 2006; Uhrhammer 1 in.,
2009).

W genie RAD50 zidentyfikowany zostal rowniez inny wariant prowadzacy do przedwczesnej
terminacji translacji. W badaniu Tommiska i wsp. (2006), u jednego pacjenta pochodzacego
z Wielkiej Brytanii, zidentyfikowano zmian¢ p.GIn350Ter skracajaca biatko o 962 aminokwasow.
Jednakze poprzez niska czesto§¢ wystgpowania tej mutacji zasugerowano, ze jej potencjalny wptyw
na og6lng liczbe¢ zachorowan na raka piersi i/lub jajnika jest niewielki.

W genie RADS50, oprdcz mutacji prowadzacych do skrocenia produktu biatkowego, opisano
kilka potencjalnie patogennych wariantdw typu missense: p.lle94Leu, p.Arg224His, p.GIn350Ter.
Wszystkie powyzsze zmiany wystepowaly zniskg czestoScig, przez co ich znaczenie
w kancerogenezie nie zostato oszacowane (Heikkinen i in., 2003; Heikkinen i in., 2006; Tommiska
iin., 2006).

Oceng spektrum mutacji w genie RAD50 w Polsce przeprowadzil niedawno osrodek
z Poznania (Mosor 1 in., 2010 ). Analizie molekularnej poddano 280 nieselekcjonowanych kobiet
z rakami piersi oraz 328 kobiet kontrolnych. W badaniu zidentyfikowano cztery zmiany eksonowe,
z ktérych jedna wskazana zostala przez programy komputerowe jako potencjalnie patogenna
(p-Argl93Trp). Wspomniana substytucja zachodzi w miejscu kodujacym segment wigzacy biatko
MREL11, ktory jest niezbedny do prawidlowego formowania si¢ kompleksu MRN po zaj$ciu DSBs
(Assenmacher i Hopfner, 2004). Zmiana zostala zidentyfikowana u jednego pacjenta i byta nieobecna
w grupie kontrolnej. Autorzy podkres$laja, ze pomino iz mutacja p.Argl93Trp prawdopodobnie
uszkadza funkcje RADSO0, poprzez rzadkie wystgpowanie, jej potencjalny udzial w ogdlnej liczbie
zachorowan na raka piersi i/lub jajnika jest ograniczony. Pozostate zidentyfikowane w tym badaniu
warianty (p.Vall27lle, p.Ala232Asp, p.Val315Leu) zostaly sklasyfikowane przez bioinformatyczne
programy predykcyjne jako tolerowane przez komorke. Na tej podstawie oraz przez wzglad na niska
czesto$¢ ich wystepowania uwaza si¢, ze sg neutralnymi polimorfizmami genu RADS50. Autorzy
powyzszej pracy nie zaobserwowali wystepowania w populacji polskiej pozostatych znanych mutacji
w genie RADS50: p.Ile94Leu, c.214-1G>A, p.Arg224His, p.GIn350Ter. Nie zidentyfikowano réwniez
mutacji ¢.687delT potwierdzajac brak udziatu tej zmiany w ogolnej liczbie zachorowan na nowotwor
piersi i/jajnika w Polsce.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sa zgodne z obserwacjami pracy Mosor i wsp. (2010).
W naszym badaniu pacjentek z dziedzicznym rakiem piersi i/lub jajnika pochodzacych z terenéw
potnocnej Polski rowniez nie zaobserwowano zadnej ze znanych mutacji, w tym tych, wykrytych w
badaniach tego zespotu, potwierdzajac tym samym, ze zmiany w genie RAD50 sg rzadkie, a ich rola
W rozwoju nowotwordéw piersi i/jajnika w Polsce jest marginalna. W obecnej pracy zidentyfikowano
natomiast nowa, potencjalnie patogenna mutacj¢ ¢.749C>T (p.Pro250Leu) w genie RADS50. Byla to
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jedyna nowa zmiana znaleziona w cze$ciach kodujacych genu RAD50. Wykryta mutacja polegala na
substytucji proliny przez leucyn¢ i zachodzita w obrgbie kodujacym jedno z ramion biatka. Prolina
i leucyna roznia si¢ pod wzgledem biochemicznym, oba sa niepolarne, lecz podczas gdy prolina jest
aminokwasem cyklicznym, leucyna posiada rozgateziony tancuch weglowy. Prolina dodatkowo
odroznia si¢ od leucyny oraz innych aminokwaséw brakiem pierwszorzedowej grupy aminowe;.
Analiza poziomu konserwatywno$ci aminokwaséw u kilku gatunkéw wskazata na silnie swoistg dla
proliny lokalizacje¢ w szeregu aminokwasdéw budujacych ramie¢ coiled-coil. Potencjalng patogenno$¢
tej substytucji potwierdzaja dodatkowo wyniki badan uzyskane przy uzyciu bioinformatycznych
narzedzi predykcyjnych, ktére wskazaty te substytucje, jako potencjalnie zaburzajaca polipeptydowa
strukturg 1 funkcje biatka RADS50. Nalezy nadmienié, ze zakladana potencjalna patogeno$¢ mutacji
p.Pro250Leu oparta zostala na wynikach analiz komputerowych, zatem do pelnego zrozumienia
wpltywu nowo wykrytej zmiany na biatko niezbedne begda badania funkcjonalne. Zmiana wydaje si¢
by¢ bardzo rzadka, wystapita tylko u jednej pacjentki i nie zostata zidentyfikowana w zadnej z 300
proéb kontrolnych (p=0,5), dlatego okreélenie jej udziatu w ogoélnej liczbie dziedzicznych rakow piersi
i/lub jajnika mozliwe jest jedynie poprzez przeprowadzenie badan na wickszej liczbie pacjentek
1 kontroli.

W niniejszej pracy zidentyfikowano takze wcze$niej nie opisywane dwa warianty intronowe.
Oba wystgpily w sekwencjach konsensus, ¢.756+5C>T w miejscu donorowym, c.1052-2A>C
w miejscu akceptorowym dla biatek bioracych udziat w procesie posttranskrypcyjnej obrobki mRNA.
Na postawie ich potencjalnie patogennego wptywu na ten proces, zostaty zakwalifikowane do badan
na poziomie cDNA. Pierwsza ze zmian, ¢.756+5C>T, polegata na substytucji cytozyny przez tyming
w pozycji +5 od konca eksonu. Pacjentka jest dodatkowo nosicielkg mutacji w genie BRCA2,
a nowotwor piersi wystapit u niej w mtodym wieku (35 r. z.). Uwaza sig¢, ze jedna z mozliwych zasad
dziatania alleli o niskiej penetracji jest wzmacnianie efektu wspolwystepujacej mutacji w genie
o wysokiej penetracji prowadzac do wczedniejszego wystagpienia choroby (Nathanson i in., 2002).
Z uwagi na powyzsze przestanki mutacj¢ zakwalifikowano do dalszych badan na poziomie cDNA
oraz przeprowadzono analiz¢ kosegregacyjng w rodzinie. Mutacja zostata zidentyfikowana u zdrowej
corki probantki nie bedacej nosicielka mutacji w BRCA2. Nie zidentyfikowano jej natomiast w Zzadnej
z 300 préb kontrolnych (p=0,5). Analiza poziomu konserwatywnos$ci zasad w sekwencji konsensus
wykazata, ze cytozyna w pozycji +5 charakteryzuje si¢ niska swoisto$cia. Przeprowadzone badania
cDNA potwierdzily to zatozenie i wykazaly brak wptywu tej zmiany na proces splicingu sugerujac jej
neutralny wplyw na biatko RADS50.

Druga nowa zmiana intronowa, c.1052-2A>C, wystapita u jednej pacjentki, nie
zidetyfikowano jej w grupie kontrolnej (p=0,5). Mutacja zachodzi w intronie siddmym i polega na
zamianie adeniny na cytozyn¢ w pozycji -2 od poczatku eksonu. Adenina w pozycji -2 jest silnie
konserwowanym nukleotydem, substytucje w tym miejscu powodujg zaburzenie procesu wycinania
intron6w na skutek zaburzenia miejsca rozpoznawalnego przez biatka biorace udzial w tym procesie.
Mutacje zachodzace w pozycjach -1, -2 od poczatku eksonu z reguty prowadza do wycigcia catego
eksonu lub pozostawienia intronéw i przepisania ich sekwencji na biatko. Heikkinen 1 wsp. (2006)
opisali przypadek mutacji splicingowej ¢.214-1G>A w genie RAD50, ktorej konsekwencja jest
zmiana ramki odczytu. Wynik analizy cDNA uzyskany dla zmiany c.1052-2A>C ré6znit si¢ od
oczekiwanego, nie wykazal bowiem zmian w analizowanej sekwencji. Wynik moze $wiadczy¢
o braku wptywu tej mutacji na splicing, jednakze istnieje mozliwo$¢, ze zmiana prowadzi do zaburzen
splicingu w innym rejonie mRNA lub tracony jest caly transkrypt, co thumaczytoby poprawny wynik
sekwencjonowania. Wobec ograniczen niniejszej pracy wynikajacych z braku mozliwos$ci uzyskania
dodatkowego materiatu do badan nie przeprowadzono dalszych analiz.

Kolejna zmiana zidentyfikowana w genie RAD50, p.Arg365GlIn, zostata wykryta u pacjentki
bedacej nosicielka innej, rzadkiej mutacji w genie MREII (opis w dalszej czeSci dyskusji). Jest
odnotowana w bazach danych jako rzadki wariant genu RAD50 o neutralnym wptywie na funkcje
biatka. Efekt biologiczny wynikajacy ze wspolwystgpowania tych dwoch zmian pozostaje
niewyjasniony.

Zmiany w genie RAD50 wydaja si¢ by¢ rzadkie a wigkszo§¢ z nich identyfikowana byta
w pojedynczych badaniach. Uwaza sie, Ze nie odgrywaja znaczacej roli w ogolnej liczbie zachorowan
na raka piersi i/jajnika w populacji polskiej (Mosor i in., 2006). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy
potwierdzaja te obserwacje. Wszystkie potencjalnie patogenne warianty wystapity u pojedynczych
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pacjentek stanowiac mniej niz 1% grupy badanej, a wigkszo$¢ z tych zmian nie zostala réwniez
wykryta w grupie kontrolnej, co utrudnia osiggnigcie statystycznie znamiennych réznic w czestosci
ich wystgpownia. Jak dotad istotng statystycznie roznice (p=0,008) zaobserwowano jedynie
w badaniu finskim i1 dotyczyla ona czesto$ci wystgpowania mutacji ¢.687delT w grupie 317
nieselekcjonowanych rakow piersi i w populacyjnej grupie kontrolnej (6/1000). Uwaza sig, ze rzadkie
mutacje typu nonsense w genie RADS50, takie jak c.687delT i p.GIn350Ter nawet czterokrotnie
zwigkszaja ryzyko wystapienia raka piersi. Dostgpne dane nie wskazuja jednak na podobnag
predyspozycje wynikajaca z nosicielstwa mutacji missense. Nalezy podkresli¢, ze mozliwg przyczyna
braku takich doniesien jest fakt, ze wiele wykrytych mutacji zmiany sensu nie zostato poddanych
dalszym badaniom okreslajacym ich biologiczne znaczenie. Sa to mutacje, ktore wystapily
u pojedynczych pacjentow, zostaty wskazane przez programy predykcyjne za neutralne dla biatka lub
nie byty badane w grupach kontrolnych (Heikkinen i in., 2003; Mosor i in., 2010; Tommiska 1 in.,
2006).
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7.3. Udzial mutacji genu MRE11 w dziedzicznej predyspozycji do rozwoju raka piersi i/lub
jajnika

Wyniki wskazujace na istnienie w genach NBSI i RADS50 alleli zwigkszajacych ryzyko
zachorowania na raka piersi i/lub jajnika skierowaly uwage badaczy w kierunku poszukiwan
patogennych mutacji w trzecim genie kodujacym kompleks MRN, MRE[I (Gorski 1 in., 2003;
Heikkinen i in., 2006; Tommiska i in., 2006). Wyniki pierwszych doniesien §wiadczyty o istnieniu
mutacji genu MREII w guzach pierwotnych. W badaniu 159 tkanek m.in. guzéw piersi i guzow
limfatycznych, zidentyfikowano trzy somatyczne mutacje zlokalizowane w miejscach kodujacych
silnie konserwowane domeny (p.Ser104Cys; p.Arg503His; p.Arg572Gln) oraz, w przypadku jednego
guza piersi, nieprawidtowy transkrypt prowadzacy do skrécenia biatka MRE11 (Fukuda i in., 2001).
W innej pracy opisano wariant germinalny p.Arg305Trp zidentyfikowany u jednej pacjentki z rakiem
jajnika. Mutacja byta zlokalizowana w koficowe] czg¢$ci wysoce konserwatywnej domeny biatka
MREI1I i polegata na zamianie odmiennych biochemicznie aminokwasdéw. Dodatkowo nie zostala
znaleziona w grupie sporadycznych rakow piersi oraz w probkach kontrolnych stanowiacych tto
populacyjne (n=1000). Autorzy zasugerowali, ze mutacja moze zwicksza¢ predyspozycj¢ do
nowotworu (Heikkinen i in., 2003). W sasiedztwie ze wspomniang zmiang zlokalizowany jest inny,
rzadki wariant, p.His302Tyr, ktory zostal opisany u jednej pacjentki z rakiem piersi o podlozu
dziedzicznym (Sjoblom i in., 2006). Do waznych odkry¢ doprowadzily badania zespotu Bartkova
i wsp. (2008). Analiza DNA wyizolowanego z krwi pochodzacej od o$miu pacjentow, u ktorych
w guzach zaobserwowano zmniejszenie ekspresji biatek kompleksu MRN, wykazata obecno$¢ dwaoch
potencjalnie patogennych, germinalnych mutacji w genie MRE!I. Pierwsza ze zmian, p.Arg202Gly,
wystagpila u jednej pacjentki i w jednej z 363 anonimowych probek kontrolnych. Autorzy
zasugerowali, ze moze by¢ jedynie rzadkim polimorfizmem genu MREII, jednak zgodnie
z przewidywaniami programu SIFT i1 PolyPhen2 istnieje mozliwos$¢, ze zmiana zaburza strukture
i funkcje biatka. Druga zmiana to heterozygotyczna mutacja skracajaca produkt biatkowy,
p.-Arg633Ter. Patogenno$¢ tej zmiany potwierdza dodatkowo fakt, ze w formie homozygotycznej
prowadzi do zespotu ATDL (Bartkova i in., 2008; Stewart i in., 1999).

Wigkszo$¢ wczedniej opisanych, potencjalnie patogennych zmian w genie MREI]
obserwowano tylko w pojedynczych badaniach. W niniejszej pracy nie potwierdzono ich
wystepowania - wszystkie wykryte w obecnym badaniu warianty sekwencyjne byly znane
i odnotowane w bazach SNP i/lub w literaturze (Bartkova i in., 2008; Fostira i in., 2007; Offer i in.,
2010). Czesto$¢ wystgpowania zmian intronowych byla zblizona do cz¢stosci odnotowanej w bazach
danych, na tej podstawie sklasyfikowano je jako neutralne polimorfizmy genu MREI1.

U dwdéch pacjentek w niniejszej pracy wykryto zmiane missense, p.Ala492Asp, polegajaca na
substytucji silnie swoistego aminokwasu w poblizu konserwatywnej domeny biatka MRE11. Zmiany
nie zidentyfikowano w zadnej z 300 probek kontrolnych a réznica nie byla istotna statystycznie.
W bazach danych i literaturze zmiana p.Ala492Asp okre$lana jest jako rzadki wariant o nieznanym
wplywie na patogenez¢ raka piersi i/lub jajnika. Jak dotad opisany zostal jedynie w badaniu
pacjentéw z zespotem niedoboru odpornosci, w ktérym zakwalifikowana zostala jako polimorfizm
genu MREII (Offer i in., 2010). Wynik programu PolyPhen2 wskazuje, ze wariant p.Ala492Asp
moze zaburza¢ funkcj¢ biatka MREI1. Zatozenie to nie zostato jednak potwierdzone przy uzyciu
innych algorytméw (ALAMUT, SIFT). Jedna z pacjentek, u ktéorych wykryto t¢ zmiane, byta
dodatkowo nosicielka mutacji w genie RAD50, p.Arg365GIn. Efekt biologiczny wynikajacy ze
wspotwystepowania tych dwoch zmian pozostaje niewyjasniony.

Wyniki niniejszej pracy wskazuja, ze mutacje w genie MRE/] sa rzadkie i nie stanowia
istotnej czesci podloza dziedzicznego raka piersi i/lub jajnika w Polsce. Jak dotad jedynie w badaniu
Bartkova i wsp. (2008) zasugerowano, ze mutacje w tym genie moga by¢ allelami niskiej penetracji.
W niniejszej pracy jedyna potencjalnie patogenng zmiang byl nowy wariant p.Ala492Asp, jednak do
pelnej oceny jego biologicznego znaczenia niezbedne sg dalsze badania.
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7.4. Podsumowanie

(Easton, 1999; Maxwell i Nathanson, 2013). Obserwacje biatek zaangazowanych w proces naprawy
DNA wskazujg, ze analiza molekularna kodujacych je gendéw jest odpowiednim kierunkiem
poszukiwan nowych alleli zwigkszajacych ryzyko zachorowania na te nowotwory. W niniejszej
pracy, podjeto probe oceny spektrum i czg¢sto$ci wystepowania zmian sekwencyjnych w genach
NBSI, RAD50 i MREII kodujacych biatka kompleksu MRN, ktory wraz z BRCA1/2 uczestniczy
w naprawie uszkodzen DNA. Grupe badang stanowilo 109 pacjentek z pdlnocnej Polski
pochodzacych z rodzin obciazonych silng agregacja zachorowan na raki piersi i/lub jajnika.

Nosicielstwo mutacji w genie NBS/ jest wigzane z rozwojem wielu typow nowotworow,
jednak udziat mutacji stowianskiej, ¢.657 661del, w tym genie w etiologii raka piersi i/lub jajnika
w Polsce pozostaje niewyjasniony. W niniejszej pracy zmiana ta zostata zidentyfikowana u jednej
pacjentki. Wynik ten jest zgodny z doniesieniami innych polskich zespotow i wskazuje na brak
wyraznego wplywu tej mutacji na wzrost ryzyka rozwoju nowotworu piersi i/lub jajnika
w populacji polskiej. Nie mniej jednak przez wzglad na rozbiezne doniesienia dotyczace roli mutacji
stowianskiej w etiologii tych nowotwordéw niezbedne beda badania prowadzone na duzych grupach
pacjentek. U jednej pacjentki zidentyfikowano znana patogenna mutacj¢ w genie NBS/ - p.lle171Val
- nie zaobserwowano jednak istotnie statystycznej rdznicy w czgstoSci jej wystepowania
w poréwnaniu z grupa kontrolna. Wynik ten wskazuje na mozliwie polimorficzny charakter tej
zmiany. W niniejszej pracy wykryto nowa potenjalnie patogenna zmiang w genie NBS/, p.Argl 69His,
zlokalizowana w obrebie domeny BRCT. Wptyw tej mutacji na funkcje biatka oraz proces splicingu
wymaga przeprowadzenia dalszych badan.

Wyniki analizy genu RAD50 sa zgodne z danymi uzyskanymi w réwnolegle prowadzonych
badaniach w poznanskiem os$rodku i wskazuja na marginalny udzial mutacji w tym genie
w patogenezie raka piersi i/lub jajnika. W niniejszej pracy zidentyfikowano dwie nowe zmiany
w genie RADS50, ktoére zgodnie z analizami programéw bioinformatycznych sa potencjalnie
patogenne. Pierwsza z nich, p. Pro250Leu, zidentyfikowana zostata u jednej pacjentki, nie zostala
wykryta w grupie kontrolnej. Poréwnanie cz¢stosci wystepowania tej zmiany nie wskazalo na istotnie
statystyczng roznice¢, nie mniej jednak jej udzial w rozwoju raka piersi i/lub jajnika nie moze
zosta¢ wykluczony. Druga zmiana, ¢.1052-2A>C, wystapita w sekwencji konsensus, co sugeruje jej
wplyw na proces splicingu. Pomimo iz badania przeprowadzone na poziomie cDNA nie potwierdzity
tych zalozen, zmiana wydaje si¢ by¢ interesujacym celem dalszych badan.

Zidentyfikowano rzadki wariant genu MREII - p.Ala492Asp - u pacjentki bedacej
jednoczesnie nosicielka zmiany p.Arg365GIn w genie RAD50. Wyniki analiz bioinformatycznych sa
rozbiezne, a efekt biologiczny powodowany przez skumulowanie dziatan tych dwoch zmian pozostaje
do wyjasnienia.

Dotychczasowe opublikowane wyniki wskazuja, ze patogenne mutacje w genach MREI],
RADS50 1 NBS1 wydaja si¢ by¢ rzadkie. W niniejszym badaniu wszystkie potencjalnie uszkadzajace
biatko warianty sekwencyjne obserwowane byly w mniej niz w 1% badanej grupy kobiet. Badana
grupa pacjentek byla stosunkowo niewielka, stad tez istnieje mozliwo$¢é, ze potencjanie patogenne
mutacje w genach kompleksu MRN istnieja w populacji polskiej. Wydaje si¢ jednak mato
prawdopodobne, aby zmiany w tych genach stanowily istotne znaczenie w ogodlnej liczbie
zachorowan na nowotwory piersi i/lub jajnika w Polsce.

Wyniki niniejszej pracy sa zgodne z hipoteza dotyczaca wielogenowego podtoza
dziedzicznego raka piersi i/lub jajnika, ktora zaktada, ze cze¢§¢ zachorowan na te nowotwory wynika
ze skumulowanego dziatania réznych alleli gendéw o niskiej lub umiarkowanej penetracji. Efekt
dziatania tych genéw moze by¢ dodatkowo modyfikowana przez czynniki $rodowiskowe lub
polimorfizmy innych genéw. Uwaza sig, ze istotny udziat w rozwoju tych nowotworéw moze mie¢
skumulowane dziatanie tych czestych wariantéw polimorficznych.

Celem przysztych badan bedzie zarowno identyfikacja nowych genetycznych czynnikow
ryzyka, jak réwniez petne scharakteryzowanie juz poznanych. W tym celu niezb¢dne bgdg badania
prowadzone na ré6znych populacjach i w duzych grupach badanych i kontrolnych. Przy uzyciu metody
sekwencjonowania nowej generacji (ang. Next — Generation Sequencing, NGS) mozliwe staje si¢
stworzenie panelu genow, ktérych mutacje predysponuja do rozwoju nowotwordw piersi i/lub jajnika.
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8. WNIOSKI

Potwierdzono obecno$¢ patogennych mutacji ¢.657 661del oraz p.lle171Val w genie NBS!
wsrdd pacjentek pochodzacych z rodzin obcigzonych agregacja zachorowan na nowotwory
piersi i/lub jajnika. Rdznica czesto$ci wystepowania tych mutacji w poroéwnaniu z grupa
kontrolng nie osiggneta jednak istotnos$ci statystyczne;.

Zaobserwowanie nowych potencjalnie patogennych zmian: p.Ala492Asp w genie MREI],
p.Pro250Leu 1 ¢.1052-2A>C w genie RAD50 oraz p.Argl69His w NBSI wskazuje na
konieczno$¢ przeprowadzenia dalszych badan w celu pelnego okreslenia ich patogennego
charakteru.

Uzyskane wyniki badah genow MREII, RAD50 i NBSI pozostaja w zgodzie z innymi
doniesieniami i wskazuja, ze patogenne mutacje w tych genach sa rzadkie i stanowig niski
odsetek ogo6lnej liczby zachorowan na dziedziczne nowotwory piersi i/lub jajnika
w Polsce.
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Dziekuje

Panu Profesorowni Januszowi Limonowi za opieke promotorska w czasie
prowadzenia pracy badawczej i pisania rozprawy doktorskiej.

Wspotpracownikom z Katedry i Zaktadu Biologii i Genetyki za zyczliwa
pomoc i wsparcie.

Mojej Mamie i Mezowi Krzysztofowi za mitos¢ i rados¢ w moim zyciu.
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