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SaZetak. Rak dojke je jedan od naj¢e$¢ih tumora u Zena, koji u sebi nosi i zna¢ajnu komponentu obiteljske sklonosti bole-
sti u kojoj geni BRCA1 i BRCA2 imaju veliku ulogu. Zene s mutacijom u genu BRCAL1 ili BRCA2 imaju vjerojatnost
45-85% za nastanak raka dojke i 11-62% vjerojatnost za nastanak raka jajnika do 70. godine Zivota. Tumori koji se razviju
kod nositelja mutacija imaju nefunkcionalne gene BRCA1 ili BRCA2 koji u normalnim stanicama sudjeluju u procesima
popravka oste¢enja DNA. Takvi tumori pokazuju izuzetnu osjetljivost na agense koji uzrokuju oste¢enje DNA i na inhibi-
tore PARP (inhibitori enzima poli(adenozin difosfat riboza) polimeraze 1). Te se spoznaje ve¢ primjenjuju u novim ciljanim
terapijama kod nositelja mutacija. UspjeSan postupak izljecenja najbolje ¢e se posti¢i suradnjom patologa, onkologa i
genetickog laboratorija koji obavlja testiranje na mutacije u genima BRCA1 i BRCA2.

Descriptors: Breast neoplasms — genetics, pathology, drug therapy; Genes, BRCA1; Genes, BRCA2; Mutation — genetics;
Antineoplastic agents — pharmacology

Summary. Breast cancer is one of the most frequent tumors in women, and BRCA1 and BRCA2 genes play a major role
in the hereditary susceptibility for this disease. Until the age of 70 women carrying a mutation in BRCA1 or BRCA2 gene
have a 45-85% probability of developing breast cancer, and 11-62% probability of developing ovarian cancer. Mutation
carrier’s tumors contain nonfunctional BRCA1 or BRCA2 genes, which in healthy cells are involved in DNA repair. These
tumors show an increased sensitivity to DNA damaging chemical agents and to PARP (poly(adenosine diphosphate-ribose)
polymerasel) inhibitors. New targeted therapies already in use are directed toward tumors of mutation carriers. Successful
treatment is most likely to be achieved through cooperation of a pathologist, oncologist and a genetic laboratory performing

BRCA genes mutation screening.

Molekularna osnova nasljednog raka dojke
vezana uz gene BRCA1 i BRCA2

Rak dojke je najées¢i tumor u Zena zapadnog svijeta s
incidencijom stalnog rasta. Kao i kod drugih tumora, velik
dio rizika povezan je s ¢imbenicima okolisa, medutim, zna-
¢ajan dio odnosi se i na gensku komponentu s 10% (5-20%)
slu¢ajeva obiteljske sklonosti bolesti. [zmedu svih slu¢ajeva
nasljednog raka dojke 20-30% povezuje se s genima viso-
kog rizika — BRCA1 (BReast CAncer 1) i BRCA2 (BReast
CAncer 2).!

Dok nisu mutirani, geni BRCA1 i BRCA2 vazni su za
zivot zdrave stanice jer sudjeluju u kontroli stani¢nog rasta i
mehanizmima popravaka oSte¢enja. Medutim, moze se do-
goditi da osoba naslijedi mutaciju jednog ili obaju BRCA-
-gena, bilo od oca, bilo od majke, ¢ime se naruSava normal-
na funkcija gena. Osoba koja je naslijedila mutaciju ima
povecan rizik od raka dojke i jajnika i velika je vjerojatnost
da ¢e tu mutaciju prenijeti na svoje potomstvo. Mnogobroj-
na istrazivanja pokazala su da Zene s mutacijom u BRCAI
ili BRCA2-genu imaju vjerojatnost od 45 do 85% za nasta-
nak raka dojke i 11-62% za nastanak raka jajnika do 70.
godine Zivota (tablica 1).

Rana pojava bolesti, u odnosu na opéu populaciju, jedna
je od glavnih karakteristika prisutnih kod tumora povezanih
s ovim visokopenetrantnim genima. U mnogim populacija-
ma mutacije u BRCA1 i BRCA2 su rijetke; prosje¢no 1/400
za oba gena, ali u nekim populacijama, kao Sto su ASkenazi
Zidovi, mutacije se pojavljuju u oko 2,5% populacije. Oba
gena djeluju kao tumor supresori; alel divljeg tipa najcesce
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se izgubi u tumorima kod heterozigotnih nositelja muta-
cija.

BRCAL1 djeluje kao centralni protein u odrzavanju ge-
nomske stabilnosti, popravku deoksiribonukleinske kiseline
(engl. DNA), kontroli stani¢nog ciklusa, modeliranju kroma-
tina, regulaciji transkripcije i ubikvitinacije proteina. Kao
odgovor na oSte¢enje DNA, sudjeluje u popravku DNA uk-
lju¢ivanjem u homolognu rekombinaciju.’** U kompleksnim
reakcijama s grupom proteina pod nazivom BASC (od
BASC — BRCA1-associated genome surveillance complex)
sudjeluje u popravku DNA, ukljucujuéi i putove popravka
pogre$nog sparivanja baza (engl. mismatch repair path-
way).

Protein BRCA2 ukljuen je u popravak jednolancanih i
dvolanéanih lomova DNA te sudjeluje u citokinezi.* U ho-
molognim rekombinacijama BRCA2 ima primarnu ulogu
u popravku osteéenja induciranih proteinom Rad51.° Na-
dalje, i alternativni mehanizmi popravka dvolan¢anih lomo-
va skloni su pogreskama u stanicama s nefunkcionalnim
genom BRCA2, pa rezultiraju genomskom nestabilno$¢u
stanica te promjenama koje pridonose promijenjenim svoj-
stvima stanice.

* Zavod za molekularnu medicinu, Laboratorij za nasljedni rak, Insti-
tut Ruder Boskovié, Zagreb (dr. sc. Sonja Levanat, dr. med.), Ruder-Me-
dikol dijagnostika, Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb (Mirela Levaci¢
Cvok, dipl. prof. biologije)
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Tablica 1. Rizik od razvoja raka dojke i jajnika do 70. godine u Zena u
opcoj populaciji u odnosu na Zene s naslijedenim BRCAI ili BRCA2-
-mutacijama (iz razlicitih studija)

Table 1. Risk of development of breast and ovarian cancer in general
population compared to women with inherited BRCA1 or BRCA muta-
tions (different studies)

Opca Nositelji Nositelji
Tumor populacija BRCA1-mutacija BRCA2-mutacija
General BRCA1 mutation BRCA 2 mutation
population carriers carriers
Dojka 10-14% 65-85% 45-85%
Breast
Jajnik 1-2% 37-62% 11-23%
Ovary

Iako su mutacije u BRCA1 i BRCA2 rijetke u sporadic-
nim sluc¢ajevima, postoje dokazi da putovi kojima oni dje-
luju mogu biti inaktivirani brojnim mehanizmima u velikom
broju sporadi¢nih tumora.” Potencijalni mehanizmi uklju-
¢uju metilaciju promotora BRCA1 i amplifikaciju gena
EMSY, ¢iji je protein u interakciji s BRCA2.#

Otkrivanje mutacija u BRCA-genima u zena koje imaju
povecan rizik od raka dojke/jajnika ili su ve¢ imale rak dio
je rutinske klinicke genetike raka u svijetu, medutim kod
nas to, nazalost, jo$ nije dio prakse. Zelja nam je da se testi-
ranje na naslijedenu sklonost raku dojke ili jajnika, temelje-
nu na naslijedenim mutacijama u genima BRCA11BRCA2,
kao vaznog ¢imbenika kod odredivanja rizika od raka dojke/
jajnika, provodi i kod nas kao dio preventive. Geneti¢ko te-
stiranje treba provoditi za osobe visokog rizika (Ceste po-
javnosti raka dojke/jajnika, rana pojavnost raka jajnika,
obostrani rak dojke/jajnika, rana zivotna dob, Cesti recidivi)
koji se odabiru u konzultaciji s lijecnikom onkologom ili
genetickim savjetnikom.

Samo testiranje je kompleksno i dugotrajno zbog veli¢ine
obaju gena i nepostojanja tzv. vru¢ih mjesta (engl. hot spots)
odnosno podrudja u kodirajucoj regiji gena u kojoj su muta-
cije najéesce. Postupak testiranja radi se iz pune krvi, iz
koje se izdvoji DNA, koja se zatim rabi u lan¢anim reakcija-
ma polimerazom, i to svih pojedinih odsjec¢aka svakog od
tih gena (barem stotina reakcija) te se njihovom daljnjom
slozenom analizom dobiva slijed koji moze upozoriti na
promjene. Te se promjene klasificiraju na normalne varijan-
te (polimorfizmi) ili promjene koje mogu uputiti na povecan
rizik od raka dojke ili jajnika (mutacije).

Mutacije se nasljeduju autosomalno dominantno, S$to
znaci da je vjerojatnost da dijete naslijedi mutaciju od majke
ili oca nositelja mutacije 50%, neovisno o spolu djeteta.

Tumori dojke u osoba s mutacijama
u genima BRCA1 i BRCA2

Podaci dobiveni geneti¢kim testiranjem se osim kao pre-
ventivna analiza danas u svijetu rabe i u planiranju terapije.

Prikazat ¢emo kako prisutnost mutacija u genima BRCA1
i BRCA2 utjece na onkolosku praksu, posebice odabir ke-
moterapeutika. Veéina onkologa ne rabi mutacijski status u
terapiji, iako postoje dokazi da takve informacije mogu biti
jako korisne, osobito ako je teska odluka da 1i dati pacijentu
kemoterapiju ili ne (ovisno o veli¢ini tumora i nodalnom
statusu).’

Tumori dojke koji se pojavljuju u nositelja mutacija gena
BRCAI1 (u daljnjem tekstu se nazivaju BRCA1-tumori)
imaju specifican profil genske ekspresije koji se moze raz-
likovati od tumora povezanih s BRCA2 (u daljnjem tekstu
se nazivaju BRCA2-tumori) i nenasljednih tumora dojke.!*!!

ostecenje DNA / DNA damage

- stanica s nefunkcionalnim
genima BRCA1 i BRCA2

— stanica s funkcionalnim
genima BRCA1 i BRCA2
/ cell with functional BRCA1 / cell with nonfunctional
and BRCA2 genes BRCA1 and BRCA2 genes
— popravak homolognom rekombinacijom
/ repair by homologue recombination l

RAD51
—nema popravka homolognom
rekombinacijom
/ no repair by homologue
recombination
— alternativni popravak sklon
greSkama

l_ . BRCA1
/ alternative error-prone repair
l BRCA2 l

— nestabilnost genoma
/ genome instability

- stani¢na smrt ili promijenjene
stanice
/ cell death or altered cells

— stabilnost genoma
/ genome stability

- prezivljavanje stanice
/ cell survival

Slika 1. Ponasanje stanica s funkcionalnim i nefunkcionalnim genima
BRCAI i BRCA?2 zbog ostecenja DNA

Figure 1. Behavior of cells with functional and nonfunctional BRCAI
and BRCA?2 genes due to DNA damage

Razli¢iti profili genske ekspresije u tumorima dojke ¢ine te
tumore posebno osjetljivima na jednu vrstu kemoterapeu-
tika, dok na drugu vrstu mogu biti rezistentni. Razlika
izmedu nasljednih i sporadi¢nih tumora je u tome $to po-
stojeca naslijedena mutacija moze pogodovati specificnom
poc¢etnom molekularnom efektu (primjerice oslabljen po-
pravak dvostrukih lomova DNA) ili patoloskom putu (¢es¢a
ekspresija keratina bazalnih, a ne luminalnih tumora) koji je
manje prisutan u sporadi¢nim tumorima.

Imunohistokemijske karakteristike
BRCAL1 i 2-tumora dojke

Postoje klju¢ne razlike izmedu BRCA 1-tumora, BRCA2-
-tumora te sporadi¢nih (nenasljednih).

BRCA 1-tumori naj¢esce su visokog gradusa,'? negativnih
limfnih ¢vorova," ne eksprimiraju ER (estrogen receptor),
HER2 (human epidermal growth factor receptor 2),'* PR
(progesteron receptor) i p27," ali eksprimiraju p53,'¢ ciklin
E"1i citokeratine CK 5/6, CK14 i CK17.'%1° Za BRCA1-tu-
more kaze se da imaju trostruko negativni fenotip (engl.
»triple negative«) jer su negativni na ER, PR i HER2 i jo§
ih nazivaju tumorima nalik bazalnima (engl. basal-like).?
Amplifikacija MY C-proteina ¢e$éa je u BRCA1-tumorima
nego u sporadiénim tumorima dojke.

Imunohistokemijske analize pokazale su da je tesko
razlikovati BRCA2-tumore dojke od sporadi¢nih, gledajuci
ER, PR, p53 ili HER2.?' Analiza povezanosti izmedu
veli¢ine tumora i broja pozitivnih aksilarnih limfnih ¢voro-
nasljednima nego BRCAIl-tumorima. Ciklin D1 jace je
izrazen u BRCA2-tumorima i sporadi¢nim nego u BRCA1-
tumorima, §to moze biti dobar marker u situacijama kada je
bitno koji gen je ukljuCen u stvaranje tumora.'" Vecina
BRCA2-tumora je tzv. luminalnog podtipa i imaju bolju
prognozu od bazalnih (ER+, PR+/-, Her2+/-).
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Unato¢ izvrsnomu pocetnom odgovoru na kemoterapiju,
recidivi bazalnih tumora pojavljuju se ranije nego u ostalim
tipovima tumora dojke. Iako bazalni tumori dojke imaju do-
bar odgovor na adjuvantnu kemoterapiju, taj je odgovor lo§
nakon pojave prvih recidiva, §to moze djelomi¢no objasniti
slabu cjelokupnu prognozu.

Patologija tumora dojke - BRCA1 i BRCA2

Na temelju jednostavnih patoloskih obiljezja ustanovlje-
no je da tumori dojke koji se javljaju u nositelja BRCA-mu-
tacija imaju razli¢it fenotip tumora. BRCA 1-tumori najéesce
imaju visoki histoloski gradus s posebno visokim prosje¢nim
mitotskim indeksom, sincicijskim rastom, rubovi tumora su
gurajuceg tipa (engl. pushing margins), konfluentnom ne-
krozom i visokim stupnjem aneuploidije.”> Medularni ili
atipi¢ni medularni karcinom vrlo je ¢esta pojava u BRCA1-
-tumora te slabo diferencirani infiltriraju¢i duktalni karci-
nom.

BRCA2-tumori najées¢e imaju visok histoloski gradus,
malen postotak formiranja tubula, Sirok raspon opsega tu-
mora, rubovi tumora su gurajuéeg tipa s malim mitotskim
indeksom. BRCA2-tumori pojavljuju se u nesto kasnijoj
dobi od BRCA1-tumora (prosje¢na dob za BRCA2 je oko
48 godina, a za BRCA1 43 godine) i morfoloski su sli¢niji
sporadi¢nima. Lakhani i sur. 1998. objavili su podjelu na
temelju koje se moze predvidjeti BRCA2-mutacijski status,
i to prema formiranju tubula, mitotskom indeksu i rubovima
konstantno gurajuceg tipa.”® Potvrdili su da se formiranje
tubula znacajno razlikuje kod sporadi¢nih tumora.?? Bane i
sur. objavili su da se u nositelja BRCA2-mutacija zna¢ajno
viSe razvijaju estrogen-pozitivni tumori visokoga gradusa

od kontrola i da su tumori in situ kod njih puno ¢e$c¢i.**

Nove terapije za pacijente
s nasljednim rakom dojke/jajnika

Neke od funkcija proteina BRCA1 i BRCA2, kao §to je
uloga u popravku DNA ili apoptozi mogu biti direktno
ukljuceni u odgovor na citotoksi¢ne agense. Ljudske i misje
stanice koje nemaju BRCA1 ili BRCA2 pokazuju poveéanu
osjetljivost na agense koji uzrokuju dvostruke lomove
DNAZ?- (tablica 2). Pretklini¢ki modeli pokazali su da sta-
nice raka s inaktiviranim genima BRCA1 ili BRCA2 po-
kazuju izuzetnu osjetljivost na agense koji uzrokuju krizno
vezanje DNA, kao $to su karboplatina, cisplatina i mitomi-
cin C, ¢ime sprjecavaju diobu. Ovi spojevi uzrokuju oS-
tecenja genoma koja vode zaustavljanju replikacijskih raslja
DNA, §to zahtjeva popravak DNA putem homologne rekom-
binacije i ponovni pocetak. Bez funkcionalnih gena BRCA1
i BRCA2 u stanicama tretiranim alkiliraju¢im agensima na-
laze se prekobrojni genomski rearanzmani zbog kojih stani-
ce umiru zbog zaustavljene mitoze.?’ Cass i sur. uocili su
visoku razinu odgovora tumorskih stanica na prvu liniju ke-
moterapije platinom u nositeljica BRCA-mutacija zidov-
skog podrijetla s rakom jajnika, u usporedbi s pacijenticama
s rakom jajnika koje nemaju nasljednu sklonost.?® Takoder
je otkrivena znacajna korelacija u pokusima in vitro i in vivo
izmedu tumora tih dviju skupina na platinu i paklitaksel.?®
Uloga taksana kod nositelja BRCA1 i BRCA2 manje je
jasna.

Taksani se veZu na B-tubulin, stabiliziraju mikrotubule te
blokiraju njihovu depolimerizaciju vode¢i prema zaustav-
ljanju mitoze, $to rezultira apoptozom. BRCA1-tumori, za
koje se smatra da imaju oStecenje diobenog vretena, slabo
odgovaraju na taksane, medutim taj se mehanizam rezisten-
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Tablica 2. Potencijalni tretmani za BRCAI i BRCA2-tumore
Table 2. Potential treatment for BRCA1 and BRCA2 tumors

Lijekovi koji
uzrokuju o$teéenja

Mjesto djelovanja Mehanizam djelovanja

BNA . Site of action Mechanism of action

rugs causing

DNA damage

Topotekan inhibitor topoizomeraze I Sprjecava replikaciju

Topotecan topoisomerase I inhibitor jednolan¢ane DNA
Prevents single chain
DNA replication

Irinotekan inhibitor topoizomeraze 1 Sprjecava replikaciju

Irinotecan topoisomerase I inhibitor jednolan¢ane DNA
Prevents single chain
DNA replication

Antraciklini inhibitori topoizomeraze Il Sprjecavaju replikaciju

dvolanc¢ane DNA
Prevent two-chain DNA

Antracyclines topoisomerase II inhibitor

replication

Etopozid inhibitor topoizomeraze Il ~ Sprjecava replikaciju

Etoposide topoisomerase II inhibitor ~ dvolan¢ane DNA
Prevent two-chain DNA
replication

Mitoksantron inhibitor topoizomeraze Il Sprjecava replikaciju

Mitoxantrone topoisomerase II inhibitor ~ dvolanéane DNA
Prevent two-chain DNA
replication

Spojevi s platinom  dvolan¢ana DNA Onemogucavaju

(cisplatina, two-chain DNA mitozu

karboplatina) Block mitosis

Platinum

compounds

(cisplatin,

carboplatin)

Bleomicin dvolan¢ana DNA Dvolan¢ani lomovi,

Bleomycin two-chain DNA onemogucava

inkorporaciju timidina
Two-chain cleavage,
blocks thymidine
incorporation
Onemogucava
jednolancane popravke
Blocks single chain
repairs

enzim PARP1
PARP1 enzyme

PARP-inhibitori
PARP inhibitors

cije i dalje istrazuje. Neka istrazivanja pokazala su da gubi-
tak funkcije BRCA1 moze dovesti do stabilizacije mikrotu-
bula i otpornosti na paklitaksel $to je poduprto istrazivanjem
u kojem inhibicija endogene BRCA1-ekspresije u stani¢noj
liniji raka jajnika rezultira povecanom osjetljivo§¢u na pla-
tinu i smanjenom osjetljivos¢u na antimikrotubularne agen-
se.?3 Inaktivacija ostalih mehanizama popravka, posebice
popravak izrezivanjem baza i popravak jednolancanih lo-
mova, u stanicama koje nemaju funkcionalne mehanizme
homologne rekombinacije popravka DNA, dovodi do smrti
stanice.

Heterozigotne mutacije gena BRCA1 i BRCA2 ne utjec¢u
na homolognu rekombinaciju popravka DNA; inhibicija
ostalih tipova popravka DNA moze biti toksi¢na u stani-
cama koje su izgubile funkciju BRCALI ili BRCA2 (primje-
rice tumorske stanice), $to nije slucaj u normalnim stanica-
ma koje imaju najmanje jednu funkcionalnu kopiju gena
BRCAI1 i BRCA2.773!

PARP-inhibitori

Enzim poli(adenozin difosfat riboza)polimeraza 1, PARPI,
(engl. polyadenosine diphosphate-ribose) polymerase 1)
sudjeluje u popravku jednolancanih lomova DNA, i to izre-
zivanjem baza.** U odsutnosti aktivnosti enzima PARPI,
jednolan¢ani lomovi se akumuliraju i formiraju se dvolancani
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lomovi. Danas je poznato da se aktivhost PARP1 moze
sprijeciti PARP1-inhibitorima. U normalnim uvjetima dvo-
lancani lomovi popravljaju se homolognom rekombina-
cijom, procesom u kojem BRCA1 i BRCA2 imaju klju¢nu
ulogu. Medutim, stanice s nefunkcionalnim BRCAI1 i
BRCAZ2 vrlo su osjetljive na PARP-inhibitore.*> U kombini-
ranoj odsutnosti PARP1-aktivnosti — PARP1-inhibitorima, i
nemogucnosti homologne rekombinacije zbog odsutnosti
BRCA1iBRCA2, dolazi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa
i apoptoze.*> PARP-inhibitori su potencijalni terapeutici za
osobe nositelje BRCA1 i BRCA2-mutacija i trenuta¢no se
istrazuju u najmanje pet razli¢itih onkoloskih klinic¢kih stu-
dija bilo kao samostalan kemoterapeutik za BRCAI i
BRCA2-tumore ili kao kombinirana terapija u kojoj po-
boljsavaju efikasnost kemoterapeutskih agensa uzrokujuéi
o$tecenja DNA.3* PARP-inhibitor AZD2281 perspektivan je
spoj s povoljnim toksi¢nim u¢inkom — nije toliko toksican
za normalne stanice. Takvo personalizirano lijeCenje Zena-
ma pruza najvece izglede za pozitivan ishod.*

Zakljucak

Rak dojke je heterogena bolest na molekularnoj i klini¢koj
razini. Unato¢ napretku dijagnostike i terapije jo$ postoje
brojne klinicke i znanstvene nepoznanice. Razli¢itim teh-
nikama, genskom ekspresijom otkriveno je nekoliko pod-
tipova tumora dojke: tumori nalik bazalnima, luminalni i
Her2+/ER-. Molekularne razlike medu tim tumorima rezul-
tiraju razli¢itim klini¢kim ishodima i odgovorom na tera-
piju; tumori nalik bazalnima, medu koje spada vecéina
BRCA1-tumora, imaju najgoru prognozu. Ciljane terapije
za rak pruzaju izglede za visoku efikasnost terapije s mini-
malnim nezeljenim u¢incima.

Pitanje koje nas najvi$e zanima jest utjecu li mutacije u
genima BRCAL1 ili BRCA2 na tretman pacijenata s tumo-
rom dojke. Kao §to je ve¢ navedeno, oba gena ukljucena su
u popravak DNA i tumorske stanice s nefunkcionalnim
BRCA-genima mogu biti posebno osjetljive na kemotera-
peutike koji djeluju direktno na oste¢enje DNA, primjerice
platina i mitomicin C, §to dovodi do smrti stanice tumora.
Stoga, podatak o mutacijskom statusu osobe s nasljednom
sklono$¢u raku dojke moze biti vrlo vrijedan podatak lije¢-
nicima kod odredivanja terapije za takvu oboljelu osobu.
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