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GENI IN RAK - NEKATERE ETICNE DILEME

Joze Trontelj

Klini¢ni center Ljubljana

Povzetek

Razvoj znanosti na podrodju reproduktivne medicine in Cloveske genetike je
omogodil ravnanja, ki utegnejo imeti dalinoseZne posledice za posameznika,
njegovo potomstvo in Clovesko druzbo. Poleg pomembnih koristi pa novo
znanje odpira tudi teZavna eti¢na vpradanja. Med temi so stigmatizacija in
diskriminacija na radun genetske dedi$¢ine, zloraba genetskih podatkov pri
zaposlovanju in v zavarovalnidtvu, genetsko presejanje, ki mu sledijo
evgeni&ni ukrepi, komercialna ponudba genetskega testiranja brez ustrezne-
ga svetovanja, vprasanja o ravnanju z arhiviranimi biolo&kimi vzorci. Prispevek
se nekoliko podrobneje dotika dveh podrocij: predvsaditvenih in predrojstnih
genskih preiskav ter prokreacije “terapevtskih” otrok za namene zdravljenja
hudo bolnih otrok. Predvsaditvena in predrojstna diagnostika sta povezani z
izlogitvijo zarodkov, pogosto tudi zdravih, ki je lahko podobna nekdanji
evgeniki. Pridobivanje “terapevtskih” otrok pa pomeni instrumentalizacijo
Sloveskega Zivljenja; nadaljnja usoda teh otrok je lahko vprasljiva.

Vse, kar biologija in medicina na podro&ju Cloveske genetike danes zmoreta,
ni in ne mote biti sprejeto. Nekateri eti¢ni in zakonski standardi na podrogju
tlovedke genetike Ze obstajajo, druge pri¢akujemo. Pomembno je, da jih
dobimo ob pravem &asu - pozna uvedba le steZka spremeni ze uveljavljeno
prakso. Enako pomembno je tudi prizadevanje za &im vecje mednarodno
soglasje vsaj v najbolj nacelnih vprasanjih.

Uvod

Znanost vse bolj odstira tudi dednost, prirojeno sposobnost Zivih bitij, da
ohranjajo istovetnost vrste, ob hkratnem zagotavljanju raznolike, a edinstvene
in neponovljive identitete posameznega bitja. Prav ta variabilnost posamez-
nikov je eden od pogojev za razvoj novih dednih sposobnosti v tekmi za
obstanek in s tem tudi za razvoj vrst. Istovetnost, raznolikost in edinstvenost
imajo v etiki status pomembnih vrednot. Clovek je te vrednote po eni strani
spostoval, po drugi pa tudi vedno izpodkopaval, na primer tako, da je z
zavestno, v&asih tudi nenamerno izbiro vplival na dedne lastnosti populacij
rastlin in Zivali, pa tudi lastne vrste. Znanost mu je omogocila vse globlie
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razumevanje zapletenih mehanizmov, v roke pa mu je dala tudi mo&na orodja
in nacine za posege vanje. Ob tem je razumiljivo, da so se z vse ve&jo ostrino
zaCela pojavijati stara in tudi nova eti¢na vpradanja. Napovedi usodnih
posledic, ki jih utegnejo imeti taki posegi za posameznika in za njegovo
potomstvo, pa tudi za CloveSko druzbo nasploh, so javnost zgrozile. Tako je
prav na tem podrocCju priSlo do eti¢nih razprav, konvencij in zakonov, ki so
prvi¢ v zgodovini znanosti prehiteli znanost samo, v tem, da so poskusili ure-
jati ali prepovedati ravnanja, ki niti teoretiéno $e niso bila ali celo e danes niso
moZna. Taka je na primer prepoved kloniranja ¢loveskih bitij ali spreminjanja
genoma Cloveskih kliénih celic z namenom, da bi povzrogili dedne spremem-
be potomcev.

Kje so eti¢na vprasanja

Novo znanje, 8e bolj pa uporaba novih orodij na ljudeh prinadata dobrodogle
koristi, odpirata pa tudi pomembna eti¢na vpraganja. Med njimi so vsaj kratke
omembe vredna na primer naslednja:

¢ Dedne pomanijkljivosti Se vedno lahko stigmatizirajo in so lahko povod za
diskriminacijo. Zlasti v nekaterih kulturah je genetska bolezen ali prizadetost
v rodbini povezana s ob¢utji sramu in krivde. Posebnost genetskega podat-
ka je, da ni le zasebna stvar njegovega nosilca, ampak je obenem tudi skup-
na stvar rodbine. Ob tem pa so razliéni pogledi na pacientovo dolznost, da
razkrije svojo genetsko napako ostalim ¢lanom rodbine, za katere bi utegnil
biti podatek o moZnosti njihove lastne prizadetosti pomemben.

e Med sposobnostjo medicine diagnosticirati gensko napako in njeno
moznostjo, da stori nekaj terapevtsko ali profilakticno uginkovitega, zeva
vse 8ir8a vrzel. Pacienta veckrat obremenimo s slabo novico, ne da bi mu
lahko bistveno pomagali. Nekateri etiki svarijo: moderni trendi resda stavijo
na iskrenost in odprtost, na zrelost ljudi in njihovo pravico, da so o vsem
obves&eni. A iskrenost in odprtost sta lahko vprasljivi, kadar pacientu ni
mogote pomagati. Genetsko testiranje mladoletnih oseb za bolezni
poznejdega nastanka po stalis¢u Usmerjevalnega odbora za bioetiko Sveta
Evrope pred polnoletnostjo ni dovoljeno, ¢e za bolezen ni na razpolago niti
ucinkovita preventiva ne terapija.

e Pri vecini dedno pogojenih bolezni gre za posledico skupnega delovanja
gena ali ve¢ genov z dejavniki okolja. Napoved prihodnje bolezni kakor tudi
profilaksa sta zgolj po ugotovitvi enega gena negotovi, s tem pa je negoto-
vo tudi razmerje med strodkom (v $irSem smislu, predvsem za bolnika) in
uc¢inkom. Eti¢nost profilakti¢nih posegov je tedaj teZko ocenljiva.

e Ponudbi predvsaditvene ali predrojstne genske diagnoze sta povezani z
uni¢enjem neuporabljenih zarodkov oziroma s splavom kot opcijo v primeru
genske napake - to pa je za mnoge eti¢no tezko sprejemljivo.

e Arhivi biopti¢nih vzorcev vsebujejo bogastvo potencialnega novega znanja.
Njihova uporaba pa ni povsem neproblemati¢na. Eno od vprasanj je, ali si je
treba pridobiti privolitev oseb, od katerih izvirajo. Odgovor ni vedno enak.
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¢ Farmakogenomika odpira nove moznosti individualno ukrojene terapije. A
celo farmakogenomika ni brez eti¢nin vprasanj (problemi zaupnosti osebnih
genetskih podakov, moznost diskriminacije uporabe, ki si jo bodo lahko
privosgili veliki proizvajalci zdravil).

s Otroci “reditelji”: ali so moralno neoporeden pojav ali pomenijo nevarno
zlorabo? O tem ved v nadaljevanju.

o Genetsko presejanje: kako dosedi ravnotezje med paternalistiénim nacelom
dolzne skrbi na eni strani in osebno svobodo ter avtonomnostjo posamezni-
ka na drugi. Drzavni programi izkoreninjanja dednih bolezni so po danasnijih
gledanjih eti¢no vprasijivi ali celo nesprejemljivi.

s Neposredna komercialna ponudba genetskih testov uporabnikom je eticno
sporna. Testiranje brez genetskega svetovanja ni primermo. Oviedska kon-
vencija in protokol o &loveski genetiki v osnutku ga celo zahtevata Ze pred
odloéitvijo za test; v primeru pomembnih posledic, zlasti za druge Clane
rodbine in za nadrtovanje druZine pa je treba svetovanje zagotoviti tudi po
opravljenem testu, da bi pacientu pomagali primerno se odzvati na rezultate
testa. Pri tem se je treba posebej ozirati na psiholodko stanje in socialni
poloZaj prizadete osebe. Pred odlogitvijo za testiranje so potrebna dovolj
iz&rpna pojasnila 6 namenu, naravi in nevarnostih posega ter o njegovih
posledicah, tudi za morebitne odlogitve o rojstvu otrok, o pomenu za druge
rodbinske ¢lane. Pojasnila morajo biti podana na razumljiv in nesugestiven
nacin.

Kaj lahko stori medicina danes na podiagi novega genetskega znanja — in kaj
od tega je lahko eti¢no sporno? V tem prispevku se lahko dotaknem le enega
ali dveh od teh vprasanj. Na naSem sreCanju bo tekla beseda o rakih, ki sodi-
jo v skupino z moc¢no gensko etiolodko komponento, kar tudi polje eticne
razprave nekoliko zoZi.

O predvsaditveni in predrojstni genski diagnostiki

Junija 2001 je veliko pozornosti zbudilo porogilo iz Chicaga, da so zdravniki iz
tamkaj$njega Ingtituta za reproduktivno genetiko pomagali prepreciti prenos
na potomstvo gen za Li-Fraumenijev sindrom, dedno nagnjenost k vel vrstam
raka zaradi mutacije gena P53. Zdrav otrok se je rodil po zunajtelesnem
spodetiu, izbran s pomocjo predvsaditvene (predimplantacijske) genske diag-
noze izmed 18 zarodkov in vitro. Enajst zarodkov je nosilo gen z napako, ki so
ga dobili od oceta, 7 ga ni imelo. Dva so vnesli v maternico, en otrok se je
rodil. Porogilo ne omenja, kaj se je zgodilo z ostalimi 16 zarodki. Poleg
navdugenja je porocilo zbudilo tudi etiéne dvome in vpraanje: ali ne gre za
evgeniko nove vrste? Kritiki so spomnili: evgenika v ZDA ni nekaj prvic videne-
ga. Evgeniéne sterilizacije dudevno manj razvitih so bile v ZDA znane od
zadetka prejSnjega stoletja: leta 1907 je bilo primerov te vrste 3000, leta 1937
pa e vet kot 21.000. Zdaj imamo nov nacin prepreevanja rojstev otrok, ki si
jih druzina in druzba ne Zelita.
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Predvsaditena genska diagnostika nekaterim ni sprejemljiva. Danes nimamo
soglasja 0 moralnem statusu &loveskega zarodka. Nekaterim je zlasti zarodek
in vitro le potencialno Clovedko bitje, s katerim je mogode svobodo razpolagati
kot s kosCkom Glovesdkega tkiva. Drugi mu priznavajo dostojanstvo in pravico
do Zivljenja, enako kot jo ima Ze rojen otrok. Tem seveda ni sprejemljivo dejst-
vo, da je v postopku treba Zrtvovati ne samo Zivljenja zarodkov z gensko
napako, ampak tudi Zivljenja neprizadetih nadsteviinih zarodkov. Potem
pogosto tudi ni absolutne gotovosti, da bo mutirani gen res povzrodil bolezen,
in Ce jo bo, kako huda bo.

Pred meseci je HFEA (Human Fertility and Embryology Authority) med britan-
skimi drzavljani opravila anketno Studijo o pogledih na predvsaditveno diag-
nostiko. Tu je tudi vpradanje o sprejemljivosti razsirjenih indikacij, n.pr. za
genske mutacije z manj8o penetranco, n.pr. za raka dojke, jaj¢nika, debelega
Crevesa, pa tudi za motnje intelektuainega razvoja. Objava rezultatov je
napovedana za to pomlad. Nih&e ne more zanikati, da so vsaj nekatere od
omenjenih bolezni zelo hude in se je morda tezko zana3ati na pogoste pre-
ventivne preglede in zgodnjo diagnozo glede na znani genetski status. Po
drugi strani pa bodo v postopku nhedvomno izio¢eni in uniceni tudi zarodki z
dobrim potencialom za razvoj v ljudi, ki bi se veselili svojega zivljenja in bi bili
dragoceni ¢lani druzine in druzbe. Med temi so gotovo zarodki, ki nikoli ne bi
zboleli za boleznijo, zaradi katere jim je odvzeta pravica do Zivljenja.
Zagovorniki predvsaditvene genske diagnostike zarodkom sicer ne odrekajo
spostovanja, ki gre Sloveskemu Ziviienju. A teZko je izpodbijati kritiko, da
spostovanje dostojanstva élbveékega zarodka pomeni veé kot samo vztrajan-
je pri tem, da bo usmrtitev opravljena za dovolj pomemben cilj.

Za Zensko, za njenega partnerja in véasih tudi druzino pa je e bolj travmats-
ka predrojstna diagnoza genetske bolezni in poslediéni splav. Obcutja krivde,
pa Ce so $e tako iracionalna, so tu $e modénejéa in lahko trajajo vse Zivljenje.
Priznati pa je treba, da imajo v¢asih podlago v medicinskih dejstvih, ki so za
posamezni primer sicer nepreverljiva, v statisti¢nem vzorcu pa veljajo: neka-
teri od teh splavov iz medicinskih indikacij so tudi po medicinskih merilih
nepotrebni.

Pri vpradanijih te vrste je treba vedno imeti pred oémi pojav, ki bi mu moderno
lahko rekli kolateralna Skoda. Medicina v zadnjem &asu veliko pozornosti
posveca avtonomiji bolnika in prednosti njegove individualne koristi. Tako se
pogosto premalo sprasuje po SirSem pomenu svojih ravnanj; kaj to ali ono
pomeni za spostovanje Slovekovega dostojanstva naspioh, za odnos do
Cloveskega Zivljenja kot vrednote. To se utegne kmalu poznati na nasem
odnosu do najsibkejsih, na nasem ravnanju z ludmi na obrobju druzbe,
posebno z bolniki, invalidi, hudo bolnimi, revnimi, dementnimi, umirajocimi. A
dovolj bo, ¢e pomislimo na otroke, ki se bodo rodili z gensko napako, kljub
morebitni ponudbi od drzave placanega programa predvsaditvene {ali predro-
jstne) diagnostike. Tak otrok in vsa druZina utegneta biti stigmatizirana, ker je
prislo do rojstva, ki ga ne bi smelo biti (»wrongful life<).
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Otroci spoceti in rojeni kot sredstvo za zdravljenje

Napredek transplantacijske medicine je sproZzil nove pritiske in tezke moraine
dileme v nekaterin nesre¢nih druzinah. Gre za poskuse, da bi hudo bolnemu
otroku z gensko okvaro redili Zivljenje z ustrezno presaditvijo celic, tkiva ali
organa idealno sorodnega bratca ali sestrice, spocetega oz. spocete nalasc v ta
namen. To seveda pomeni zunajtelesno oploditev, zagotovitev veCjega Stevila
zarodkov in skrbno izbiro tkivno najsorodnejSega za vnos v telo matere. Ce se
postopek posreci, dobi druZina novega ¢lana, tako imenovanega terapeviskega
otroka, resilnega bratca ali sestrico, otroka za rezervne dele. Popkovni¢na kri
kot vir mati¢nih celic ni problematicna; nekoliko bolj je kostni mozeg, posebno
&e so potrebni ponavijajoci se odvzemi, kar pa je pravilo; Se bolj problematien
je odvzem ledvice.

BBC News je 31. januarja letos poro¢al o 2-letnem otroku Jamieju Whitakerju, Ki
je resil Zivijenje zdaj 5-letnemu bratcu Charligju z redko Diamond-Blackfa-novo
anemijo, zdravljivo le z matiénimi celicami sorodnega dajalca.

Komisija za &lovesko genetiko (Human Genetics Commission, HGC) je v
porodilu opozorila, da je treba raziskati, kako je z blaginjo otrok, rojenih v ta
namen, ni pa za kako ostrejse ukrepanje: “TeZko bi bilo prepovedati starSem, da
bi spravili na svet $e otroka-resitelja, Ce imajo otroka s smrtno nevarno bolezni-
jo.” Vendar se HGC zavzema za raziskavo, ki bi zajela vse otroke, rojene po
predvsaditveni genetski diagnozi. Predvsaditvena genska diagnostika naj pri
OBMP ne bi postala nekaksna obvezna rutinal Kot je menila baronica Helena
Kennedy, predsednica HGC: “Najti moramo ravnoteZje med pravico do samo-
odlodanja parov o rojstvu otrok, pravico otrok do blaginje in 8irSimi interesi
druzbe.”

Toda Josephine Quintavalle, direktorica CORE (Comment on Reproductive
Ethics), meni drugace: “Prav tega smo se bali. A na to bi morali misliti, preden
smo otroke porabili kot budre v druzbenem eksperimentu. Tezko si zamislimo,
kako je otrokom, rojenim v teh okolis¢inah, in kaj lahko pricakujejo v prihodnos-
t”

Ne gre pa samo za etiéno spornost na ravni posameznega primera. Tu je morda
Kkdaj niti ni, novi otrok je lahko enako ljubljen kot prejsnji, druZina je reSena hude
stiske. Skodo bi obéutila druzba, &e bi se polagoma taka praksa razsirila Se na
manj dramati¢ne primere: to bi pomenilo, da je instrumentalizacija, popredme-
tenje Sloveskega zivljenja sprejemijivo. To pa bi lahko imelo daljnoseZne ucinke
na koli¢ino dostojanstva, ki ga bi bila druzba $e pripravijena priznati Cloveskemu
bitju in loveskemu Zivijenju.

Sklepna misel

Ze ta bezni opis dveh zgledov kaZe, kako se z napredkom medicinskih
znanosti in tehnologi zastavljajo nova eti¢na vpra$anja. Potrebna bo primer-
na obdutljivost in modrost, pa tudi u¢inkovita zdravstvena politika, da ne
bomo zabredli v ravnanja, ki bodo prinesla vet slabega kot dobrega. Politika
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pa

bo morala priti s svojimi resitvami ob pravem &asu. Ko se je kako ravnanje

ze uveljavilo v praksi, ga je tezko spremeniti. Med drzavami, ki imajo gensko
tehnologijo in znanost so gledanja na nekatera etiéna vpraSanja zelo razli¢na:
tak je primer moralnega statusa ¢loveskega zarodka. Kljub temu se je treba
potruditi za ¢im vecje mednarodno soglasje in skupne etiéne standarde. Tudi
ta dragocena prizadevanja bolj ali manj uspe$no teéejo v ved uglednih med-
narodnih organizacijah in forumih.
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KARCINOGENEZA — NASTANEK RAKASTIH CELIC

Srdjan Novakovi¢

Onkologki institut Ljubljana

Povzetek

Rakasta pretvorba celice je odvisna od skupnega delovanja mutagenih snovi
- iniciatorjev in nemutagenih snovi — promotorjev. Skupaj prizadenejo ekspre-
sijo genov (e posebej je pomembna ekspresija regulatornih genov), stimulira-
jo celi¢no proliferacijo in spodbujajo delitev tistih celic, ki imajo poskodovano
DNA. Med bolj znanimi snovmi, ki povzro¢ajo nastanek raka, so karcinogeni
dejavniki kemi¢nega izvora, razni virusi in razli¢ne vrste sevanja, kot so UV
svetloba in lonizirajode sevanje. V nastanek raka sta vpleteni predvsem dve
skupini genov in sicer protoonkogeni in tumorski supresorski geni. Prvi so
med procesom karcinogeneze spodbujeni k gimvediji ekspresiji, medtem ko
so drugi spremenjeni na tak8en nacin, da je njihova ekspresija zmanj$ana ali
da je njihov produkt funkcionalno neaktiven. Na sam proces karcinogeneze
vplivajo tudi drugi dejavniki, ki ne povzrotajo sprememb v nukleotidnem
zaporedju DNA in jih imenujemo epigenetski dejavniki.

Uvod

Prve korake k razumevanju karcinogeneze predstavljajo opazanja Kkirurga
Percivala Potta iz sredine 18. stoletja. Opisal je povezavo med Stevilom bol-
nikov z rakom skrotuma in kroni¢no izpostavljenostjo sajam pri dimnikarjin.
Na potrditev tovrstnih povezav smo morali Cakati do 50-ih let prejSnjega sto-
letia, ko so profesionalno izpostavljenost delavcev v tekstilni in usnjarski
industriji, ter proizvodnji razli¢nih barvil in gume, povezali s povecanim §te-
vilom obolelih za rakom mehurja. Vzroke za nastanek tega raka so pripisali
aromatiénim spojinam — aminom, ki so jih s pridom uporabljali v omenjenih
industrijskih panogah brez kakrdnekoli zasdite.

Danes, ved kot 50 let po teh odkritjih, $e vedno ne poznamo vseh podrobnos-
ti, ki bi razkrivale natancen potek procesa nastanka raka. Najnovejse Studije s
tega podrogja so nedvoumno potrdile obstoj na stotine dejavnikov, ki s svojim
delovanjem lahko preusmerijo normalno celico na pot rakaste pretvorbe. Vse
te dejavnike, ki so sposobni izzvati nastanek rakaste celice, imenujemo kar-
cinogeni dejavniki. Proces, v katerem se normalna celica preoblikuje v raka-
sto, pa imenujemo karcinogeneza ali onkogeneza.
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Karcinogeneza kot vedstopenjski proces

Sam proces karcinogeneze je dolgotrajen in zapleten. Na splo$no govorimo o
treh osnovnih stopnjah, ki vkljugujejo vrsto razlicnih podstopenj: i} iniciacija,
ii) promocija in iii) progresija. Ob predpostavki, da tumor nastaja iz ene
same spremenjene celice, je jasno, da je prvi pogoj za kopicenje in izraZzanje
nastalih sprememb v celici njihovo dedovanje v naslednjih generacijah celic.
Ob tem zapletenem procesu govorimo o dvojni viogi karcinogenih dejavnikov.
Prva vrsta karcinogenih dejavnikov deluje kot mutageni impulz in neposredno
spremeni celicni genetski zapis. S tem povzrodi mutacije, ki se prenasajo na
naslednje generacije celic. Druga vrsta karcinogenih dejavnikov vpliva na
vzorce izrazanja cele vrste genov, ki spremenijo izrazanje nekaterih kriti¢nih
genov (ter nastanek in delovanje njihovih produktov) brez neposrednega vpli-
va na DNA zaporedje. Ta nagin delovanja imenujemo epigenetsko delovanje.
Prav tako pri epigenetskih spremembah kot pri genetskih spremembah je
potrebno, da se novi vzorec »vtisne v na novo zasnovan celiéni Spomin« in se
kot tak prenese v naslednje generacije celic.

Da bi celica »zaZivela« kot rakasta celica, mora torej nakopiciti celo vrsto spre-
memb in si pridobiti lastnosti, ki jo naredijo relativno neodvisno od ustaljenih
mehanizmov v normainih celicah. Ker so ti mehanizmi odvisni od vrste celice
oz. tkiva, iz katerega celica izhaja, so kombinacije sprememb oz, lastnosti, ki
jih rakasta celica mora pridobiti, razliéne za razliéne vrste raka. Na splosno
lahko strnemo vse te lastnosti rakastih celic v nekaj kategorij. 1) Samo-
zadostnost za lastno proliferacijo. To pomeni, da so vsi (ali vsaj vedina)
potrebni signali za podvojevanje regulirani znotraj same celice neodvisno od
okolja in signalov iz okolja. 2) Neodzivnost na signale, ki uravnavajo
Stevilo celi¢nih delitev. Vsaka celica ima v svojem »Spominu« vgrajeno
doloceno Stevilo celi¢nih delitev. To $tevilo je skrbno uravnavano preko
razli€nih mehanizmov, ki se aktivirajo z diferenciacijo in s »staranjeme« celice.
Rakasta celica se preprosto izogne delovanju teh mehanizmov in se nekon-
trolirano deli. 3) Neodzivnost na signale, ki sprozajo apoptozo. Ob hujsih
napakah na celi¢ni DNA se v normalni celici sproZijo popravijalni mehanizmi,
ki bodisi napako popravijo, bodisi celico - ob vedjih napakah preusmerijo v
programirano celitno smrt — apoptozo. Celica mora na svoji poti maligne
transformacije postati neodzivna na te mehanizme, da bi omogocila prenos
mutacije in njeno izrazanje v h&erinskih celicah. S tem si rakasta celica prido-
bi $e eno pomembno lastnost in to je 4) Genetska nestabilnost. To pomeni,
da so rakaste celice mnogo bolj dojemljive za razne spremembe, kar jim
omogoca hitrejSe in bolj$e prilagajanje na vplive iz okolja. 5) Preureditev
tvorbe citokinov in izraZanja celiénih antigenov. S prilagoditvijo tvorbe
citokinov in izrazanjem antigenov si celica zagotovi dve stvari hkrati: slabgo
prepoznavnost za imunski sistem in s tem imunsko neodzivnost, ter
neposredno delovanje na celice v okolju. Pomembna je njihova produkcija
angiogenih dejavnikov, ki omogocajo neovaskularizacijo tumorskega tkiva. 6)
Zmoznost prehoda rakastih celic v limfni in krvni obtok. Razvoj oZilja v

12



tumorju omogod&a tudi razsiritev bolezni v oddaljene organe — metastaziranje.
7) Pritrditev v drugih organih in ponovna klonalna rast.

Glede na procese, ki so vpleteni v nastanek raka in na ¢as potreben, da se vsi
dogodki zgodijo, se je dolgo ¢asa govorilo o raku kot o bolezni starostnikov.
Danes o raku ne govorimo samo kot o bolezni starostnikov, pa¢ pa kot o gen-
ski bolezni, ki se izraza na dva razlicna nadina. To sta - kot posledica
somatskih mutacij - sporadiéni rak ali kot posledica mutacij v spolnih celi-
cah - dedni rak. Ob upostevanju kompleksnosti nastanka rakaste celice ter
stevila potrebnih dogodkov, da si celica zagotovi vse spremembe in uspesno
kong&a pot maligne preobrazbe, je jasno, da preko spolnih celic podedovane
mutacije, ki destabilizirajo genom, moé¢no skraj$ajo sam proces nastanka
raka. Zato je za vse dedne rake znadilno, da nastanejo mnogo prej kot spora-
diéni primeri in da so osebe prizadetin druZin mnogo bolj ogroZene za razlitne
vrste raka.

Karcinogeni dejavniki

V grobem lo&imo karcinogene dejavnike na fizikalne, kemicne in bioloske.
Skupna lastrost vseh ne glede na izvor je, da spremenijo celiCno DNA.
Spremenijo jo bodisi tako, da izzovejo mutacije — mutageni dejavniki, ali da
spremenijo izraZzanje genov brez poseganja v strukturc DNA - epigenetski
dejavniki.

Epigenetski dejavniki se izraZajo predvsem tako, da celico vzpodbujajo in jo
konstantno silijo v ekspresijo dolo€enih genov. Med karcinogenezo se spre-
meni metilacija protoonkogenoy, tumorskih supresorskih genov ter genov, ki
so odgovorni za DNA popravljalne mehanizme v celici. Hipermetilirajo in s tem
utidajo se tumorski supresorski geni ter geni odgovorni za popravljanje nastal-
ih napak na DNA. Hipometilirajo in s tem aktivirajo pa se protoonkogeni in geni
odgovorni za tumorsko metastaziranje. Sam proces metilacije naj bi bil tudi
neposredno povezan z nastankom mutacij. Tako naj bi hipermetilacija pred-
pogojevala nastanek tokovnih mutacij, mutacij zaradi spremembe bralnega
okvirja, mutacij z drugim pomenom in delecij. Vse naStete mutacije pripeljejo
do izgube funkcije genov. Nasprotno pa naj bi bila hipometilacija mozen vzrok
za kromosomske mutacije (preureditve in anevploidijo), ki potencirajo
izrazanje ponovljenih genov.

Fizikaini karcinogeni dejavniki delujejo na strukturo DNA z razlicnimi
visokoenergetskimi delci. Pri tem lahko neposredno poskodujejo celicno DNA
ter povzrodijo mutacije ali pa le-te sproZijo z delovanjem prostih radikalov, Ki
so nastali po obsevanju. Vsaka vrsta sevanja je lahko potencialno nevarna za
strukturo DNA, vendar med bolj raziskane pristevamo UV svetlobo in ionizira-
joCe sevanije.

Kemi&ni karcinogeni dejavniki delujejo na dva nadina: i) tako, da z vezavo na
nukleotide v DNA destabilizirajo vezi med komplementarnimi nukleotidi ali i)
kot dejavniki, ki se veZejo med nukleotidi in povzrocijo napake pri podvoje-
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vanju DNA. Med pomebnej$e karcinogene dejavnike pristevamo aflatoksine,
heterociklitne aromatske amine, benzopirene, N-nitrozamine, katrane in akril-
amid.

Med bioloSke karcinogene dejavnike pristevamo predvsem razne viruse. Na
celitno DNA delujejo na dva nacina: i) neposredno povzrodijo mutacije ob
svojem pomnoZevanju ali i} posredno s svojimi promotorji vplivajo na
izrazanje dolo¢enih genov. Med pomembnej$e viruse, za katere obstajajo
dokazi o karcinogenem delovanju, spadajo virus hepatitisa B (hepatocelularni
karcinom), Epstein Barrov virus (Burkittov limfom, nazofaringealni karcinom),
humani T limfocitotropni virus 1 (HTLV-1 - T celi¢na levkemija/limfom odraslih)
ter virus humane imunske pomanjkljivosti (HIV ~ Kaposijev sarkom).

Protoonkogeni in tumorski supresorski geni

Gene, ki so neposredno vpleteni v nastanek karcinogeneze, lahko v grobem
razdelimo na skupino, ki je odgovorna za celi¢no delitev ter podvojevanje
DNA in skupino, ki je odgovorna za preverjanje podvojene DNA ter nadzor
celicnega ciklusa. Med prve pristevamo protoonkogene, ki spadajo med t.i.
zgodnje celi¢ne gene, med druge pa tumorske supresorske gene.

Onkogeni, ki so pravzaprav spremenjeni protoonkogeni, vkljuSujejo gene, ki
kodirajo za razli¢ne rastne faktorje, receptorje ali signalne prenasalce in jedrne
transkripcijske faktorje. V to skupino uvrdéamo veé kot 100 razli¢nih genov.
Med procesom maligne transformacije se ponavadi spremenijo v promo-
torskih regijah, kar ima za posledico nekontrolirano prepisovanje in nastajanje
produkta. Na njihovo stopnjo izrazanja poleg mutacij odloGilno vpliva stopnja
metilacije. Med onkogene s pomembnim vplivom na nastanek raka uvr§&amo
skupini ras in myc onkogenov. Proteini, ki jih kodirajo ras onkogeni, so na
celi¢nih membranah in so soudelezeni pri prenosu signalov tako za rastne fak-
torje kot za mitogene dejavnike. Za razliko od proteinoy, ki jin kodira ras, so
proteini, ki jih kodira myc, jedrni fosfoproteini (c-myc, N-myc in L-myc). Ti pro-
teini so pomebni transkripcijski faktorji za razlicne gene.

Zarazliko od protoonkogenov, ki se med karcinogenezo prekomerno izrazajo,
so tumorski supresorski geni neaktivni. Inaktivirajo se na dva nacina: tako, da
je prisotna mutacija v delu, ki kodira strukturne proteine ali tako, da je regula-
torna regija hipermetilirana. V obeh primerih je rezultat enak — odsotnost
aktivnega proteina, ki bi kontroliral celi¢ni ciklus in preverjal pravilnost podvo-
jene DNA. V prvem primeru je vzrok neaktiven mutiran protein in v drugem
blokirana transkripcija gena. Zanimivo je, da se ta dva mehanizma pri
tumorskih supresorskih genih velikokrat dopolnjujeta. Tako je pri tistih ose-
bah, ki so podedovale mutacijo v enem alelu tumorskih supresorskih genov,
najpogostejsi razlog za neaktivnost drugega alela prav hipermetilacija. Tezko
je reCi, kateri od tumorskih supresorskih genov je najpomembnejéi, kajti vsi so
pomembni. Zato se bom omejil le na tiste, ki so najbolj znani in raziskani.
Retinoblastomski gen — Rb so prvi¢ opisali na zadetku 90-ih let in predstavlja
prototip tumorskega supresorskega gena. Neaktivnost tega gena ima za
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posledico nekontrolirano celiéno delitev (natancneje prehod v S fazo
celitnega ciklusa). p53 nosi tudi ime »varuh genomas in ima verjetno najbolj
pomembno funkcijo med vsemi tumorskimi supresorskimi geni. Za razliko od
Rb, ki so ga dokazali mutiranega v glavnem pri retinoblastomu, je mutiran p53
povezan z nastankom vsaj polovice znanih malignih bolezni. Tudi vloga p53 je
nekoliko drugaéna od vioge Rb. Medtem ko predstavija Rb predvsem kontrol-
ni gen za celi¢no delitev, je p53 nekaksna zasilna zavora, ki deluje tako na reg-
ulacijo celi¢nega ciklusa kot tudi na aktivacijo apoptoze v primeru, da popravi-
jalni mehanizmi niso uspe$no opravili svoje naloge. Poleg Rb in p53 velja
omeniti vsaj 8e BRCAT in BRCAZ2 kot tumorska supresorska gena povezana z
dednim rakom dojke, ter APC in DCC pri karcinomih Sirokega Crevesa.

Zakljucek

Karcinogeneza je kompleksen proces, med katerim mora priti do radikalnih
sprememb na celi€ni DNA. Pri tem je pomembno, da spremembe nastanejo
tako na protoonkogenih kot tudi na tumorskih supresorskih genih. Vse nastale
spremembe morajo biti ireverzibilne in se morajo kot take prenesti na nasled-
njo generacijo celic. Po iniciaciji karcinogenih sprememb $e ne govorimo o
rakasti celici, kajti za to je potrebna $e faza promocije, ko se spremenjena cel-
ica deli in tako izraZa vse pridobljene nove lastnosti. Natancnih mehanizmov
in povezav o tem, kateri geni morajo biti spremenjeni za razvoj doloCene vrste
raka, $e ne poznamo. Zato so novejSe raziskave usmerjene prav v odkrivanje
pomembnih genskih povezav med nastankom raka kot tudi (ali celo pred-
vsem) v to, katere so tiste celice, ki imajo mozZnost nadaljevanja in ponovitve
klona v oddaljenih organih. Vsa ta dejstva so osnova za razumevanje biologi-
je raka in u€inkovito zdravljenje in preventivo.
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KAJ JE POVZROCILA JEDRSKA NESRECA V
CERNOBILU

Nikola Besié
Onkoloski institut Ljubljana

Jedrska elektrarna Cernobil lei v Ukrajini in je blizu tromeje z Belorusijo in
Rusijo. Do eksplozije enega od jedrskih reaktorjev elektrarne v Cernobilu je
prislo 26. aprila leta 1986. V naslednjih desetih dneh se je v atmosfero spros-
tilo vet kot 1019 Bq razliénih radioizotopov. Predvidevajo, da so se radioizo-
topi sproscali v ozraCje obcCasno. Na obseg kontaminacije doloenega
podro€ja so vplivali smer vetra in drugi meteorolo$ki pogoji, med drugim, kje
je dezevalo iz oblakov, v katerih je bil radioaktivni material, od reliefa, na
katerega so padle te padavine, in od nadina odtekanja voda, v katerih je bil
radioaktivni material. V prvih desetih dneh po eksploziji reaktorja so vetrovi
vecinoma pihali proti severu ali proti jugu. Radioaktivne padavine so padle na
celo podrocje Belorusije (z izjiemo okrozja Vitebsk), velik del Ukrajine, majhen
del Rusije in na nekatere dele Skandinavije. V »koktejlu« radioizotopoy, ki se je
sprostil ob jedrski nesre&i v Cernobilu, je 137Cs najpomembnejsi vir dolgotra-
jnega sevanja, saj ima razpolovni €as priblizno 30 let.

V Ukrajini, Belorusiji in Rusiji so mobilizirali priblizno 600.000 likvidatorjev, to je
ljudi, ki so sodelovali pri €i¢enju kontaminiranega podrocja s polmerom 30
km okoli reaktorja in prekritju reaktorja s sarkofagom. Med likvidatorii je bilo
120.000 Belorusov, od tega 5.500 zensk. Ker je primanjkovalo opreme za mer-
jenje radioaktivnosti, ni znano, kak&no dozo obsevanja so prejeli posamezni
likvidatorji. Po podatkih Beloruskega registra raka je incidenca raka veéja pri
likvidatorjih kot pri ostalih prebivalcih Belorusije. Incidenca je pogostej$a pri
raku debelega Crevesa (9,4% proti 3,6%), ledvic (8% proti 6,5%), seCnega
mehurja (6,5% proti 3,8%), SCitnice in raku pljug. Tisti likvidatorii, ki Zivijo na
podrodjih s sevanjem, vedjim od 555 kBg/m? zaradi prisotnosti 37Cs, imajo
dvakrat ve€jo incidenco raka grla, sapnika, sapnic in plju¢, kot tisti, ki Zivijo v
podrodijih, kjer je sevanja manj kot 185 kBag/m=.

S 187Cs je najbolj onesnaZzeno podrodje Belorusije v okrozju Gomel, v katerem
je Zivelo priblizno 1,5 milijona prebivalcev. |z dela tega okroZja so morali zara-
di izredno velikega sevanja izseliti priblizno 135.000 prebivalcev. Pred jedrsko
nesrec¢o je bila v okroZju Gomel smrtnost zaradi raka manj$a kot v preostalih
delih Belorusije. Po jedrski nesreli se je smrtnost zaradi raka v tem okrozju v
petnajstih letih povecala kar za dvakrat. V letih 1990-2000 se je v okroZju
Gomel poveala incidenca raka debelega Crevesa, $citnice in se¢nega mehur-
ja, medtem ko se incidenca raka plju¢ ni zmanjSala tako kot v drugih delih
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Belorusije. V okrozju Gomel sedaj bolnice zbolevajo zaradi raka dojk 15 let
prej kot v okrozju Vitebsk. Zaradi zgodnjega raka dojk so $e posebno
ogrozene zenske, ki zivijo na podezelju, saj so zaradi nacina Zivljenja izpo-
stavijene dvakrat veCjemu sevanju kot tiste Zenske, ki Zivijo v urbanem okolju.
V Sloveniji so po jedrski nesreCi v Cernobilu leta 1996 zaznali za priblizno 50%
povidane vsebnosti 37Cs in %°Sr v mieku in mesu, ki pa so se Ze naslednje
leto zmanj$ale na vrednosti pred letom 1996. Leta 1987 je prst v Murski Soboti
povpreéno letno sevala 4,8 kBg/m?, v Ljubljani 25,5 kBa/m? in v Kobaridu
32,2 kBg/m?2, leta 1997 pa v Murski Soboti 4,4 kBag/m?, v Ljubljani 5,7 kBa/m?
in v Kobaridu 6,5 kBg/mZ2. Leta 1997 je bila v Sloveniji povpretna celoletna
prejeta doza sevanja za odraslo osebo zaradi radionukleotidov v okolju samo
58 mikroSv. Toda tudi sedaj je v Sloveniji $e vedno prisotno povecano gama
Zar&enje prsti zaradi radioaktivnih padavin po nesreci v Cernobilu, ki dosega
15-20% naravnega ozadja.

Avstrijski viri navajajo, da je kar 2% ob jedrski nesreci v Cernobilu sprogse-
nega '37Cs padlo na teritorij Avstrije. Radioaktivne padavine v Avstriji so v
glavnem padle na dve podrogji: severno obmocije je segalo od meje s Cesko
proti zahodu v predelu Alp in se nadaljevalo v Nem¢ijo na juzno Bavarsko,
medtem ko je juzno segalo od zahodne MadZarske, ¢ez avstrijsko Korogko
proti severni Italiji. Glede na to, da je vreme bilo aprilsko, kar pomeni, da so
vladale zelo spremenijive vremenske razmere v tistem obdobju, so regionalne
spremembe glede kontaminacije zemlje s '37Cs na podrogju Avstrije celo v
razmerju 1:100. Na sreco je bilo najmanj radioaktivnih padavin v gosto nasel-
jenih nizinskih predelin in poljedelskih obmodjih. Najvet radioaktivnih padavin
je padlo v gorskem svetu in na predelih, poraslih z gozdom, zato so lahko
gobe, gozdni sadezi in diviacina, ter mleko nekaterih krav, ki se pasejo na
visokogorskih planinah $e vedno kontaminirani s '37Cs. Tirologi iz Celovca
pripisujejo porast incidence raka $¢itnice in vediji delez bolj agresivnih tumor-
jev sevanju zaradi radioaktivnih padavin po jedrski nesreci v Cernobilu. Vegina
avtoritet na podrodju povezave med sevanjem in nastanom raka pa meni, da
v zahodnoevropskih drzavah vedino porasta incidence karcinoma Scitnice
lahko pripiSemo predvsem bolj razsirjeni uporabi ultrazvoka in tankoigelne
aspiracijske biopsije v diagnostiki bolezni 8€itnice ter natancnejsi histoloski
preiskavi z operacijo odstranjenin &¢itnic. V prid temu govori vecji delez
manijgih karcinomov, $e posebno tistih, ki so manjsi kot 1 cm.

Ze ved kot 50 let je znano, da je perkutano obsevanje vzrok za nastanek raka
&¢itnice. Ob poskusu z atomsko bombo leta 1954 na Marshallovih otokih je
bilo sevanju izpostavijeno 245 ljudi. Skoraj 80% doze, ki so jo prejeli, je bilo na
radun izotopov s kratkim razpolovnim ¢asom, med katerimi so medicinsko Se
posebno pomembni izotopi joda (1311, 192], 133)), saj se aktivno kopicijo v
&&itnici. Po 34 letih je imelo od teh 245 oseb kar 22% oseb gomolje v &Citnici
in kar 7% raka SCitnice, kar je ve¢ kot v neobsevani populaciji iz istega
obmogja, med katerimi je imelo gomolj v ¢itnici le 1,5% populacije, raka
&¢itnice pa samo 0,5% populacije.

Tudi ob jedrski nesreci v Cernobilu so se v ozradje sprostile velike koli¢ine 131
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in drugih izotopov joda. Na dozo radiojoda, ki jo je dobil posameznik, so vplivli
trije faktorji: stopnja kontaminacije z 1*'1, stopnja kopidenja 13| v $&itnici in
velikost 8¢itnice. Odziv zdravstvene sluzbe ni bil ustrezen, saj ni bilo opozoril,
da se ne sme uZivati kontaminirane hrane, preparate stabilnega joda pa so
zaceli profilaktino deliti $ele deset dni po nesredi. Doza, ki jo je akumulirala
8Citnica, je bila vedja pri otrocih, $e posebno pri dojenckih in tistih, ki so bili
miaj$ih od petih let. Otroci, ki jih niso evakuirali iz kontaminiranin podrodij, so
85% doze, prejete na $¢itnico, dobili z mlekom, le 15% prejete doze je 8lo na
racun izotopov s kratkim razpolovnim ¢asom. Ocenjujejo, da je bila pri otrocih
na kontaminiranem obmodju povpre¢na doza na §&itnico v Belorusiji 700 mSy,
medtem ko je bila v Ukrajini in Rusiji med 100 in 200 mSv. V zahodni Evropi je
bila zaradi Cernobilske nesre¢e povpre¢na doza pri otrocih do nekaj mSv, pri
odraslih pa od 5 do 10-krat manj$a kot pri otrocih. Za primerjavo, povpreéno
naravno sevanje v Franciji je 2,4 mSv na leto.

V kontaminiranih predelih Belorusije in Ukrajine je Ze prej kot v §tirih letih po
jedrski nesredi prislo do naras$canja incidence raka $¢itnice pri otrocih. Znano
je, da po obsevanju v ve¢ kot 90% nastane papilarni karcinom &gitnice in da
obsevanje ne vpliva na pogostost drugih vrst raka $&itnice. Do leta 2003 je bilo
registriranih ve¢ kot 1.500 primerov raka $¢itnice v populaciji dveh milijonov
otrok, ki so bili ob nesre¢i miajéi kot 15 let. Zaradi raka $&itnice je do leta 2003
umrlo priblizno 20 otrok. V Belorusiji, ki je bila najbolj prizadeta, je bila inci-
denca v letih 1986 do 2000 13,5 na 100.000 otrok, pred nesredo pa je bila inci-
denca manj kot 1 na 100.000 otrok. Za razliko od odraslih bolnikov z rakom
ScCitnice, kjer je delez Zensk proti moskim pet proti ena, je delez bolnikov,
mlajsih od 15 let glede na spol priblizno ena proti ena. Rak, ki je nastal zaradi
nesrete v Cernobilu, je bolj agresiven pri miajsih otrocih (kar v 49% gre za
tumorski stadij T4, /% bolnikov ima oddaljene zasevke). Pri miaj$ih otrocih je
latentna doba od izpostavljenosti sevanju do nastanka karcinoma krajéa, ker
so pri zelo majhnih otrocih &&itniCne celice v procesu aktivne replikacije.

Ret-PTC proto-onkogen zajema 21 eksonov na kromosomu 10q11-2 in kodi-
ra membranski receptor za tirozin kinazo. Ob normalnih pogojih je receptor za
tirozin kinazo aktiviran le ob prisotnosti liganda v receptorju. Mutiran gen pa
za aktivacijo ne potrebuje liganda in tudi brez prisotnosti liganda aktivira
tirozin kinazo, ki sprozi vrsto mehanizmov, ki povzrocijo genetsko nestabilnost
in preprecijo apoptozo celice. Na pogostost prerazporeditve ret-PTC proto-
onkogena vpliva geografsko podrodje, iz katerega izvirajo bolniki, starost ob
diagnozi in laboratorjiske metode za detekcijo. Pri bolnikih, ki niso bili obse-
vani, je prerazporeditev ret-PTC proto-onkogena prisotna v 2,5 do 35%. Pri
karcinomih, nastalih zaradi nesreée v Cernobilu, je prerazporeditev ret-PTC
proto-onkogena pogostej$a in se pojavija v 35-85%. Pri otrocih z rakom
$citnice iz Belorusije in Ukrajine je prilo pogosteje do prerazporeditve ret-
PTC, ali ret-PTCy proto-onkogena. Mutacija ret-PTC, proto-onkogena je
povezana s prisotnostjo solidne rasti tumorja na histoloskem materialu, bolj
agresivnim klini¢nim potekom boleznl in se je pojavijala pogostje prvih nekaj
let po jedrski nesreci. Mutacija ret-PTC, proto-onkogena je povezana z nas-
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tankom klasi¢nega papilarnega karcinoma $¢itnice, za katerega je znacilen
manj agresiven potek bolezni. Ta mutacija je pogostejsa pri bolnikih, ki so
zboleli ved kot pet let po jedrski nesrei. Otroci z rakom &Citnice, ki niso bili
obsevani, imajo podobno pogosto mutirani ret-PTC proto-onkogen kot
odrasli bolnici iz istega geografskega in etniénega podrocja. Dejstvo, da so
prerazporeditev ret-PTC proto-onkogena nasli pri papilarnem mikrokarcino-
mu &gitnice, govori v prid zgodnjega dogodka v karcinogenezi. Pri enem bol-
niku z multifokalnim karcinomom imamo lahko raziiéne mutacije ret-PTC
proto-onkogena, kar je lahko dokaz, da so nastanek teh tumorjev sprozili
razli¢ni dogodki.

Zakljugimo lahko, da je incidenca raka vecja na obmocjih, ki so zelo kon-
taminirana z radioaktivnim materialom. Na na$o sreCo obmocje srednje
Evrope po jedrski nesreci v Cernobilu ni bilo zelo kontaminirano z radioaktivn-
im materialom. Zaradi prepoznih in neustreznih preventivnih ukrepov s
preparati stabilnega joda je po Eernobilski nesreci v Ukrajini, Belorusiji in Rusiji
veliko ofrok dobilo raka &&itnice. |zpostavijenost radioaktivnemu jodu v
otrodtvu lahko sproZi mutacijo ret-PTC proto-onkogena in povzroCi papilarni
karcinom &Gitnice. Mutacija ret-PTC, proto-onkogena je povezana z bolj
agresivnim Klini¢nim potekom bolezni.
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CITOGENETIKA V ONKOLOGIJI

Nadja Kokalj Vokac

Splosna bolni§nica Maribor

Povzetek

Molekularna citogenetika igra pomembno viogo v genetiki raka, pri diagnosti-
ki in ugotavlianju specifi¢nih kromosomskih sprememb. Je eno osnovnih
orodij v odkrivanju genov, pomembnih v patogenezi rakastih bolezni. v poznih
80. letih prejsnjega stoletja so se razvile Stevilne tehnike, ki temeljijo na meto-
di fluorescencne in situ hibridizacije (FISH). Najpomembnejse med njimi so
interfazni FISH, vecbarvni FISH (M-FISH, SKY) in primerjalna genomska hib-
ridizacija (PGH). V zadnjem &asu pa se uveljavlja tehnologija mikromrez. Digi-
taina karictipizacija, PGH na mikromrezah in tehnika oligonukleotidinin
mikromrez, so tehnike, ki so prevzele vodilno viogo v raziskavah raka.

V Laboratoriju za medicinsko genetiko mariborske bolnignice smo razvili vse
osnovne molekularno citogenetske metode, razen &ip tehnologije. Molekular-
ne citogenetske tehnike uporabliamo pri diagnostiki levkemij in limfomov ter
nekaterih solidnih tumerjih. V tem prispevku je prikazana uporaba FISH-a |
interfaznega FISH-a, vedbarvnega FISH-a in PHG pri posameznih primerih
levkemij. Razpravljamo tudi o pomnoZitvah onkogena Her? pri diagnostiki
raka dojke ter pogostejdih kromosomskih preureditvah pri raku mehurja.

FISH - fluorescenc¢na in situ hibridizacija

Metode FISH na interfaznih jedrih so prinesle revolucionarno moznost v cito-
genetski diagnostiki in predvsem v kliniénih aplikacijah. Tehnike temeljijo na
edinstveni sposobnosti vezave enojne DNA verige ~ DNA sonde na komple-
mentarno taréno mesto v genomu. Sendo vizualiziramo z direktnim oznade-
vanjem s fluorokromi konjugiranimi na nukleotide ali indirektno z imunolokim
barvanjem molekul biotina oz digoxigenina vezanega na nukleotide. Taréna
sekvenca je vidna tako v metafazi kot v interfazi celidnega ciklusa.

Poznamo tri vrste DNA sond, ki nudijo razliéne aplikacije: centromerno speci-
ficne, lokus specifi¢ne in kromosomsko specifiéne DNA sonde.

Visoka senzitivnost, specifi¢nost in hitrost FISH preiskav omogoé¢a kliniéno
uporabnost v citogenetiki in patologiji (1,2). Glavna omejitev metode je v
detekciji samo specifi¢nih strukturnih ali &tevildnih kromosomskih sprememo,
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ki pa se da preseci z drugimi tehnikami kot so M-FISH, SKY, CGH in Array-
CGH.

Specificne kromosomske preureditve in njihova vloga pri
diagnostiki levkemij

Vloga kromosomskih sprememb v patologiji je bolj poznana pri hematoloskih
malignih stanjin kot pri solidnih tumorjih. Tako uravnoteZzene kot neu-
ravnoteZzene kromosomske preureditve so opisane pri razli¢nih malignih stan-
jin in igrajo specifitno vlogo pri razvoju napredovanju bolezni. Predpostavija
se, da imajo uravnotezene spremembe direkino viogo v onkogenezi, medtem
ko so neuravnotezene spremembe bolj posledica sekundarnega napredovan-
ja tumorjev (3).

Posledica uravnotezenih kromosomskih sprememb so pogosto himeriCni
celiéni proteini, ki imajo klju¢no viogo v malignem procesu. Njihova vioga je
lahko v stimulaciji celicne rasti in tirozin kinazni aktivhosti, kot je v primeru
translokacije 1(9;22) pri KML, zaradi BCR/ABL fuzije in translokacije 1(8;21) pri
AML, zaradi AML1/ETO fuzije. Antiapoptoti¢no deluje spremenjena aktivnost
BCL2 gena kot posledica t(14;18) pri folikularnem B-celicnem limfomu. V
primeru translokacije t(15;17) pa je spremenjeno delovanje PML in RARA pro-
teinov. PML. se inaktivira in vodi v izgubo proapoptoti¢ne aktivnosti, spremen-
jeno delovanje receptorja za retinoi¢no kislino pa blokira mieloidno diferen-
ciacijo (4,5,6).

Poleg translokacij so pomembne Stevilcne spremembe, amplifikacije in dele-
cije, ki povzrocajo presezke in primanjkljaje v genomu in so vzrok za nekon-
trolirano proliferacijo. Pri mielodisplasti¢nem sindromu (MDS) se pri 50% bol-
nikov pojavljajo delecije 5g- ali primanjkijaji celotnih kromosomov 5 in 7 ter
dodatni kromosom 8. Spremembe s0 z izjemo 5g- vezane na slabo prognozo
(7). Pravtako je slab prognosti¢en znak delecija 17p pri B celiéni KLL, ki vodi v
agresivno obliko bolezni, medtem ko je delecija 13q relativho dober prognos-
ticen znak (8).

Odkrivanje citogenetsko pomembnih klonov je klju¢no za spremljanje bolezni,
terapijo in ugotavljanje relapsa. FISH se uporablja za ugotavljanje uspesnosti
terapije pri spremljanju pojavljanja fuzijskih genov ABL/BCR in PML/RARA.
Uporabnost FISH-a se kaze tudi pri drugih vrstah levkemij in limfomov. Tabela
1 prikazuje najpogostejSe citogenetske spremembe, ki imajo diagnosti¢no
vrednost pri hematoloskih malignih stanjih.

Solidni tumorji
Vrednost citogenetske analize pri vrednotenju pojavljanja bolezni se je
pokazala tudi pri solidnih tumoriih.

Pri raku mehurja nam diagnostiko karcinoma tranzicijskih celic omogoca
dolocitev StevilCnih sprememb kromosomov 3, 7 in 17 ter delecije gena p16
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Tabela 1. Najbolj pogosti in pomembni citogenetski markerji pri levkemijah in limfomih,
kjer je FISH metoda izbire za diagnostiko in sledenje bolezni.

1(9;22)(q34;911.2) BCR-ABL Kroni€na mieloicna levkemija
t(8;21)(022;922) AML1/ETO AML z (8;21) (M2, M4-FAB)
inv(16)(p13922) or CBFb/MYH11 AML. (M4Eo-FAB)
t(16;16)(p13922)

t(15;17)}g22;912) PML/RARa APL (M3-FAB)

11923 rearrangements MLL AML z 11923 nepravilnostmi
5g- Mozen supresorni gen | 5g- sindrom: MDS
(8;14)(g24;432) or c-MYC Burkitt limfom
t(8;22)(g24;q11) or

12;8)(p12;924)

t(14;18)(q32;g21) BCL-2 Folikularni limfom
1(11;14)(q13;932) BCL1,cycline D1 Limfom plasénih celic
1(2;5)(p23;935) ALK T-elicni anaplastiéni limfom

na 9p21 kromosomu. FISH analiza dale¢ presega pomen drugih testov, vkljuc-
no s citopatologijo (11).

V Laboratoriju za medicinsko genetiko SBM smo v letu 2005 pregledali 36 bol-
nikov, pri 6-tih smo nasli tevilcne kromosomske spremembe, pri enem pa
delecije p16 genov.

Poznana je tudi tesna povezava med Her2/neu gensko amplifikacijo na kro-
mosomu 17q in slabo prognozo pri metastazirani obliki raka dojke. Her2/neu
amplifikacija se odlicno odziva na specifitno terapijo s trastuzumabom
(Herceptin), ki je humano protitelo proti Her? proteinskem receptorju. Bolnice
zdravljene z dodatno terapijo s Herceptinom kazejo dober odgovor in visoko
prezivetje. Zato je zgodnje ugotavljanje Her2/neu amplifikacij bistveno pri
prognozi in zdravljenju bolezni. Prednost FISH-a pred imunohistokemi¢no
analizo (ICH) pa je v visoki specifiCnosti in senzitivnosti metode, saj po ICH
dobimo visok odstotek lazno pozitivnih in tudi lazno negativnih primerov. V
nasSem laboratoriju smo v letu 2005 testirali 64 ICH 2+ pozitivnih primerov in
potrdili Her2 amplifikacijo le pri 21-tih.

M-FISH (Multicolour FISH)

Poleg klasi¢ne FISH tehnike so se razvile Stevilne druge metode, ki izhajajo iz
FISH-a in omogo¢&ajo dodatne aplikacije. M-FISH uporablja tehniko oznale-
vanja celotnih kromosomov. S kombinacijo 5 razli¢nih barvil lahko dosezemo
diferencialno oznacevanje vsakega kromosoma z drugo barvo in simultano
analizo vseh kromosomov. M-FISH se uporablja za analizo marker kromoso-
mov, derivativnih kromosomov in kompleksnih kariotipov. Omejitve tehnike so
v resoluciji subtilnih delecij in amplifikacij, nezmoznosti odkrivanja intrakromo-
somskih inverzij in insercij (13,14,15). Z M-FISH je bilo odkritih nekaj diagnos-
ticno pomembnih preureditev, kot je t(5;11) pri 7% otroskih AML (16). Resni¢-
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na vrednost M-FISH-a je v analizi kompleksnih kariotipov, kot je primer
pacienta AL (Slika 1), ki smo ga analizirali v naSem laboratoriju s pomocjo
Ochtachrome Multiprobe Device System (Cytocell), ki uporablja simultano
analizo vseh kromosomov s pomodjo kombinacije treh razlicno obarvanih kro-
mosomov na 8 poljih.

Slika 1. Kompleksni kariotip primera akutne levkemije.

46,X,der(X)t(X:3)(q28,025)t(X; 16)(p 14,q12),der(3)(X;3)(q28;p25), derO}(X:6)(0 14;
q25),

i(8)(q10),del(11)(q14g23),der(13)t(5,13)(q34;p11),der(13)t(13; 14)(q22;q11),inv(14)(
q11932),der(16)t(X;16)(q28;q12),(17)(p13q21),der(20)t(17,20)0(q21;q13),22p+.

PGH - primerjalna genomska hibridizacija

Moznost primerjave patoloskega DNA z normalno DNA na normalnih kromo-
somih je prelomnega pomena v molekularno-citogenetskih tehnikah. To nam
omogota primerjalna genomska hibridizacija (17). Princip, ki ga PGH uporabl-
ja je tudi osnova za najnovejse tehnike mikromrez (array-CGH).

PGH je robustna FISH metoda, ki omogoca analizo celotnega genoma v smis-
lu ugotavljanja presezkov in primanjkljajev, vendar z omejeno resolucijo (2-10
Mb). Prednost metode pred ostalimi je v tem, da ne potrebujemo ve¢ deljivih
celic in slike patologkih kromosomov. Analiza se dela na testnih normalnih
kromosomih kamor hibridiziramo razli¢no obarvano testno in referenéno DNA,
ki tekmujeta za vezna mesta. Razlika v barvi hibridizacije ter racunalniSka
analiza nam omogodi prikaz pomika v desno ali levo na krivulji vzdolZ kromo-
soma in s tem ugotavljanje preseZkov oz. primanjkljajev v genomu. Podrocja
v genomu z visokim $tevilom amplifikacij so izhodi$&na mesta za identifikaci-
jo genov, ki igrajo viogo v patogenezi (18). Na sliki 2 prikazujemo primer
uporabe PGH v nasem laboratoriju: analiza bolnika z dendriticno levkemijo z
visoko ampilifikacijo kromosoma 21.
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Slika 2. Primer PGH profila, ki prlkazule amp//f/kaCI/o kromosoma 21 pri bolniku z den-
driticno levkemijo.

PGH na mikromrezah (array CGH)

Tehnika PGH je osnova za tehnologijo mikromreZ, le da so pri mikromrezah
testne kromosome nadomestili ¢ipi s kloni BAC-ov, cDNA ali oligonukleotidov
(19), kar omogoca vecjo resolucijo, ki je omejena z velikostjo uporabljene
sonde. MikromreZe, ki pokrivajo celoten genom vsebujejo klone razporejene
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na 1Mbp intervala razdalje. Resolucijo lahko povecamo z visoko-resolucijski-
mi mikromrezami, ki vsebujejo prekrivajote se klone BAC-ov (20). Glavna
prednost PGH na mikromrezah je v moznosti odkrivanja subtilnih sprememb
v celotnem genomu. Prvi rezultati pri analizi limfomov so pokazali kriptitne
amplifikacije $tevilnin genov (BCL2, CCD1, CCD2, JAKZ, FG4MDM2...) (21)
ali n.pr. pri AML tandemske duplikacije/ampilifikacije MLL gena.

Zakljucek

Maligni fenotip je rezultat vsaj Sestih posami¢nih sprememb v celici: neodvis-
nost signalizacije, izguba apoptoze, odpornost do zaviralcev celi¢ne rasti,
nesposobnost proliferacije, ohranjanje angiogeneze in zmoZnost invazije oz.
metastaziranja (22). Sposobnost vpogleda nad celotnim biockemi¢nim doga-
janjem v malignih celicah je klju¢nega pomena v izvajanju terapije. V tabeli 2

Tabela 2. Primerjava razlicnih citogenetskih tehnik

Primerjava razlicnih citogenetskih tehnik

Tehnike Lotljivost | Prednosti Omejitve

Klasi¢na citogenetika - 10Mb Rutinska laboratorijska Potrebna Ziva kuftura

proganje kromosomov praksa. celic in metafazni
Pregled celotnega genoma. | kromosomi.

Matafazni FISH 1-10Mb Odkrivanje dolo¢enih DNA
sprememb.

Vetja locljivost kot kiasicna
citogenetika.

M-FISH 2-3Mb Najbolj senzitivna od vseh
metafaznih analiz.

Pregled celotnega genoma.

PGH 50kb-10Mb | Zelo visoka senzitivnost. Tehni¢na zahtevnost.
Ziva celi¢na kultura ni Potrebna visoko
potrebna. kvalitetna DNA.
Pregled celotnega genoma. | Potrebni visoko

kvalitetni testni
kromosomi.

Interfazni FISH 50-100 kb | Zelo visoka senzitivnost in Ni pregleda Cez celi
specificnost. genom.

Ziva celiéna kultura ni
potrebna.
Mozna anliza na eni celici.

PGH na 40-100kb | Visja senzitivnost in Tehni¢no zelo

mikromreZah 3-4 Mb specifitnost kot PGH. zahtevna in draga
Genom-wide scan. metoda.

Zahteva visoko
kvalitetno DNA.

FISH na iztegnjeni 1-5kb Zelo natan¢na analiza Tehni¢no izredno

DNA molekuli genoma.. zahtevna metoda.
Ni potrebna ziva celi¢na
kultura.
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€ pregled citogenetskih tehnik, ki se trenutno uporabliajo pri analizi raka ter
Y p

njihovih prednosti in pomankljivosti. Opisane metode so pomemben del v pro-
cesu diagnostike in sledenja bolezni. So tudi osnova za analize v bodoénosti

pri

kompleksnih Studijah na ekspresijskih in proteomskih mikromrezah.
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GENSKE MIKROMREZE

Radovan Komel

Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani

Uvod

Z objavo nukleotidnega zaporedja CloveSkega genoma v znanstvenih revijah
Science in Nature se je zagelo obdobije tako imenovane funkcijske genomike,
ko bo potrebno raziskati vseh 35.000 - 40.000 &loveskih genov in ugotoviti nji-
hovo vlogo oz. viogo njihovih proteinskih produktov v Zivijenju celice. Za
druzbo veckrat sli$imo, da je vstopila v ‘postgenomsko obdobje’, ki ga bodo
zaznamovali ze omenjena nova spoznanja v genomiki in v z njo povezani
biotehnologiji, nanotehnologija in novi materiali ter skokovit napredek racunal-
nidtva in informatike. Ce smo do sedaj v biokemiji, biologiji in z njima povezan-
imi biotehnolodkimi in biomedicinskimi vedami preucevali posamezne feno-
mene in nato spoznanja povezovali, je za funkcijsko genomiko in njeno *miajgo
sestro’ sistemsko biologijo znacilno, da celico obravnava kot sistem soasnos-
ti in prepletenosti tisoserih molekul in dogodkov, ter da v preucevanju
zapletenih mrez soodvisnosti i¢e vzorce, znadilne za trenutno fiziolosko oziro-
ma patofiziolosko stanje celice, kot tudi kljudne molekulske igralce, ki so
nekakdne ’kretnice’ pri celinih odloditvah in njihovemu usmerjanju.

Orodja funkcijske genomike

Ker celico obravnavamo kot sistem molekul in njihovih interakcij, so se vede za
njihovo preudevanije razvile v $tevilne "-omike’. Tako transkriptomika obravna-
va celicni transkriptom, ki ocenjuje kvantiteto in vrsto vseh v preuCevanih
razmerah navzo&ih mRNA. Proteomika obravnava celidni proteom, prav tako
kvantiteto in vrsto vseh navzogih proteinov, pa tudi njihove medsebojne inter-
akcije. Njena spoznanja razsirja strukturna biokemija, ki preutuje trodimen-
zionalno zgradbo proteinov in njene posledice za njihovo delovanje in aktiv-
nost. Metabolomika se ukvarja s celiénim metabolomom, kvantitativho nav-
zo¢nostjo celiénin metabolitov, njihovimi interakcijijami in interakcijami s
celiCnimi komponentami. Vse skupaj pa povezuje sistemska biologija,
odloCno podprta z bioinformatiko, ki naj bi ponudila globalna spoznanja o
medsebojni prepletenosti celi¢nih molekul v preiskovanih fiziolodkih razme-
rah.
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Mikromreze

MikromreZe ali bio-Cipi so majhne steklene ali silikonske ploscice, obitajno
velike kot mikroskopsko objekino stekelce, na katere nanesemo na tisoCe
gensko-specifiénih sond, in nam zato omogocajo globalno preudevanje tran-
skriptomov, v primeru protienskih bio-Cipov pa tudi proteomov. Gensko-
specificna sonda je kraja enoverizna molekula DNA, komplemetarna delu
nukleotidnega zaporedja preiskovanega gena; lahko gre za umetno sinte-
tiziran 70 bp dolg oligonukieotid ali pa za nekoliko dalj$o cDNA, ki jo pridobi-
mo z veriznim pomnozevanjem (PCR) omenjenega odseka gena. V tocko na
omenjeni podlogi, ki ni dosti vecja od enega mikrona, veZzemo nekaj sto ali
tiso& molekul omenjene sonde, nato na sosednjo to¢ko enako koligino
molekul sonde nekega drugega gena, in tako naprej. Tako v primeru visoko-
gostotnih bio-¢ipov na en &ip vezemo tudi do 20.000 razlicnih gensko-speci-
fisnih sond, v primeru nizkogostotnih bio-Cipov pa do nekaj tiso¢ gensko-
specifiénih sond.

Iz bolnega (npr. malignega) tkiva izoliramo vse mRNA, Kjer je koli¢ina posa-
mezne vrste mRNA odraz intenzivnosti izrazanja njenega gena. Isto naredimo
iz okolnega zdravega tkiva. RNA iz patoloskega tkiva ozna¢imo z zelenim flu-
orescendnim barvilom, tiste iz zdravega tkiva pa z rdecim barvilom. Z ocbema
populacijama preplavimo bio-¢ip in vsaka molekula ene vrste mRNA iz pato-
loskega tkiva bo tekmovala s tistimi iz zdravega tkiva za vezavo na molekule
svoje gensko-speciféne sonde, ki so pritrjene na bio-Cipu. Ce bo specifiénih
mRNA iz patoloskega tkiva veg, se bo tocka na bio-€ipu obarvala bolj zeleno,
in obratno, v primeru, da jih bo manj, bo obarvanje bolj rdeCe. V primeru
enakega izraZanja omenjenega gena bo to¢ka obarvana rumeno.

Celoten bio-&ip po opravljenem poskusu izgleda kot mreZa rdece, zeleno in
rumeno obarvanih pik, ki za vsak gen posebej povedo nalin oziroma inten-
ziteto njegovega izraZanja v patoloSkem oziroma zdravem tkivu, skupaj pa
dajo nekak3en pikcast vzorec, ki si ga lahko zamislimo kot ’prstni odtis’
preuc¢evanega fizioloSkega stanja celice. Ce z bioinformacijskimi posegi totke
razvrstimo po funkcijskih viogah, celicnem poloZaju ali strukturnih druzinah
genov, lahko celo pridobimo bolj izrazito pcdobo, ki neko fizioloSko stanje raz-
likuje od nekega drugega stanja celice.

Onkogeneza

Vemo, da je v nastanek raka vpletenih vegje Stevilo onkogenov in proti-onko-
genov. Onkogeni se znacilno povecano izrazajo ali pa so njihovi proteinski
produkti preveé aktivni, medtem ko je za proti-onkogene v malignosti znadil-
no, da njihovo izraZanje upade ali pa je celo odsotno. Preucevanje posa-
meznih genov raka je redko pripeljalo do zadovoljivih spoznanj o mehanizmu
nastajanja in napredovanja bolezni, saj so nam iz eksperimenta usli Stevilni
drugi geni, ki so odgovorni, da celico privedejo v stanje, ko napake v onko-
genih in odpovedi proti-onkogenov usodno poseZejo v njeno fiziologijo.
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Mikromreze v nasprotju s tem omogocajo vpogied v celovitost izrazanja
genov in fahko dajo informacijo o nagnjenosti k bolezni Ze v predrakastih stan-
jih, o obliki in stanju Ze nastale bolezni, kot tudi o teznjah oziroma oblikah
njenega napredovanja. To so seveda Zelje, ki jin bo napredek v raziskavah iz
funkcijske genomike morda Za zelo kmalu udejanjil in mikromreZe zdarvniku
lahko ponudil kot dobro diagnosti¢no in prognosti¢no orodje. Ker je rak sis-
temska in v veliki meri tudi individualna bolezen, bodo mikromreze verjetno
posegle tudi na podro&je tako imenovane "osebne medicine’. S preucavanjem
soCasnosti in prepletenosti molekulskih dogodkov bomo morda Ze v bliznji
onkogenezi in razvijali zdravila s tarénim delovanjem nanje, brez nepotrebnih
stranskih u€inkov na druge proteine celice in organizma. Taka zdravila razvija-
jo ze danes in jih poznamo kot ’biologka zdravila’.
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METODE IN TEHNIKE DOLOCANJA MUTACIJ V
MOLEKULARNI ONKOLOGIJI

Damjan Glavac

Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani

Povzetek

Sekveniranje celotnega ¢loveskega genoma in doloCitev genomske strukiure
vegine od okoli 32000 genov je veliko pripomoglo k bolj§emu razumevanju mo-
lekularnih osnov mnogih bolezni in pospesilo razvoj novih molekularno genet-
skih testov. Pri genetskih boleznih, kjer je bolezenski gen znan, je odkritje mu-
tacije najbolj zanesljiva diagnosti¢na metoda in osnovni pogoj za uspesno in
uginkovito molekularno diagnostiko. Metode in tehnike za odkrivanje mutacij v
bolezenskih genih delimo na raziskovalne in diagnosti¢ne. Raziskovalne so bol;
zahtevne in bolj splodno uporabne, medtem ko so diagnostiCne pogostokrat
razvite samo za dologeno bolezen, dolo¢en gen ali skupino genov in omogo-
&ajo hitrejdo in natanéno diagnostko. Poleg tradicionalnih tehnik za diagno-
stiko, kot so citogenetske tehnike in tehnike, ki temeljijo na hibridizaciji DNA s
posebnimi oznadevalci so se razvile nove, katerih osnova je pomnoZevanje v
verizni reakcija s polimerazo (PCR). To so predvsem analiza konformacij enove-
riznih DNK (single stranded conformational polymorphism ~ SSCP), analiza
heterodupleksov (heteroduplex analysis — HA), denaturacijska visokolocljivost-
na tekoc&inska kromatografija (DHPLC - Denaturing High Performance Liguid
Chromatography) in metodologija TagMan. Metoda hkratnega pomnoZevanje
od ligacije odvisnih sond (MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplifi-
cation) omogoda odkrivanje odstopanja v $tevilu kopij DNA. V zadnijih letih pa
se je razvila predvsem tehnologija DNA mikromrez, ki omogoca hkratno anali-
zo velikega Stevila genov s pomogjo hibridizacije oznaCenih sond na vnaprej
pripravijena analizna mesta na mreZi. NajnovejSa prizadevanja diagnostike
gredo v smeri kombiniranja ve¢ tehnologij v enotnem miniaturiziranem sistemu
za biologko in kliniéno analizo v t.i. “laboratoriju na Cipu”. Nove tehnologije
bodo omogodile mnogo hitrej$o in predvsem natancnejSo opredelitev bolezni.

Genetske bolezni

Poznamo priblizno 6000 genetskih bolezni in okoli 1200 genov za katere so Ze
razvili diagnosti¢ne metode odkrivanja mutacij v teh genih. Za molekularno
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diagnostiko v onkologiji je §e posebno pomembno ugotavijanje napak v prib-
lizno 100 onkogenih in za tumorje zaviralnih genih. Za ugotavljanje vedine
mutacij teh genov pa praviloma ne moremo uporabiti samo ene metode ali
tehnike. Mutacije, ki jih lahko pri¢akujemo v teh genih, so praviloma razli¢nih
velikostnih redov in zaenkrat ne poznamo ene same univerzalne metode za
njihovo odkrivanje (Tabela 1).

Tabela 1 Velikost mutacije v odvisnosti od uporabljene metode za njeno dolocevanje

Velikost Vrsta mutacije Metoda odkrivanja

mutacije mutacij

<1bp metilacija (5-metil-C > C) MLPA, sekveniranje
metiliranih citozinov

1bp tranzicije, transverzije (A>G, C>T...) SSCP, DHPLC, sekveniranje

1-10bp delecija, insercija, podvajanje SSCP, DHPLC, sekveniranje

10~102 bp delecije, insercije, inverzije, podvajanje SSCP, DHPLC, sekveniranje

102-10%3bp | celotni ekson()) = intron(j) SSCP, DHPLC, sekveniranje

10%-10%bp | celotni gen MLPA, citogenetske metode

10%-107 bp | vet sosednjih genov citogenetske metode, Southern

107-108 bp segmenti kromosoma/celotni kromosom citogenetske metode

Dolocanje mutacij in polimorfizimov

Mutacija pomeni vsako spremembo v zaporedju nukieotidov DNK, ki se pravi-
toma izraza v bolezenskem fenotipu. Posledica mutacij so razli¢ni zapisi DNK
pri dologenem genu ali aleli. Ce se alela homolognega genskega para razliku-
jeta, pravimo, da gre za heterozigotno stanje, Ce sta enaka, pa govorimo o
homozigotu. Homozigotna stanja so povezana predvsem z genetskimi bolez-
nimi, ki se dedujejo recesivno, heterozigotna stanja pa z boleznimi, ki se dedu-
jejo dominantno. Prve mutacije in polimorfizme so ugotavljali z uporabo re-
strikcijskih nukleaz. Znanih je ve¢ kot 300 restrikcijskih endonukleaz, ki pre-
poznajo t. i. palindromska zaporedja na dvoverizni DNK in na takem mestu
cepijo DNK. Uporabljajo se tudi pri metodi Southernovega prenosa s katerim
analiziramo odseke DNK, ki so precej veliki, obi¢ajno ve¢ kot 1000 baznih
parov, zato se metoda v diagnostiki uporablja predvsem za odkrivanje vecjih
okvar v genomu, tj. vegjih delecij, insercij ali duplikacij. Metoda prenosa po
Northernu je precej podobna, le da pri njej uporabimo RNK namesto DNK,
metoda prenosa Western pa se uporablja za proteine. Metoda veriZzne reakci-
je s polimerazo osnovna metoda oz. prva stopnja molekularne diagnostike,
saj omogoCa pomnoZevanje poliubnega odseka DNK, dolgega tudi do veé
1000 baznih parov v zadostni mnozini (do 1 mikrograma), ki je potrebna za
nadaljnje diagnosti¢ne postopke (na primer reakcijo z restrikcijsko endonuk-
leazo, hibridizacijo, analizo mutacij s SSCP, analizo heterodupleksov ali drugo
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metodo, dot-blot analizo ali sekven&no reakcijo). Analiza kenformacij enove-
riznih DNK (single stranded conformational polymorphism — SSCP) in analiza
heterodupleksov (heteroduplex analysis — HA) sta po pomnoZevanju dolote-
nega odseka DNK v verizni reakciji s polimerazo med najpogostejsimi tehnika-
mi za odkrivanje napak v bolezenskih genih. Enoverizna DNK se v nedenatu-
racijski raztopini zvije v specificno sekundarno strukturo, odvisno od njenega
zaporedja. Verige DNK, ki se logijo celo za 1 nukleotid, lahko zavzamejo dru-
gaéno konformacijo — trodimenzionalno strukturo enoverizne DNK. Te razlike v
strukturi lahko opazimo v razliénem potovanju verig — konformacij po elektro-
forezi na poliakrilamidnem gelu v primerjavi s kontrolno DNK, brez mutacije.
Njeni prednosti sta predvsem hitrost in nezapletenost, vendar pa ni stoodstot-
no ob¢utliiva in jo je véasih teZko interpretirati, e zlasti, kadar se pojavijo
metastabilne konformacije. Podobna metoda je analiza heterodupleksov (het-
eroduplex analysis — HA) ki se pogosto uporablja v kombinaciji s SSCP, saj jo
lahko izvajamo pri zelo podobnin pogojih elektroforeze. Heterodupleksi so
dvoverizne strukture DNK, ki nastanejo po denaturaciji enoveriznih DNK, Ce
obe verigi nista popolnoma enaki. Zlasti mo¢ne strukiure heterodupleksov
nastanejo pri manjsih delecijah ali insercijah do 10 baznih parov, ki so pogoste
pri mnogih onkogenih in za tumorje zaviralnih genih. Metoda denaturacijske
visokolog&ljivostne tekoginske kromatografije (DHPLC - Denaturing High Perfor-
mance Liquid Chromatography) temelji na zaznavanju sprememb DNK na pod-
lagi nastanka in loGevanju heterodupleksov. Za razliko od SSCP je njena obgut-
liivost skoraj 100%, ker je optimalne pogoje analize heteroduplekov mogocCe
zelo natanéno napovedati. Metoda hkratnega pomnozevanje od ligacije odvis-
nih sond (MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) omogoca
odkrivanje odstopanja v $tevilu kopij DNA in je primerna predvsem za dolo-
¢anje delecij in duplikacij, ki jih je z drugimi metodami tezko doloditi. Metoda
TagMan je novej§a metoda, primerna za zelo hitro in natancno genotipizacijo
velikega $tevila vzorcev, obenem pa na osnovi sledenja PCR v realnem Casu
omogoda tudi natan&no kvantifikacijo izrazanja genov. Metodo TagMan odliku-
jejo predvsem visoka obé&utljivost in specifinost, odsotnost “post-PCR” kora-
kov, zmanj$ano tveganje kontaminacije s prenosom, zmoznost cbdelave veli-
kega $tevila vzorcey, kratek &as analize in skoraj popolna avtomatizacija. Edina
metoda, s katero neposredno dokazemo mesto mutacije, je doloCevanje nuk-
leotidnega zaporedja oziroma sekvenéna analiza. Kljub pomembnemu napred-
ku v zadnijih letih zaradi avtomatizacije in hitrosti izvedbe ter neradioaktivnim
postopkom je metoda $e vedno precej draga in zamudna, zato se v moleku-
larni diagnostiki obiajno uporablja v zadnji stopnii, ko je treba vzorec DNK, v
katerem smo odkrili mutacijo z drugimi metodami, potrditi oziroma tocno dolo-
giti mesto okvare. DNK-mikromreZze (DNA microarrays) omogocajo analizo
celotnega genoma. Hibridizacije potekajo na t. i. DNK-gipih z visoko locljivo-
stjo. Logimo DNK-mikromreZe, s katerimi ugotavijamo razlike v izraZanju posa-
meznih genov, in DNK-mikromrezZe, s katerimi dologamo polimorfizme in muta-
cije v posameznih genih ali skupini genov.
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MUTATION ANALYSIS IN FAMILIAL BREAST CANCER
PATIENTS

Erik Teugeles, Jacques De Greve

Free University of Brussels

Abstract: Using a combination of three complementary screening tech-
niques we investigated 186 Slovenian families with 2 or more cases of
breast/ovarian cancer and found a cancer predisposing mutation in 57 fami-
lies (30%). When considering families with more than 4 breast cancer cases or
with at least one ovarian tumour, the mutation recovery rate rises to 50%. The
BRCA1/2 mutations found in the Slovene population are distributed over the
whole length of both genes but because of the high incidence of a few of
these mutations, a restricted molecular screening covering only four DNA
fragments can identify two third of them. A limited screen can thus be offered
to persons that do not meet the strict intake criteria. Finally, since the genetic
cancer predisposing factor seems to be missed in a significant fraction of the
families (50% of Slovenian families), efforts are made worldwide (1) to amelio-
rate the screening efficiency of the BRCA1/2 genes and (2) to identify other
breast cancer predisposing genes.

Breast cancer is a very common disease affecting some 10% of western
women. Although the disease occurs mostly in the sporadic form, familial
clustering is observed in about 10% of the cases. Linkage analyses per-
formed in the early nineties, aimed to identify the chromosomal regions
involved in this genetic cancer predisposition, indicated that 2 loci located at
17921 and 13912 must be responsible for the disease in 80% of high risk fam-
flies. Two breast cancer predisposing genes, BRCA1 and BRCAZ2, were iden-
tified respectively in 1994 and 1995. From that moment on, molecular analy-
ses of the BRCA1 and BRCA2 genes became possible, and knowing the dis-
ease causing mutation in a particular family became a very important tool for
the counselling of this family.

BRCA1 and BRCA? are very large genes organized in respectively 23 and 27
exons. Moreover, it became rapidly clear that the identified mutations are dis-
tributed over the whole length of the coding sequences. Mutation screening
thus appeared to be a time and money consuming enterprise and the need for
selective intake criteria was obvious. Today, mutation analysis of the full cod-
ing sequence of BRCA1 and BRCA2 can be offered by the majority of the
genetic diagnostic laboratories, although the used screening technigques may
vary somehow.
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In our laboratory (VUB Brussels) we use a combination of 3 different tech-
niques to screen the BRCA1/2 genes. The analyses are performed on genom-
ic DNA prepared from blood samples of cancer affected persons.

The Protein Truncation Test (PTT) is applied for the analysis of the few farge
exons. Genomic stretches of DNA obtained by PCR are used IN VITRO to
generate the corresponding protein sequences. These proteins are subse-
quently analysed on a polyacrylamide gel. A control person (with wild type
DNA sequences) will generate a protein with a specific length. However, a
patient carrying a nonsense or frameshift mutation in one allele will in addition
show a second band on a protein gel, the smallest one corresponding to the
mutant form. The advantage of the PTT technigue is that it is less time con-
suming, can be applied on relatively large PCR fragments (and thus conve-
nient for the analysis of large exons), and all identified mutations can be clas-
sified as cancer predisposing since they generate truncated proteins.
Disadvantage is that we miss the missense mutations. However, this is not
seen as very disturbing since only very few missense mutations can be clas-
sified as cancer predisposing at this moment. The majority of them are benign
polymorphisms or are reported as “unclassified variants” and thus non-infor-
mative for clinical purposes.

The Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) is used to analyse all the
remaining protein encoding small exons (57 in total). PCR fragments are first
generated for each of these exons. The fragments are then heat denatured
and renatured. When performed on a control sample (both alleles being iden-
tical and wild type), this will generate only one type of double stranded DNA
molecules. However, heterozygous mutation carriers will generate 4 different
types of DNA duplexes: 2 homoduplexes and 2 heteroduplexes. These 4
duplex molecules have each a specific temperature at which the DNA strands
will separate. When loaded and run on a polyacrylamide gel in which an
increasing denaturing gradient has been build up, fragments will migrate until
they reach a position in the gel where the DNA strands will separate. Since a
40 base pair long sequence with high GC content (the GC clamp) was added
artificially at one end of the PCR fragment (via a modified PCR primer), the
DNA strands will not totally separate but remain attached at one extremity.
This will result in the generation of a conformation that prevents further migra-
tion through the gel. Heterozygous mutant samples will thus show 4 bands
after gel migration, control samples only one. The DGGE method works well
on 200-300 base pair long DNA fragments, and is thus adequate for the anal-
ysis of small exons. In contrast to the PTT method, DGGE picks up the mis-
sense mutations, but since most of them are benign polymorphisms, many
“false positives” will be identified.

The two techniques presented here above are able to detect mutations affect-
ing only one or a few nucleotides (missense, nonsense, insertions or deletions
a few nucleotides long). However, more recently several groups reported dele-
tions or duplications involving one or several consecutive exons. These muta-
tions are probably generated when a recombination occurs between mis-
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aligned sequences. Since the intronic sequences of BRCA1 are very rich in
repetitive elements (e.g. Alu repeat), misalignments and subsequent recombi-
nations can be expected and are indeed observed. Such mutations are almost
not encountered in the BRCA2 gene. In the past, mutations involving large
stretches of DNA could be identified using time consuming techniques such
as Southern blots, but recently a new approach was developed (MLPA) that is
currently used for the routine screen of BRCA1.

We applied the BRCA genetic analysis on 186 Slovene families, and a cancer
predisposing mutation was detected in 57 of them. Although the mutations
were dispersed over the whole length of the BRCA1 and BRCAZ2 coding
sequences, 5 distinct mutations occurred very frequently in the population.
This clustering has very important consequences for the genetic screen.
Indeed, since the analysis of only 4 PCR fragments led to the identification of
the cancer predisposing mutations in 39 of the 57 BRCA1/2 positive Slovene
families (68%), the genetic screen will always be initiated at these 4 particular
DNA regions. Moreover, persons or families who do not strictly meet the
including criteria for the genetic screen can be submitted to a restricted anal-
ysis (e.g. women with bilateral breast cancer or women who developed breast
and ovarian cancer). A population based study can eventually be performed
on the Slovene population to estimate the frequency of BRCA mutations in
isolated breast cancer patients (male or female).

One of the mutations frequently occurring in the Slovene population (IVS16-
2A>G) was found exclusively in Slovenia or at the Slovenian border in ftaly,
while 2 other recurrent mutations (1806C>T and 5382insC) have been
encountered in many other countries. Very unexpected is the frequent occur-
rence of cancer predisposing missense mutations affecting one of the con-
served residues that define the RING finger motif located near the protein NH,,
terminus (encoded by exon3 and exon5 of BRCA1).

In breast cancer only families (no cases of ovarian cancer) with 5 or more can-
cer patients we could identify a BRCA1/2 mutation in about 50% of the fami-
lies. When less breast cancer cases occurred in the family, the mutation
recovery rate also decreases (e.g. only 12% in families with 2 breast cancer
cases). A possible explanation for this observation is the occurrence of sever-
al sporadic breast cancers within a same family. A similar decrease of the
recovery rate is not observed however in families with breast and ovarian can-
cer. In those families the mutation recovery rate is 50% independently of the
number of cancer affected relatives, confirming the hereditary nature of the
disease even in families with a restricted number of cancer patients. Since the
highest observed mutation recovery rate in Slovene families is 50% even in
those families with a high number of affected relatives (and with ovarian can-
cer), we may suppose that a whole set of cancer predisposing mutations
escape to our attention. At least part of them might be located in BRCAT
and/or BRCA2 but are not detectable with the currently used screening tech-
niques (e.g. mutations located in the promoter region or within intronic
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sequences distal from the intron/exon junctions). Mutations located in other
genes can also be responsible for the frequent occurrence of breast (and
ovarian) cancer in a fraction of the families. However such genes, with a clear
dominant cancer predisposing phenotype comparable to what is observed
with BRCA1 or BRCA2 mutations, have not been reported yet.
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ONKOLOSKO GENETSKO SVETOVANJE

Janez Zgajnar

Onkologki institut Ljubljana

Uvod

Onkolosko genetsko svetovanje je podrogje, ki doZzivlja izjemen razvoj. S
pomocjo biotehnologije vedno podrobneje spoznavamo vzroke za razvoj
rakov, med katerimi so mnogi dedni. V pri¢ujotem prispevku so predstavljena
nadela onkologkega genetskega svetovanja.

Osnove onkoloskega genetskega svetovanja

Rak je bolezen, ki ima svoj vzrok v mutaciji ali mutacijah DNK (deoksiribonuk-
leinska kislina), zaradi katerih se celice nenadzorovano delijo in postanejo
nesmrtne. Vedinoma gre za mutacije, ki se v celici kopicijo $¢asoma v toku
Zivijenja. Ob kombinagiji ravnopravénjin mutacij celica postane maligna. Takim
rakom pravimo sporadiéni raki.

Pri okoli 10% bolnikov z rakom ugotavljamo kopicenje istih vrst raka v druZini,
bolniki zbolevajo miajsi od povpredja za posameznega raka, pogostejsi so bilat-
eralni raki parnih organov. Takim rakom pravimo familiarni raki. Sumimo lahko,
da je vzrok za tak vzorec zbolevanja deden. Familiarni raki, za katere poznamo
gen {(ali gene), ki mutirani privedejo do bolezni, pa se imenujejo dedni raki.
Familiarni in dedni raki so predmet Onkoloskega genetskega svetovanja.

Za onkolo$ko genetsko svetovanje veljajo enaka pravila kot za genetsko sveto-
vanje nasploh. Genetsko svetovanje je definirano kot »proces komunikacije, ki
se ukvarja s lovekovimi stiskami povezanimi s pojavljanjem (ali ogroZeno-stjo)
genetske napake v druZini«. V tem procesu sodeluje eden, ali vec, za to
usposobljenih ljudi, ki imajo za nalogo:
1. razloZiti vse medicinske vidike obravnavane genetske napake (diagno-
stika, verjeten potek bolezni in moznosti zdravljenja)
2. razloZiti vpliv dedovanja na pojav bolezni in ogrozenost druzinskih
Clanov
3. predstaviti vse vrste razpoloZijivin ukrepov v sootanju s poveCano ogro-
zenostjo
4. izbrati ukrepe, ki so najprimernejsi, upostevaje stopnjo ogrozenosti, Ziv-
lienjske cilje druZine, eti¢na in verska nacela druzine.
Najbolje prikrojiti izbiro ukrepov za vsakega ¢lana druZine posebej

o
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Nacela, ki jih moramo pri genetskem svetovanju upostevati so:

1.
2.
3.

4.

5.

sodelovanje ogroZenih oseb je prostovolino

nujen je podpis soglasja

svetovalec ne sme vsiljevati ukrepov kadar ni dokazov, da je ena izbira
boljSa od druge.

upostevanje psihosocialnih in ¢ustvenih vidikov soodanja z dedno
ogrozenostjo

zaupnost

Namen onkoloSkega genetskega svetovanja je poiskati posameznike in dru-
zine, kjer bi bil vzrok za pogosto zbolevanje za nekaterimi raki lahko deden in
jim svetovati najprimernej$e ukrepe. Z ukrepi Zelimo zmanj8ati zbolevanje
in/ali umrljivost za rakom, ter olaj3ati Zivijenjsko stisko oseb iz ogroZenih dru-

Zin.

Onkolosko genetsko svetovanje ima ved stopen;:

1.

ocena verjetnosti dednega raka.

Ocena temelji na natanéni druZinski anamnezi. Zbrati moramo &imveg
podatkov o vseh boleznih v druZini (vsaj za prvi dve koleni) in biti po-
zorni na: histolosko diagnozo, starost ob pojavu bolezni, bilateralnost
ali multiple rake. Histolo&ke diagnoze zbolelih sorodnikov moramo pre-
veriti. Pomembni so tudi podatki o zdravih ¢&lanih druZine.
Pri oceni ogrozenosti za nekatere rake (dojka, 3iroko ¢revo) so nam na
voljo matemati¢ni modeli, s katerimi izratunamo verjetnost mutacije v
druzini in verjetnost, da bo preiskovana oseba v svojem Zivijenju
zbolela za dolo¢enim rakom.

Ce jo verjetnost, da je zbolevanje za rakom (ali raki) v druZini posledica
mutacije znanega gena dovolj visoka, svetujemo genetsko testiranje

. genetsko testiranje

Danes poznamo Stevilne gene, katerih mutacije povzrotajo rake. Ge-
netsko testiranje svetujemo takrat, ko je verjetnost mutacije pri
preiskovani osebi vsaj 10%. Pri aviosomnem dedovanju testiramo
najprej, Ce je le mogocCe, Ze zbolelega Clana druZine; verjetnost, da
bomo nasli mutacijo je tako kar dvakrat vigja, kot Ce bi testirali npr.
sorodnika v prvem kolenu .

Pri razlagi rezultata genetskega testiranja moramo upostevati

¢ analitsko zanesljivost testa

lzvid testiranja je odvisen od natanénosti testa in kako skrbno je bil izve-
den

o kiini¢ni pomen testa

Pomeni verjetnost, da bo preiskovana oseba, kjer smo nasli mutacijo,
zbolela za dolo¢enim rakom. Odvisna je ne samo od najdene mutacije,
temved tudi od vrste mutacije in okolja iz katerega oseba izhaja. Slednje
lahko vpliva na penetranco mutacije (penetranca pomeni verjetnost, da se
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lastnost zapisana v genih, izrazi), zato je lahko pomen mutacije v razlicnih
okoljih razli¢en. Oboje govori, kako pomembno je opraviti raziskave v
vsakem okolju posebej (tudi v Sloveniji).

kliniéna uporabnost test

Zanima nas, kak&no korist bo imel nosilec mutacije, ¢e se odloci za pred-
lagane ukrepe. Ukrepe, ki jih predlagamo nosilcem mutacij, lahko razde-
limo v tri skupine

Presejanje (skrining).

Namen je s pogostimi kontrolami odkrivati &im zgodnejse stadije bolezni
Ukrepi za zmanjS$evanje ogrozenosti

Ukrepi za dvig kakovosti zivijenja

svetovanje pri nedednem raku

Kot smo Ze omenili, pogosto najdemo druzine, ki so mo&no ogrozene za
nekatere rake, z genetskim testiranjem pa mutacije ne najdemo. Razlogov
za vedjo ogrozenost je lahko ve¢ (8e neznan gen, nizka penetranca
mutacije, multifaktorsko dedovanje, okolje..) Ne glede na negativen izvid
testiranja tudi tem druzinam predlagamo ukrepe, najveckrat pogoste kon-
trole.
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DEDNI RAK DOJK IN JAJONIKOV

Janez Zgajnar, Mateja Krajc, Nikola Be$i¢, Marko HoCevar,
Cvetka Bilban Jakopin, Katarina Lokar, Srdjan Novakovié,
Vida Stegel, Miljeva Rener, Ale$ Vakselj

Onkoloski institut Ljubljana

Enako kot za druge rake, tudi za rak dojk in jajénikov velja, da jih je velika
vecina sporadiénih in te okoli 5 % dednih. Dedni raki dojk so vecinoma
posledica mutacij genov BRCA1 in BRCA 2 in le redko drugih genov v skiopu
nekaterih sindromov (Li-Fraumeni- mutiran p53, Cowden — mutiran PTEN,
Muir-Torre- mutirana MSH2, MLH1, Peutz-Jeghcrs, ataxia —teleangiectasia).
Dedni raki jajénikov so v 90% posledica mutacij BRCA1 in BRCA 2, v pri-
blizno 10% rakov pa so v skiopu HNPGC ~mutirana gena hMLH1 ali h(MSH2.
Dednega raka dojk ne moremo obravnavati lodeno od dednega raka raka
jajcnikov, ker so vzrok za obe bolezni v vedini primerov mutacije istih genoy,
BRCA 1in BRCA 2. Gena BRCA 1 (BREAST CANCER) in BRCA 2 so odkrili
sredi 90 let v druzinah s kopigenjem raka dojk in jajénikov. Prvo odkriti je dobil
ime BRCA 1 (lezi na 17 kromosomu) ter drugo odkriti BRCA 2 (lezi na 13 kro-
mosomu). Spadata med t.i. tumorske zaviralce (anglesko »tumor supressor
gene). Za oba gena je znadiino, da sta zelo velika in da imata po vel podrodij
z repetitivnimi (ponavljajoéimi ) sekvencami; zaradi obojega je genetsko testi-
ranje tehni¢no zelo zahtevna naloga.

Posledice mutacij genov BRCA1 in BRCA 2 so pogostejse zbolevanje za
nekaterimi raki pri nosilcih teh okvar. Verjetnost, da bo zenska, nosilka take
okvare, v svojem Zivijenju zbolela za rakom dojk, je kar med 40-80% (sicer
med 6-10%); zelo velika je tudi verjetnost, da bo zbolela za rakom jajcnikov in
sicer med 20-40% (sicer med 1-2%). Zapisane &tevilke so zgolj orientacijske;
pomembno je namre, kateri od obeh genov je mutiran in za katero mutacijo
gre. Pri mutacijah gena BRCA 1 je ogrozenost za rak dojk in jajénikov blizje
zgornjim vrednostim, pri BRCA 2 pa, vsaj za rak jajénikov, spodnjim.
(OgroZenost za raka jajénikov pri nosilkah mutacij BRCA 2 je vi§ja, &e mutaci-
jalezi na t.i. »ovarian cluster region«) Nosilke mutacij gena BRCA 1 zboleva-
jo v povpredju mlaj$e kot nosilke mutacij BRCA 2.

Mutacija BRCA 2 moéno poveca ogroZenost za rak dojk tudi pri moskih. Rak
dojk je med moskimi sicer zelo redka bolezen in predstavija manj kot 1%
rakov dojk. Med nosiici mutacije BRCA 2 pa jih zboli tudi do 15%.

Zelo je pomembna tudi vrsta mutacije in kje na genu je do nje prislo.
OgroZenost za zbolevanjem (penetranca) je lahko mnogo niZja, kot na primer
pri mutaciji gena BRCA2 odkriti med Islandci, kjer je za rak dojk pri Zenskah le
okoli 40 %.
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V nekaterih zakljugenih in zaprtih skupinah fjudi (narodnostnih ali zemljepis-
nih), se pojavljajo za to skupino tipi¢ne mutacije. Take mutacije so nasli pri Ste-
vilnih narodih, na primer pri Judih, Islandcih, Nizozemcih in - kot kaze - tudiv
Sloveniji. To genetsko testiranje mo¢no poenostavi in tudi poceni.

V druzinah, v katerih je mutacija navzo¢a, najdemo kopicenje bolezni, sorod-
niki zbolevajo v miajsih letih, vec je tudi primerov, ko se bolezen pojavi na
obeh dojkah. Raki dojk pri nositkah mutacij BRCA 1 so v povpredju belj malig-
ni (visoka malignostna stopnja, negativni estrogenski receptorji, negativni pro-
gestronski receptorii, negativen Her-2- po genskem podpisu sodijo med
»basal type« rake dojk), kar pa ne drzi za BRCA 2.

Mutacije genov BRCA 1 in BRCA 2 so povezane Z vedjo ogrozenostjo tudi za
nekatere druge rake. Pri nosilcih mutacij gena BRCA 1 je ogrozenost za raka
sirokega Srevesa 2 krat ve&ja kot pri nenosilcih. Mutacija gena BRCA 2 je po-
vezana s kar 7 krat ve&jo ogroZenostjo za raka prostate pri moskih. Mutacija
BRCA2 povezana tudi z povetano ogrozenostjo za raka trebusne slinavke,
Zelodca in melanomom.

Gledano s strogimi genetskimi merili se bolezen prenasa avtosomno rece-
sivno, glede na visoko verjetnost zbolevanja nosilcev mutacij pa govorimo kar
o avtosomno dominatnem nacinu dedovanja.

Ukrepi pri nosilcih mutacij BRCA 1 ali BRCA2

Na voljo je ve¢ razliénih ukrepov, ki pa imajo vsi pomankijivosti. O vseh
moznostih se z nosilcem mutacij BRCA 1 ali BRCA 2 natan¢no pogovorimo.
Prizadeti osebi prepustimo izbiro, ki ji najbolj ustreza.

1. Pogoste redne kontrole

Dojka:

e redno mesetno samopregledovanje (10. dan od zaletka zadnje menstru-
acije) od 18 leta naprej

e kliniéni pregled vsakih 6 mesecev od 25 leta naprej

o mamografija 1x letno od 25-35 leta naprej

e ultrazvok 1x letno od 25-35 leta naprej

e magnetna renonanca dojk

Namen pogostih kontrol je odkriti bolezen Simbolj zgodaj. V oporo so nam
podatki nekaterih raziskav, ki kaZejo, da aktivno mamografsko presejanje za
rak dojk lahko zmanj$a smrtnost za to boleznijo tudi do 30%. Ti izzidi seveda
ne veljajo samoumevno tudi za nosilce mutacij genov BRCA 1 ali BRCA2. V
zadnjem Gasu se kot rutinska preiskava vse bolj uveljavija magnetna resonan-
ca, ki je v primerjavi z ostalimi slikovnimi preiskavami mnogo bolj obcutljiva
preiskava pri tej skupini Zensk
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Jajenik:

e Klini¢ni pregled 1x letno od 30-35 leta naprej

s transvaginalni ultrazvokix letno od 30-35 leta naprej
¢ CA 125 1x letno od 30-35 leta naprej

Uspesnost zgodnjega odkrivanja raka jajénikov je manj prepricljiva, kljub temu
pa ostaja ena od moznih izbir.

2. Preprecevanje nastanka bolezni 7 zdravili

(Kemopreventiva)
Nekatere raziskave so namre¢ dokazale uspesno prepreCevanje raka dojk pri
doloCenih skupinah Zensk z uporabo zdravil, t.i. selektivnimi blokatorji hor-
monskih receptorjev. Zanesljivih podatkov o ospesnosti te strategije ni, zato
danes kemopreventivo pri nosilcih mutacij genov BRCA 1 ali BRCA 2 lahko
predlagamo le okviru klini¢nih raziskav.

Vse kaze, da uporaba oralne kontracepcije pri nosilkah mutacij BRCA 1 in
BRCA 2 zniza ogrozenost za rakom jajénikov. Sporna ostaja uporaba hor-
monskeg nadomestnega zdravljenja po opravijeni profilakti¢ni ovariektomiji
pri mladih Zenskah.

3. Kirurski posegi
Dojka

e Qdstranitev obeh dojk
¢ Obojestranska odstranitev dojk s takojsnjo rekonstrukcijo (z umetnimi vsad-
ki ali z lastnirm tkivom - reznjj)
 Obojestranska podkozna odstranitev dojk z ohranitvijo bradavice in koZne-
ga kolobatja in takojsnja rekonstrukcija
Najuspesnejsi, in obenem najnasilnejsi nadin zmanj$evanja ogrozenosti za rak
dojk je kirurski poseg. Odstranitev obeh dojk (profilaktiéna mastektomija)
zmanj$a verjetnost za rak dojk za priblizno 85-90%. Odstranitev obeh dojk je,
kljub morebitni rekonstrukciji, zelo nasilen poseg v celovitost enske s hudimi
psihi¢nimi posledicami. Stevilo Zensk, ki se odlodi za tak poseg je zelo odvis-
no od okolja, v katerem Zivijo. Se pred nekaj leti se je v Evropi, v nasprotju z
ZDA, za to moZnost odlogilo zelo malo Zensk. V zadnijih letih pa je Stevilo teh
posegov tudi v Evropi (in Sloveniji) vedno vedje. Ker je odloGitev za odstranitev
obeh dojk teZka mora imeti Zenska za premisiek na voljo vsaj pol leta ¢asa ali
ved.

Jajénik
e Kirurska odstranitev jajcnikov z jajcevodi

Dale¢ najuspes$nej$a metoda prepreCevanja raka jajénikov je odstranitev
jajnikov skupaj z jajcevodi (ogroZenost zmanjSa za 98%). Odlogitev za ta
poseg je lazja kot to velja za dojke, eprav $e vedno ne lahka. Ker gre
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vedinoma za miade Zenske, s tem posegom povzro¢imo predCasno meno-
pavzo in z hjo povezane teZzave. Kljub temu smo mnenja, da velja premisliti o
tem posegu kmalu po tem, ko si zenska ustvari druzino. Z odstranitvijo
jajénikov se zmanjsa tudi ogroZenost za raka dojk za priblizno 50%. Zanimivo
je, da se ogrozenost zmanj$a tudi pri nosilkah BRCA 1 mutacij, pri katerih so
tumorji hormonsko neodvisni — pojav $e ni pojasnjen, odpira pa Stevilna
vprasanja biologije tumorjev.
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POTEK GENETSKEGA SVETOVANJA IN TESTIRANJA
NA ONKOLOSKEM INSTITUTU LJUBLJANA

Katarina Lokar, Janez Zgajnar, Mateja Krajc, Nikola Besic,
Marko Hocevar, Cvetka Bilban Jakopin, Srdjan Novakovid,
Vida Stegel, Miljeva Rener, Ale§ Vaksel]

Onkologki institut Ljubljana

Na Onkoloskem institutu Ljubljana smo zaceli v februarju 2001 z genetskim
svetovanjem za dedni rak dojk in jaj¢nikov. Postopoma smo oz. §itimo
dejavnost $e na druge oblike dednega raka. Dejavnost izvaja multidisciplinarni
tim, ki ga sestavliajo zdravniki razli¢nih specialnosti (kirurg, radioterapevt,
ginekolog, rentgenolog, psihiater, itd.), medicinska sestra, molekularni biolog,
psiholog.

Prvi stik pacienta z Ambulanto za onkolo$ko genetsko svetovanje je najvec-
krat po telefonu. K nam jih napotijo onkologi, ginekologi, osebni zdravniki,
Centri za bolezni dojk, druzinski ¢lani pri katerih je bila ugotovljena mutacija,
zelo pogosto pa se ljudje obrnejo na nas sami, ko zasledijo informacije o nasi
ambulanti v medijih. Medicinska sestra v prvem pogovoru pacientu na kratko
razloZi potek genetskega svetovanja ter mu podlie vpradainik za zbiranje
druzinskih podatkov (rodovnik) in informativno gradivo. Ko pacient vrne izpol-
njen vprasalnik, sledi nadaljnja obravnava pacienta/druzine.

Pred genetskim svetovanjem medicinska sestra iz poslanih podatkov narise
rodovnik, po dogoverjenih metodah oceni ali so izpolnjeni kriteriji za genetsko
svetovanje, naredi oceno tveganja za nastanek bolezni in oceno verjetnosti
mutacije v druzini. Ko so vsi druzinski podatki zbrani in analizirani, medicins-
ka sestra predstavi druzino ostalim ¢lanom multidisciplinarnega tima na red-
nih mesec¢nih sestankih. Medicinska sestra informira ¢lane tima tudi o manj-
kajocih ali nezanesljivih podatkih, o posebnostih druzine ter o Zeljah pacienta
glede svetovanja in testiranja. Glede na vse zgoraj navedeno se tim dogovori
ali je smiselno povabiti pacienta v ambulanto, ali je smiselno opraviti gensko
testiranje ter katere preventivne ukrepe oziroma program kontrol bi pacientu
priporoCili glede na ocenjeno tveganje za nastanek bolezni in verjetnosti
mutacije. Pacientom, ki ne izpolnjujejo kriterijev za genetsko svetovanje,
posljemo priporocila z obrazloZitvijo, ostale povabimo v ambulanto na genet-
sko svetovanje.

Na onkoloSkem genetskem svetovanju poteka s pacientom razgovor o dejav-
nikih tveganja za nastanek raka, o genih in dednem raku, o poteku in rezultatih
genskega testiranja, o zanesljivosti in omejitvah testov, o koristih in tveganijih
testiranja, 0 moznih ukrepih ob vedji ogroZenosti, o zaupnosti in zadéiti podat-
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kov ter o prostovoljnosti testiranja. V primeru, ko ne obstaja verjetnost dedne-
ga sindroma v druZini (kar je bilo ugotovljeno na timskem sestanku) pacientu
testiranja ne ponudimo. Za pacienta izdelamo program kontrol glede na nje-
govo/njeno ogroZenost. Sledenje pacienta/druZine je s tem zakljueno oz. se
stik ponovno vzpostavi ob spremembah v druZini (pojav novega raka).

V primeru verjetnosti dednega sindroma, pacientu oz. drugemu, bolj primer-
nemu druzinskemu ¢&lanu, ponudimo gensko testiranje. Ce pacient zavrne
testiranje, mu izdelamo program kontrolnin pregledov za nosilce mutacije.
Sledenje pacienta/druzine je s tem zakljuCeno oz. se stik ponovno vzpostavi
na Zeljo pacienta. Ce se pacient odlodi za testiranje, pred odvzemom krvi pod-
piSe informirano soglasje.

Nadaljni ukrepi so odvisni od rezultata testa in od Zelja pacienta. Negativhemu
izvidu (ni mutacije) sledi sporo¢anje rezultata, po-testno svetovanje in izdela-
va programa kontrolnih pregledov. Sledenje pacienta/druzine je zaklju¢eno oz.
je odvisno od potreb pacienta/druzine. Pozitivnem testu (mutaciji) sledi sporo-
&anje rezultata, po-testno svetovanje, izdelava programa kontrolnih pregledov
in preventivnih ukrepoyv, testiranje sorcdnikov, po potrebi pogovor s psiholo-
gom, psihiatrom ter letni obiski ambulante za onkolo$ko genetsko svetovanje.
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Uvod

V zacdetku leta 2001 smo na Onkologkem indtitutu v Ljubljani priceli z rutinskim
onkoloSkim genetskim svetovanjem in testiranjem osebam oz. druzinam, pri
katerih sumimo, da gre za dedno obliko raka. Pri veliki ve&ini oseb, ki so obi-
skale to ambulanto, je §lo za sum, da gre za dedno obliko raka dojk in jajéni-
kov. Omenjeni vrsti raka predstavijata poleg raka $irokega Crevesa in danke
najpogostejSo vrsto dednega raka. V prispevku bomo opisali svoje izkusnje z
onkoloskim genetskim svetovanjem in testiranjem pri dednem raku dojk in/ali
jaj¢nikov.

Namen

Dedni rak dojk in/ali jajénikov vecinoma povzroGata mutirana tumorska supre-
sorska gena BRCAT in BRCA2. OgroZenost za nastanek raka dojk je pri nosilcih
mutiranih genov BRCA1/2 (pri slednjem tudi pri mogkih) zelo velika, saj do 70.
leta starosti znada 60-80 odstotkov. Ob tem je treba poudariti, da je splosna,
dozivljenjska ogrozenost Zensk za nastanek raka dojk v Sloveniji 5,5 %. Tudi
ogrozenost za nastanek raka jajénikov je pri nosilkah mutacij vedja in zna$a
30-40 odstotkov pri mutaciji gena BRCAT (do 70. leta starosti) in 20 odstotkov
pri mutaciji gena BRCA2. Mutacije omenjenih genov so povezane tudi z vegjo
ogrozenostjo za nastanek nekaterih drugih vrst raka; gen BRCAT povezujemo z
nastankom raka Sirokega Crevesa, BRCA2 pa z nastankom raka trebusne sli-
navke, ustne votline, Zelodca in prostate. Od prve identifikacije in kloniranja
obeh genov so znanstveniki vpisali v bazo podatkov BIC (Breast Cancer Infor-
mation Core) Ze ve¢ kot 3700 razlicnih predispozirajocin mutacij, ki se pojav-
liajo po vsej dolzini obeh genov. Najveckrat se dolocen tip mutacije pojavlja le v
neki druZini. Pri nekaterih skupinah ljudi pa se specifi¢na mutacija lahko pojav-
lia veCkrat v razliénih druzinah. Imenujemo jo mutacija founder. Do sedaj so jo
najveckrat odkrili pri aSkenazi Judih, Islandcih in Nizozemcih. Ta mutacija zelo
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poenostavi in poceni genetsko testiranje, kadar je v neki populaciji dovolj po-
gosta.

Na& namen je identifikacija ogrozenih druZin in ugotavljanje pogostnosti in tipa
mutacij, ki se pojavijajo pri slovenski populaciji ter svetovanje o moznih pre-
ventivnih ukrepih pri posameznikih.

Materiali in metode

Indikacije za napotitev Zensk v Ambulanto za onkolodko genetsko svetovanje so
naslednje: vsaj dve sorodnici v prvem/drugem kolenu, ki sta imeli raka na
dojkah/jajénikinh, kadar gre za rak dojk pred 40. letom, bilateralni rak dojk ali rak
dojk in jajénikov pri isti bolnici, moski z rakom dojk. Testiranje smo po predhod-
njem svetovanju in pisnem soglasju udeleZencev, opravili pri vseh druzinah, kjer
smo ugotavijali ve& kot 10 % verjetnost, da bomo mutacijo nasli. Za ratunanje
ogrozenosti uporabljiamo tudi racunalniska programa BRCAPRO® in Myriad®.
Ocena ogroZenosti se ugotavlja za vsako druzino posebej in sicer v okviru mul-
tidisciplinarnega tima, ki ga sestavljajo medicinska sestra, psiholog in zdravniki
razlinin specialnosti: onkoloski kirurg, radioterapevt, ginekolog, radiolog,
medicinski genetik in genetski svetovalec.

Analizo mutacij na genih BRCA1/2 izvajamo z razli¢nimi presejalnimi testi v
Laboratoriju Medicinske genetike, Oddelka za onkologijo na Svobodni univerzi
v Bruslju (Vrije Universiteit Brussel). Tako uporabljamo na velikih eksonih obeh
genov (ekson 11 na BRCAT in eksona 10 in 11 na BRCA2) PTT — test (Protein
Truncation Test), druge manjse eksone obeh genov in konca 5’ in 3" velikih
eksonov pa anlizilamo s DGGE - testom (Denaturing Gradient Gel Electro-
phoresis). Dobliene PCR fragmente nato analiziramo na sekvencionerju (ALF
express automatic sequencer ~ Pharmacia). Vzorce, ki pokazejo ne-normalne
vrhove (mutacija ali polimorfizem), pozneje sekvencioniramo (Sequenase Ver-
sion 2.0 DNA sequencing kit — USB) in ugotavljamo tip mutacij. Mutacijo founder
pa testiramo s hitro metodo za ugotavijianje ponavljajoce se mutacije, ki temelji
na PCR. Uporabljamo poseben modificiran primer, ki ustvari specifi¢no restrik-
cijsko mesto v diviem tipu fragmenta, ne pa v mutiranem PCR-fragmentu.

Rezultati

Od oktobra 1999 do maja 2005 je bilo preko specialistov razli¢nih specialnosti v
naso ambulanto napotenih 371 bolnikov in njihovih svojcev (341 zensk in 30
mogkih). Vsi so pred prvim obiskom dobili osnovno informacijo o svetovanju in
testiranju ter izpolnili vpragalnik o druZinski obremenjenosti. Kriterijem za genet-
sko testiranje ali presejanje je zadostilo 217 pacientov iz 153 druzin. Pet
posameznikov (§tiri Zenske in en moski), ki so izpolnjevali pogoje za testiranje se
ni odlodilo za test. Testiranje smo tako opravili pri 212 posameznikih iz 148
druzin.

Diagnosticirali smo 67 nosilcev mutacij (59 Zensk in 8 moskih) iz 40 druZin
(Tabela 1). BRCA 1 mutacijo smo nasli pri 40/148 (27.0%) druZinah in pri
67/212 (31.6%) testiranih posameznikih.
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Identificirall smo osem BRCAT mutacij (1806C>T, 300T>G, 300T>A, 310G>A,
5296del4, 5382insC, 967ins7, 962del4) pri 25 druzinah (pri 41 posameznikih)
in sedem BRCA2 mutacij (IVS16-2A>G, 1756G>T, 2041insA, 3493C>T,
4206ins4, 5579insA, 5837TC>AG,) pri 15 druzinah (pri 26 posameznikih).

Mutacija IV816-2A>G na BRCA2 genu je bila najdena pri devetih druzinah (17
posameznikih). Pri devetih druzinah (11 posameznikov) smo nasli mutacije na
petem exonu na BRCAT genu (300T>G, 300T>A in 310G>A). Pri osmih
druzinah (15 posameznikov) smo diagnosticirali mutacijo 1806C>T na BRCAT
genu. Mutacija 5382insC na BRCAT genu je bila najdena pri treh druZinah
(devet posameznikov). Mutacija 967ins7 na genu BRCAT je bila najdena pri
dveh druzinah (dva posameznika).

Vse ostale mutacije (5296del4, 962del4 na BRCAT genu in 5579insA,
3493C>T, 4206ins4, 5837TC>AG, 2041insA, 1756G>T na BRCA2 genuj smo
diagnosticirali le po enkrat (Tabela 1).

Tabela 1: BRCA1 in BRCAZ2 mutacije pri slovenskih drufinah z rakom dojk in/ali jajcni-

kov.
Mutacija: Exon: St druzin: &t. posameznikov
BRCA1
1806C>T 11 8 15
300T>G 5 5 7
300T>A 5 4 4
310G>A 5 1 1
5296del4 19 1 1
5382insC 20 3 9
967ins7 11 2 2
962del4 11 1 2
SKUPAJ 4 25 41
BRCA2
IVS16-2A>G 17 9 17
5579insA 11 1 1
3493C>T 11 1 2
4206ins4 11 1 3
5837TC>AG 11 1 1
2041insA 10 1 1
1756G>T 10 1 1
SKUPAJ 3 15 26

Fenotipi druzin z BRCA1/2 mutacijo:

V Tabeli 2a in 2b so prikazane diagnoze, starosti ob diagnozi ter &tevilo
obolelih za posameznim rakom pri vsaki druzini posebej. Sesteli smo tudi
sorodnike v prvem kolenu, ki so stari ve¢ kot osemnajst let in so zboleli za
rakom. Sindrom dednega raka dojk smo nasli pri petnajstih druzinah, pri eni
pa smo nasli sindrom dednega raka jajénikov.

Ne glede na BRCAPRO ® in Myriad ® izradun smo po predhodnjem soglasju
testirali osemnajst moskih z rakom dojk in pri treh (16.6%) smo mutacijo tudi
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Tabela 2a: Fenotipi druZin z BRCAT mutacijo.

Druzina | Spol in diagnoza | Tip §t. sorodnikov nad | Vsi bolniki z rakom v posameznT‘
testiranega (starost | mutacije - | 18 let z rakom / druZini (starost ob diagnozi),
ob diagnozi) BRCA1 §t. vseh sorodnikov | sorodniki v prvem kolenu - krepek
nad 18 let tisk (bold)
1 F,.OC (54) 1806C>T | 5110 4BC (50,42, 69,-),1 OC (50}, 1CC
(56), rak jezika (45)
2 F, BC (25) 1806C>T | 1/3 1 0C (47), 1 pan Ca (61), 1CC (+),
1GC (60)
3 F, BC {50) 1806C>T | 2/6 2BC (36,49}, 1 Cajeter (-), 1 Cagrla
9]
4 F 1806C>T | 1/3 1BC+0C (34,48), 1BC (34), 10C
(62)
5 F 0C(32) 1806C>T | 073 1 0C (54), 1BC (45), 2L.C (63,-), 1
Ca gria (53)
6 F BC+OC (53,56) | 1806C>T | 1/10 2CC (50,74)
7 F, BC+OC (62,62) 1806C>T | 1/4 1BC (53)
8 F, OC (48) 1806C>T | 2/6 4BC (38,48,53,61)
9 F, BC (50) 300T>G 217 1 0C (52}, 2BC (64,70, 1Ca
maternice (50}
10 F, BC+OC+BC 300T>G 2/8 10C (55), 1CC ()
(39,75,52)
11 F, BC (46) 300T>G 3/6 1BC+BC (49,62), 1BC (79), 4CC
(42,66,76,88), 2GC (96,-), 1 pan Ca
(57), 1 pro Ca (70)
12 F, BC+BC (34,43) 300T>G 2/6 1 0C (36), 1BC (50), 1 pro Ca (63),
1 Ca potiralnika (52)
13 F,0C (89) 300T>G 1/8 1BC (38)
14 F 300T>A 1/5 1BC+BC (40,40), 2BC (50,70)
15 F, BC (55) 300T>A 1/7 1BC (39)
16 F, BC+BC (36,40) 300T>A Q] Ca larynx ()
17 F, BC+BC+OC (38, 48, 52) 300T>A 3/71BC+OC (-,-), 1 BC (68}, 1 Ca
jeter (80), 1GC(70)
18 F, BC (45) 310G>A |12 1 0C {60}, 1BC (40), 1CC (+), 2
levkemija {20,62)
19 F, BC+BC (50,66) 5296deld | 2/9 2 BC (39,41), 1 0C (36)
20 F, BC (23) 5382insC | 3/9 2BC (34,), 1CC {), 1 levkemija
(58), 1MM (25), 2 sarkom (-,-)
21 F, BC+BC (33,46) 5382insC | 2/7 1 0C (50), 1CC (45)
22 F BC+BC (34,36) 5382insC | 0/5 1BC (44), 1Ca maternice (71)
23 F, BC (35) 962deld | 1/3 1 0C+BC+BC (61,63,66)
24 F, OC (57) 967ins7 | 1/5 1 0C (68), 1GC (73), 1 Ca selnega
mehurja (61), 1LC ()
25 F, BC (52) 967ins7 3/9 2 BC (33,49), 1 BC+panCa (60,60
Legenda:

F - Zenska, M- moski
OC - rak jajénikov, BC - rak dojk, MM - maligni melanom, CC - rak Sirokega Crevesa, pan - trebusna slinavka,
GC - rak Zelodca, pro - prostata, LC - rak pliu, Ca - rak, (-) ni podatka
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nasli (dva sta imela mutacijo IVS16-2A>G , eden pa 4206ins4 mutacijo, obe na

BRCAZ2 genu).

Kot je razvidno iz Tabel 2a in 2b se fenotipi druzin z BRCA1/2 mutatacijo med
seboj razlikujejo glede na starost ob diagnozi in tipu raka, ki se pojavija v
posamezni druZini. Vsaj zaenkrat, tipa mutacije ne moremo povezovati z dru-
Zinskim fenotipom. Povprecna starost ob diagnozi pri nosilcih BRCA1 mutacij
je 48.5 let, pri nosilcih BRCA2 mutacij pa 50.7. Razlika ni bila statistiéno potr-

jena, P=0.26,

Tabela 2b: Fenotipi druzin z BRCA2 mutacijo.

DruZina | Spol in diagnoza | Tip $t. sorodnikov nad | Vsi bolniki z rakom v posamezni
testiranega mutacije - | 18 let z rakom / druZini (starost ob diagnozi),
(starost ob diagnozi) | BRCA2 St. vseh sorodnikov| sorodniki v prvem kolenu - krepek
nad 18 let tisk (bold)
26 F BC (30) VS 16-2A5G | 1/3 2 MBC (64,65), 1 OC(-}, 6BC
(68,79,-,-,)
27 F BC (29) VS 1A-PASG [ 0/4 1BC (42)
28 F BC+BC(51,53) | NS 16-2A>G | 3/6 3BC (36,60,64), 1 Cagrla (-),
1LC (50)
29 F, BC (55) VS 16-2A>G | 3/7 7 BC (32,39,39,40,42,43,45), 1
BC+BC (50,57), 2CC (50,74),
1 pan Ca (49)
30 F BC (38) VS 16-2A>G | 1/3 2 BC (41,45), 1 BC+BC+pan Ca
(48,52,66), 1 L.C (70)
3 F, OC+BC+BC VS 16-2A>G [ 1/8 2BC (58,68), pan Ca (60), 1 Ca
(39,58,58) ¢itnica (-)
32 F, BC (60) V8 16-2A>G {4/10 3BC (33,50,51), 1CC (62),1
levkemija (65)
33 FBC+BC (55,60) VS 16-2A>G | 2/11 2BC (50,51}, 1 pro Ca (50)
34 F,BC (54) IVS 16-2A>G | 1/4 1BC+0C (53,73), 3BC (54,42,-),
16G (),
1GC (85)
35 F, BC+OC (35,50) | 3493C>T 3/6 1BC (39), 1GC (44), 1 Ca
maternicni vrat (22)
36 M, MBC (50) 4206insd | 1/5 1 OC {40), 1BC (59)
37 F OC+BC(73,74) |5579insA | 0/3 Ni drugih rakov v druZini
38 F, BC+BC (41,43) | 583TTC>AG | 1/5 1BC+BC (57,72), 2BC (40,50),
ipan Ca (25), 1CC (70), 1 Ca
Zolénika (75)
39 F BC {51) 1756G>T | 3/9 1 BC+GC (30, 68), 1 BC (38),
levkemija (67)
40 M, no Ca 2041insA [ 3/5 5BC (36,43,55,60,73), 1LC(60)
Legenda:

F - Zenska, M- mogki

OC - rak jajénikov, BC - rak dojk, MBC - moski rak dojk, CC - rak Sirokega &revesa pan - trebusna slinavka,

GC - rak Zelodca, pro - prostata, LC - rak plju¢, Ca - rak, (-) ni podatka
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Tabeli 3a in 3b prikazujeta sestevek posameznikov z BRCAT ali BRCA2 mu-
tacijo z isto diagnozo. Opaziti je predvsem razliko med Stevilom rakov dojk. Pri
druzinah z BRCAT mutacijo je v druZini povpre¢no 2.6 primerov raka dojk, pri
druzinah z BRCA2 mutacijo pa je to Stevilo skoraj e enkrat visje, in sicer 4.3.

Mogke rake dojk smo nasli le pri druZinah z mutacijo na BRCAZ2 genu. Za vse
ostale rake imamo za enkrat Se premajhno Stevilo pozitivnih druzin, da bi
lahko iz rezultatov karkoli skiepali.

Tabeli 3a in 3b prikazujeta seStevek posameznikov z BRCAT ali BRCA2
mutacijo z isto diagnozo. Opaziti je predvsem razliko med Stevilom rakov dojk.
Pri druzinah z BRCAT mutacijo je v druzini povpre¢no 2.6 primerov raka dojk,
pri druzinah z BRCAZ2 mutacijo pa je to Stevilo skoraj e enkrat vecje, in sicer
4.3.

Rake dojk pri moskih smo nasli le pri druZinah z mutacijo na BRCAZ2 genu. Za
vse ostale rake imamo za enkrat $e premajhno Stevilo pozitivnih druzin, da bi
lahko iz rezultatov karkoli sklepali.

Tabela 3a: Stevilo bolnikov z rakom iz 25 BRCAT pozitivnih druZin

BC | OC |CC | GC | pan Ca | levkemija | pro Ca | Ca maternice | sarkom
St. bolnikov z 64 {17 |9 |4 3 3 2 2 2
rakom iz 25
BRCAT pozitivnih
druzin
Legenda:

OC - rak jajcnikov, BC - rak dojk, CC - rak 8irokega ¢revesa, GC - rak zelodca, pan —
trebusna slinavka, pro - prostata, Ca - rak

Tabela 3b: Stevilo bolnikov z rakom iz 15 BRCA2 pozitivnih druzin

BC | 0OC{CC GC|MBC |pan Ca
St. bolnikov z rakom iz| 65 |6 {5 |3 |3 3
15 BRCA2 pozitivnih
druzin

Legenda:

BC - rak dojk, OC - rak jaj¢nikov, CC - rak Sirokega ¢revesa, GC - rak Zelodca, MBC ~ rak dojk

pri moskem, pan - trebusna slinavka, Ca - rak

Zakljucki

Testiranje genov BRCAT in BRCAZ je ponudilo nove moznosti svetovanja dru-
zinam, kjer se rak dojke in/ali jaj¢nika pojavljata pri ve€ krvnih sorodnikih iste
druzine. V Sloveniji se svetovanje, ki temelji na analizi mutacij nudi relativno
kratek ¢as in zanimalo nas je, kaks$na je odzivnost naSe populacije na tak tip
svetovanja. Na zaCetku naSega projekta smo preko Centra za bolezni dojk na
svetovanje aktivno vabili bolj ogroZene druzine. informacija o0 moznem sveto-
vanju in testiranju se je hitro razsirila in sedaj na svetovanje prihajajo pacienti,
ki jih napotijo zdravniki razlicnih specialnosti, najveckrat splosni/druzinski
zdravniki ali ginekologi. Pri nas opaZzamo, da se visok odstotek ljudi, ki ustre-
zajo pogojem za testiranje, za test tudi odlogi. Le pet posameznikov (3.3%) iz
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153 druzin se za test ni odlo¢ilo. Druge raziskave poroc¢ajo o vigjih $tevilkah. V
Belgiji recimo, testiranje odkloni okoli dvajset odstotkov pacientov. Ta razlika
gre najverjetneje na racun »predizbora« ljudi, ki pridejo na svetovanje. V
ambulanto prihajajo v glavnem Ze informirani pacienti, ki si Zelijo testiranja
in/ali informacije o realni oceni ogroZenosti. Drug mozen razlog za visok odziv
na ponujeno testiranje pa je e vedno dokaj visoka raven zaupanja, ki so jo
delezni slovenski zdravniki. Vsekakor pa je visoka odzivnost lahko tudi
potrditev praviinega multidisciplinarnega pristopa k genetskem svetovanju in
tetsiranju. Pri raziskavi smo opazili, da se informacija o mutaciji v druzini ne
razSiri na vse mozne in/ali mogoc&e nosilce. Krvni sorodniki, ki bi lahko pode-
dovali mutacijo, se v nizkem odstotku udeleZijo svetovanja. Vzroka za ta pojav
ne poznamo, saj zaenkrat $e nimamo pravnega mehanizma, preko katerega bi
tahko pridli v stik s krvnimi sorodniki. Verjetno nekateri ne Zelijo vedeti podat-
ka o mozni mutaciji in poslediéni vedji ogrozenosti, drugi pa najbrZ ne dobijo
ustrezne informacije od sorodnika, pri katerem smo mutacijo Ze nasli in najbrz
sploh ne vedo, da moznost testiranja obstaja. Ta problem opisujejo tudi druge
raziskave. Zadnje kazejo, da je informacija, ki jo sorodnikom posredujejo Ze
testirani posamezniki najveckrat nepopolna in da si skoraj vecina zeli sveto-
vanja in tudi testiranja za dedni rak dojk in/ali jajénika.

Zanimal nas je tudi vzorec mutacij, ki se pojavija pri slovenski populaciji in
fenotip teh druZin. Predstavijamo rezultate prvih 148 testiranih druzin z rakom
dojk in/ali jajcnika. Poro¢amo o visoki stopnji detekcije mutacij (27.0%), kar je
ved, kot v primerljivi literaturi in kaze, da smo izbrali primerno metodo selekci-
je posameznikov, ki ustrezajo testiranju. Identificirali smo 15 razli¢nih mutacij
pri 40-tih druzinah. Ve€ mutacij smo naslina BRCAT genu, kar je v skladu z lit-
eraturo.

Najbolj pogosta mutacija, ki se pojavija pri slovenskih druzinah z rakom dojk
in/ali jajénikov je IVS16-2A>G mutacija na BRCA2 genu. To je mutacija, o
kateri smo Ze poro€ali in je bila odkrita najprej, dokazali pa smo tudi njen
founder ucinek. Do sedaj so jo opisovali le dvakrat, enkrat je o njej porocal dr.
Santarosa iz Aviana, mesta v ltaliji, ki je od slovenske meje oddaljen 50 km.
Drugi¢ pa je o mutaciji porocala druzba Myriad; nagli naj bi jo pri amerianih,
ki izvirajo iz zahodne evrope. To mutacijo bi radi $e naprej raziskovali in jo
povezali s klinicno-patoloskimi znacilnostmi tumorjev pri nosilcih mutacij.
Druga zelo pogosta mutacija, ki smo jo diagnosticirali pri 8/40 druzinah je
1806C>T mutacija na BRCAT genu. Ta mutacija je znana kot $vedska founder
mutacija, nadli pa so jo tudi pri Spancih, Nemcih, Avstrijcih, Italijanih in
Nizozemcih. :

Deset krat smo nadli mutacije na petem eksonu BRCAT gena. 300T>G je
najbolj pogosta in se velikokrat pojavlja tudi pri nadih sosedih ltalijanih.
Literatura poroda o tej mutaciji tudi na Poljskem, Cegkem in Madzarskem.
Kot vidimo, se vse tri mutacije pojavljajo tudi pri sosednjih drzavah; Avstrij,
Italiji in na Madzarskem, na Zalost pa nimamo podatkov o mutacijah v drzavah
bivSe Jugoslavije. Le ena objavijena raziskava o mutacijah v Srbiji opisuje
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BRCAT 5382insC mutacijo, ki je znana kot Zidovska mutacija in se pogosto
pojavlja v centralni in vzhodni Evropi. Pri nas smo to mutacijo nasli pri treh
druzinah.

Mutacije 1806C>T, 300T>G, 300T>A, 5382insC na BRCAT genu in IV516-
2A>G na BRCAZ2 genu predstavijao 72.5 % vseh diagnosticiranih mutacij pri
populaciji, ki Zivi na podrocju Slovenije.

Kot je razvidno iz Tabele 2a in 2b, zaenkrat ne moremo porocati o razlikah
med fenotipi druZin glede na posamezen tip mutacije. Potrebovali bi vecji
vzorec za dokazovanje statisticno znacilnin razlik. Pri druZinah z BRCA1/2
mutacijami poleg raka dojk in jajénikov opazamo $e rak trebusne slinavke, rak
girokega Grevesa, rak prostate, rak Zrela, rak Zelodca, rak maternice in Se
nekaj drugih posamiénih rakov, kar je v skladu z literaturo.

V Sloveniii smo uvedli rutinsko genetsko svetovanije in testiranje za BRCA1/2
mutacije pri druzinah, kjer se rak dojk in/ali jaj¢nikov pojavlja bolj pogosto kot
pri splogni populaciji. Pacienti kaZejo velik interes za svetovanje in testiranje,
informacija o mutaciji v druzini, pa se slabo prenasa med sorodniki.
Identificirali smo pet najpogostejsih mutacij(1806C>T, 300T>G, 300T>A,
5382insC na BRCAT genu in IVS16-2A>G na BRCAZ2 genu), ki se pojavljajo pri
slovenski populaciji in pokrivajo 72.5% vseh odkritih mutacij. Te informaciie
bodo sluzile tako drugim drzavam, kot tudi nadim laboratorijem, saj je s poz-
navanjem najbolj pogostih mutacij v regiji, svetovanje in testiranje lahko bolj

natancno, hitrejse in cenejse.
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Povzetek

Rak dojke je z nekaj vet kot 1000 novimi bolnicami na leto na prvem mestu po
&tevilu obolelih zensk za rakastimi boleznimi v Sloveniji. Stevilka vkljuéuje
sporadi¢ne in dedne oblike raka dojk. Dedne oblike raka dojke so nhajpogo-
steje povezane z mutacijami v BRCAT in BRCA?2 genih. Zato se $teviini stro-
kovnjaki s tega podrotja zavzemajo za genetsko testiranje bolnikov, pri kate-
rih obstaja sum na dedno oblike bolezni. Testiranje bolnic/kov in njihovih
sorodnikov je dokaj tezavno zaradi zahtevnosti metod genetskega testiranja,
stroskov testiranja in nezadostnega poznavanja in predvidevanja vseh moZznih
vplivov dokazane mutacije pri nastanku raka dojke. V tem delu predstavijamo
osnovne metodoloske podatke za odkrivanje petih razli¢nih mutacij v BRCAT1
genu pri bolnicah/kih s karcinomom dojke in njihovih sorodnikih. Mutacije
1806C>T, 300T>G, 300T>A, 310G>A, 5382insC doloéamo s pomocjo polime-
razne verizne reakcije (PCR) v realnem ¢asu in analizo talitvene krivulje. Pri-
merjava z direktnim sekveniranjem je pokazala, da je uporabljena metoda do-
volj obé&utljiva in hitra za dnevno rutinsko dolo&anje mutacij v DNA izolirani iz
periferne krvi.

Uvod

Pet do 10% vseh primerov raka dojk so dedna oblika te bolezni. Od vseh ded-
nih rakov dojk so le-ti posledica mutacij v genu BRCAT v priblizno 20% do
40% in v genu BRCA2 v 10% do 35%. Incidenca raka dojk je pri nosilkah/cih
mutacij v genu BRCAT okrog 50%. Poleg tega imajo nosilci teh mutacij
povedano tveganje za nastanek raka jajcnikov, Sirokega Crevesa in prostate.

V primeru, da poznamo vrsto in mesto mutacije, jih lahko relativno enostavno
in hitro dokazemo. Ena skupina metod za hitro dologanje mutacij temelji na
pomnoZevaniju tistih delov gena, kjer mutacijo pricakujemo, ter vezavi speci-
ficnih sond na pomnozeno DNA. [z nastalih razlik v talitveni krivulji pri nemuti-
ranih in mutiranih genih potrdimo prisotnost mutacij. V tem prispevku prikazu-
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jemo dologanje znanih mutacij v genu BRCAT - 1808C>T, 300T>G, 300T>A,
310G>A, 5382insC z uporabo PCR v realnem &asu.

Materiali in metode

Genomsko DNA smo izolirali iz periferne krvi preiskovancev s pomod&jo »DNA
blood isolation kit« (Quiagen, Hilden, Germany). Primerje in sonde smo zas-
novali in oblikavali v na%em laharatoriju, sintetizirala pa jih jo firma TIB Molbiol
(Berlin, Germany).

PCR v realnem ¢asu in analizo talitvene krivulje smo opravili na Light Cycler-
ju (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) po navodilih proiz-
vajalca (Light Cycler Fast Start master hybridization probes, Roche Molecular
Biochemicals). Ce na kratko povzamem - DNA smo pomnozili s pomocjo PCR
z nasimi primerji. K mesanici smo dodali $e specificne hibridizacijske sonde,
ki so nosile fluorescentna barvila. Po konéani PCR smo opravili talitveno anal-
izo produktov, na katerih so bile vezane sonde, ter ugotovili prisotnost
mutacij.

Rezultati in diskusija

Razli¢ne vrste raka so povezane z mutacijami v genih BRCA7 in BRCA2. Med
najpogostejsimi so rak dojk, jajénikov, trebusne slinavke, prostate, jajcevodoyv,
rak grla, ter levkemije in limfomi pri odraslih. Kljub Stevilnim vrstam rakov, ki
nastanejo kot posledica mutacij v omenjenih genih, so nosilke/ci teh mutacij
predvsem rizitne/i za nastanek raka dojk in/ali jajénikov. Mutacije v genih
BRCAT in BRCA2 povetajo verjetnost nastanka raka dojk glede na normalno
populacijo tudi za 10x. Tveganje za nastanek raka jaj¢nikov je pri nosilkah
mutacij v genu BRCAT glede na normalno populacijo 5-7x vedje, medtem ko
je pri nosilkah mutacij v genu BRCAZ2 nekoliko manjse in je 2-3x vedje Kot pri
normaini populaciji.

Upostevajoc, da je slovenska populacija dokaj etni¢no omejena in da je rak
dojk na prvem mestu od vseh rakastih bolezni pri Zenskah v Sloveniji, smo leta

Tabela 1. Mutacije pri slovenskih bolnikih, ki smo jih dolodali z metodo PCR v realnem
casu ter z analizo talitvene krivulje produktov.

FVrsta mutacije Stevilo Stevilo dolo&enih 8t. LC pozitivnih/st. s
preiskovancev mutacij sekv. reak. potrjenih *
1806C>T 177 12 12/12
300 T>G 31 4 4/4
300T>A 5 0 072
310G>A 2 1 11
| 5382insC 17 4 4/4

* Stevilo pozitivnih vzorcev, ki smo jih dologili z metodo PCR v realnem &asu in analizo
talitvene krivulje produktov na Light Cycler-ju (LC)/8tevilo vzorcev, ki smo jih potrdili s
sekvencno analizo
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2001 za&eli z genetskim svetovanjem in testiranjem oseb, ki so navajale vec
primerov raka dojk ali jajénikov v druZini.

Na Onkologkem institutu Ljubljana dolo¢amo prvenstveno tiste mutacije, ki so
se izkazale Kot najbolj pogoste v slovenskih druzinah. Med te sodijo mutacije
v genu BRCAT - 1806C>T, 300T>G, 300T>A, 310G>A, 5382insC in pridoblje-
na slovenska mutacija IVS162A>G v genu BRCAZ2. Metoda, ki smo jo uvedii za
testiranje mutacij 1806C>T, 300T>G, 310G>A in 5382insC v genu BRCAT,
popolnoma korelira z rezultati sekvencne analize, ki je bila opravijena v
laboratory of Medical Genetics - Vrije University Brussels (Tabela 1). V
primeru mutacije 300T>A pa s to metodo nismo uspeli potrditi prisotnosti
mutacij, ki so jih sicer dokazali s sekven¢no analizo.

Zakljucek

Na osnovi nasgih rezultatov in rezultatov sodelovanja z laboratorijem iz Bruslja
lahko zakljugimo, da smo uspesno zasnovali in oblikovali primerje in sonde za
dokazovanje mutacij 1806C>T, 300T>G, 310G>A in 5382insC v genu BRCAT.
Po optimizaciji je metoda PCR v realnem &asu in analiza talitvene krivulje pro-
duktov izredno obd&utljiva (senzitivna) in kot taka uporabna za doloSanje mutacij.
Ceprav smo primetje za mutacijo 300T>A pravilno izbrali in pripravili, metoda ni
bila dovolj ob&utljiva in je torej neuporabna za rutinsko dolo¢anje te mutacije.
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Rak &irokega &revesa (RSC) se pojavlja tako pri moskih kot pri Zenskah in je
eden najpogostejsih rakov nasploh ter drugi najpogostejsi vzrok smrti med
malignimi boleznimi. Najve¢krat se RSC pojavija sporadi¢no, kjer zbolita le
eden ali dva sorodnika. Véasih pa zasledimo druzine, kier se RSC pojavlja bolj
pogosto. Pri 20 odstotkih novo odkritih RSC ugotavijamo dedno obliko raka,
za katero je znadilno, da ve¢ posameznikov iste druzine v ve¢ generacijah
zboli za RSC in/ali za raki, ki so povezani z RSC. Ti bolniki so pogosto miajsi
in zbolevajo pred petdesetim letom. Nekateri bolniki z dednim RSC pa lahko
zbolijo tudi za vel kot enim rakom.

Kako se deduje RSC?

Nastanek dednega RSC povezujemo z dedovanjem genetske spremembe
(napake), zaradi katere je oseba, ki to napako podeduje, bolj ogrozena. Torej
verjetnost, da se RSC pojavi pri nekom, ki to gensko spremembo podeduje, je
vecja glede na splo$no populacijo, ni pa nujno, da se rak tudi razvije.

Genetsko zasnovo podedujemo tako po mami kot po ocCetu. Ta genska infor-
macija »pove« nasemu telesu, kako naj se razvija in raste. Posamezni deli te
genetske zasnove se imenujejo geni. V&asih pride do napake v dologenem genu
in gen zato ne deluje pravilno. Taka napaka se imenuje mutacija. Znano je, da je
osnovna funkcija nekaterih genov ta, da varujejo nade telo pred razvojem raka.
V primeru, da ima posameznik mutacijo na takem genu, le-ta ne more delovati
pravilno in varovalne funkcije ni ve¢. Taka oseba ima zato vecjo verjetnost za raz-
voj raka, govorimo torej o vecdji ogroZenosti. Ni pa nujno, da se rak tudi razvije.

Dednost RSC je precej kompleksna in se pojavlja v okviru ve¢ sindromov.
QOglejmo si dva najpogostejsa.

1. DEDNI NEPOLIPOZNI RAK DEBELEGA CREVESA
ali HNPCC (hereditary nonpolyposis colon cancer)

HNPCC predstavija 2-3 odstotke vseh rakov Sirokega ¢revesa. Kljub imenu
“nepolipozni”, pri tem sindromu najdemo adenomatozne polipe, Ceprav jih je
malo. Ta oblika raka Sirokega Crevesa se pogosteje pojavlja v desnem Sirokem
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Tetatal

ci mutacije (okvare) na genu, ki je odgovoren za razvoj HNPCC, 50-odstotno
verjetnost, da mutacijo prenesejo na svoje potomce. Lahko pa povemo tudi
drugace; otroci nosilcev mutacije imajo 50-odstotno verjetnost, da mutacije
ne podedujejo in imajo isto ogrozenost za razvoj RSC kot njihovi vrstniki, ki
druzinske obremenjenosti nimajo.

80 odstotkov nosilcev mutacije bo za ¢asa njihovega Zivljenja zbolelo za RSC,
v povpreni starosti 44 let. Zelo pogosti so tudi drugi raki izven $irokega ¢re-
vesa. Verjetnost, da bodo nosilci mutacije zboleli za karcinomom endometrija,
je do 60%, jajénika do 12%, Zelodca do 19% ter v nekaj odstotkih 3e za ra-
kom seclil, ledvic, ZolEnika, centralnega zivénega sistema in ozkega &revesa.

Kaks$ni so simptomi pri HNPCC?

Velina bolnikov s polipi in/ali rakom debelega Crevesa in rektuma je brez
teZav. V&asih pa lahko opazimo dologene opozorilne znake:

1. svetlo rdeCo kri v blatu

obdobja zaprtja in driske

kr&evita bolecina v podrocju Zelodca

odvajanje tankega blata

pogost ob&utek napihnjenosti v predelu trebuha

6. pocasno in nenamerno izgubljanje telesne teze

Poudariti pa je treba, da ni varno ¢akati na te opozorilne znake. Pomembno je,
da osebe, ki so druzinsko ogroZene, zaéno dovolj zgodaj s kontrolnimi pregle-
di, pa Ceprav se dobro polutijo in nimajo zgoraj opisanih teZav.

OGN

Diagnosticni kriteriji

Ker se HNPCC klini¢no lahko kaze razli¢no, je bila nujna uvedba kriterijev, po

katerih sindrom spoznamo.

1.Vsaj trije sorodniki z RSC; od teh eden v prvem kolenu. Ostala dva sorodni-
ka morata biti v dveh zaporednih generacijah, vsaj eden je moral zboleti
pred 50. letom starosti.

2.0sebe, ki so zbolele za dvema rakoma, povezanima z HNPCC.

3.0sebe z RSC in sorodnikom v prvem kolenu z RSC in/ali s povezanim
rakom in/ali kolorektalnim adenomom; vsaj eden od rakov odkrit pred 45
letom starosti in adenom odkrit pred 40 letom starosti.

4.0sebe z RSC ali karcinomom endometrija, zbolele pred 45 letom starosti.

5.0sebe z RSC, zbolele pred 45 letom starosti.

6. Osebe z adenomi, mlaj$e od 45 let.

Kako poteka testiranje?

Test mikrosatelitne nestabilnosti (MSI) in genetsko testiranje

HNPCC povzro€ajo mutacije na enem od petih do sedaj znanih genov
(hMLH1, hMSH2, hMSH8, PMS1 in PMS2). Za kar 95 odstotkov vseh HNPCC
so odgovorne mutacije na prvih dveh genih, hMLH1 in hMSM2.
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Testiranje se izvaja po dveh poteh:

Test mikrosatelitne nestabilnosti (MSI) se uporablja za ugotovitev verjet-
nosti, da je tumor posledica mutacije (okvare) na enem izmed nastetih genov. Pri
90-95 odstotkih oseb z mutacijami hMLH1 in hMSM2 najdemo mikrosatelitno
nestabilnost; vedeti pa moramo, da jo najdemo tudi pri okoli 15 odstotkih spo-
radi¢nih RSC.

Ponavadi se test opravi na ko¢ku tumorja, ki ga kirurgi odvzamejo med ope-
racijo. Ko$cki tumorjev se hranijo v patolo$kih laboratorijin.

Genetsko testiranje za mutacije (okvare) na enem od petih genov se, Ceje le
moZno, opravi najprej pri najmiajsem obolelem druZinskem ¢lanu, ki po pred-
hodni privolitvi odda krvni vzorec. Glede na ta rezultat pa potem obravnavamo
$e druge druzinske Clane.

Kak3ni so ukrepi pri ugotovljenem HNPCC?

1. POGOSTE KONTROLE
Upostevaje veCjo ogrozenost za RSC in pojavnost drugih rakov pri
HNPCC za&nemo z pogostimi kontrolami v mlaj§ih letih. Za vsako druzino
in druzinskega ¢lana se izdela program kontrolnih pregledov.

2. PROFILAKTICNI KIRURSKI POSEGI
Upostevati moramo, da dokazov o uspe$nosti kirurskih posegov v zmanj-
Sevanju smrtnosti pri nosilcih mutacij v do sedaj objavljeni literaturi ni. Vse-
eno pa priporoCajo preventivno odstranitev debelega Crevesa pri
e osebah s HNPCC, pri katerih so odkrili adenome
e osebah s HNPCC, ki ne Zelijo pogostih kontrol
Kot moZen ukrep pri zenskah z HNPCC pa opisujejo tudi preventivno odstra-
nitev maternice in odstranitev jajénikov z jajcevodi.

2. Familiarna adenomatozna polipoza (FAP)

FAP je dedna bolezen odgovorna za 1 odstotek vseh RSC. Vzrok za FAP je
mutacija gena APC. Bolniki s to mutacijo imajo 50-odstotno verjetnost, da bo-
do okvaro prenesli na svoje potomce. Z drugimi besedami lahko tudi reCemo,
da imajo potomci bolnikov s FAP 50-odstotno verjetnost, da bolezni ne pode-
dujejo.

Pri bolnikih najdemo od veé sto do veé tiso¢ polipov po Sirokem Crevesu, ki se
zagnejo pojavijati v povpredju v starosti 16 let. Razen izjem se bo pri vseh
prizadetih osebah razvil RSC, v povpre¢ni starosti 39 let.

Klini¢na diagnoza
Diagnozo postavimo na dva nacina:
1. Ce najdemo ved kot 100 adenomatoznih polipov;
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2. Multipli adenomatozni polipi pri osebi, ki je vec kot 50-odstotno ogroZena,
daima FAP.

Bohniki s FAP imajo lahko prirojeno hipertrofijo pigmentnega epitela retine,

adenome dvanajstnika in polipe fundusa Zelodca. Bolj so ogroZeni tudi za

nekatere rake izven Sirokega Crevesa, kot so: karcinom dvanajstnika (do 10 %),

$Citnice, trebudne slinavke in Zelodca ter hepatoblastom pri otrocih do 10 ieta

starosti.

Genetsko testiranje

Podobno kot pri HNPCC tudi tu za ugotavljanje mutacije (okvare) na APC
genu potrebujemo vzorec krvi.

Ukrepi pri FAP
1. Pogoste kontrole

Priporoena preiskovalna metoda je sigmoidoskopija. Ve&ina strokov-
njakov priporo¢a zacetek kontrol Ze v zgodnjih najstniskih letih.
2. Profilakti¢ni kirurski posegi
Odstranitev Sirokega Erevesa je edina zanesljiva prepregitev razvoja RSC.
Ce se odlogimo za ohranitev danke, je nujno bolnika nadzirati zaradi
moZnega razvoja raka danke.
Za odstranitev Sirokega érevesa se odlo&imo, ko pri kontroli naj-
demo polipe.
3. Kemopreventiva
Mnogo obetajo inhibilorji COX 2 (ciklooksigenaza 2), ki dokazano zmanj-
Sujejo nastanek polipov. Neznano ostaja, &e znizujejo tudi umrljivost.
Kemopreventiva zato ostaja domena raziskav.

Koristi genetskega svetovanja in testiranja

Posamezniki, ki se zavedajo veje ogroZenosti za razvoj rakave bolezni in
vedo, da so nosilci mutacije na genih, ki so odgovorni za razvoj FAP in
HNPCC, lahko laZje in z vegjo gotovostjo soodlo&ajo pri programu kontrol in
rednih pregledov. Kot je razvidno iz napisanega, svetujemo posameznikom, ki
$0 bolj ogrozeni za razvoj raka Sirokega Grevesa, redne kontrole, ki se zaéno
veliko prej kot pri splosni populaciji. Po drugi strani pa lahko posamezniki, ki
niso nosilci ogrozujoge mutacije, opustijo drastiéne programe kontrol in profi-
lakti¢nih ukrepov. Negativen izid testa lahko tako predstavija olajanje tako za
preiskovano osebo kot za njene sorodnike.

Nezanemarljivo pa je tudi poznavanje zdravega nacina Zivljenja in sprememba
zivijenjskih navad v [u¢i zmanj$anja tveganja za razvoj rakavih obolen;.

Za oceno tveganja pri posamezniku potrebujemo druzinsko drevo z natan-
€nimi podatki o obolevanju posameznih druzinskih ¢lanov za ve& generacij. V
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primeru, da ugotavljamo vecjo ogroZenost, svetujemo genetsko testiranje naj-
prej najmlajgemu obolelemu, Ee je to seveda mogoce.

Za genetsko testiranje se vsak posameznik odlo¢a samostojno in svobodno.

Tveganja in omejitve genetskega testiranja

Za posameznike, ki so nosilci mutacij in vedo za visoko ogroZenost za
dolo&ene rake, je ta informacija lahko veliko breme. Custvene stiske, depresi-
ja ali jeza pogosto spremijajo to spoznanje. Pri sorodnikih, kjer mutacijo nismo
odkrili, pa velikokrat opazamo obcutek krivde.

V dologenih primerih pa je negativen rezultat lahko neinformativen, kar po-
meni, da z zagotovostjo ne moremo trditi, da testirana oseba ni nosilka
mutacije, in da je ogrozenost za zabolevanje za rakom Se vedno neznana.

Ce se za test ne odlocite

Odlogitev za genetsko testiranje je svobodna in morebitna odklonitev testi-
ranja je va$a pravica in ne sme v ni¢emer vplivati na vaSe razmerje z
zdravnikom. V primeru, da se ne odiodite za genetsko testiranje, vam bomo
svetovali program kontrol glede na va$o druZinsko obremenjenost.

Zaupnost

Vsi podatki o rezultatu testiranja so tajni, osebje pa zavezano k moléecnosti v
skladu z zakonom. Prav tako podatkov o testiranju in izvidu testiranja nima od
vas nih&e pravice zahtevati, niti jih niste dolzni nikomur posredovati.

Ostali ¢lani druZine

Svetujemo, da vsak &lan prizadete druzine opravi pogovor z zdravnikom, ki se
ukvarja z genetskim svetovanjem. Odlogitev o tem je seveda povsem svo-
bodna in vsakdo ima tudi pravico “NE VEDETI” in odkloniti tako pogovor kot
morebitno genetsko testiranje.

0 vseh nadtetih moznostih se lahko temeljito pogovorite z zdravnikom, ki vam
bo svetoval vam najbolj ustrezen ukrep.

Svoja vprasanja, zelje ali pripombe lahko posljete na naslov:
Ambulanta za onkolo$ko genetsko svetovanje,
Onkoloski institut, Zaloska 2, 1105 Ljubljana.

Dodatne informacije dobite tudi:

- po telefonu: sestra Katarina Lokar 01 522 26 74

- elektronski posti (klokar@onko-i. si)

- na spletni strani Onkologkega indtituta: www.onko-i.si

67



MIKROSATELITNA NESTABILNOST PRI

KOLOREKTALNIH KARCINOMIH

Metka Ravnik-Glavaé

Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani

Povzetek

Mikrosatelitna nestabilnost (angl. kratica MSI) je fenomen, za katerega so zna-
Cilne majhne delecije ali insercije v kratkih ponavljajogih se zaporedijih v tumor-
ski DNA v primerjavi z normalno DNA istega &loveka. Priblizno 10% vseh
kolorgklainih karcinomov Je mlkrosatelitno nestabilnih, medtem ko e MSI
znacilnost kar ve¢ kot 90% tumorjev bolnikov s sindromom Lynch. Bolniki z
MS! tumorji imajo bolj§o prognozo, vendar zdravljenje s kemoterapijo s fluo-
rouracilom pri njih ni uspe$no. MSI status tumorjev pomeni tudi prvo selekci-
jsko stopnjo pri presejanju sindroma Lynch. Za dolo&itev MS! smo razvili nov
multipleksni sistem za pomnoZevanje mikrosatelithe DNA s petimi kvazi-
monomorfnimi markerji. Nadaljnja strategija za presejanje sindroma Lynch, ki
temelji izkljucno na molekularnogenetskih spoznanjih (metilaciji promotorja
gena MLH1 in mutacijska analiza nekaterih genov DNA popravljalnega meha-
nizmay, je stopnjo dolo¢itve podedovanih mutacij povedala s priblizno 65% na
87% in nam omogotila identificirati nove bolnike s sindromom Lynch. Sin-
drom Lynch je najpogostej$a avtosomno dominantno dedovana predispozici-
ja za kolorektalni karcinom. Nosilci mutacije imajo 70-80% doZivijenjsko
tvega-nost, da razvijejo sindrom Lynch, zato je potrebno, da v druzinah, kjer je
ta sindrom prisoten, ugotovimo, kdo od druzinskih &lanov nosi mutacijo.
Genetsko svetovanje in genetsko testiranje riziénih sorodnikov, spremljanje in
preventiva s kolonoskopijo in kemoprevencijo omogod&ajo, da bolezen zasled-
imo v zgodniji 8e ozdravijivi obliki, kar je povezano z zmanjéanjem strogkov
zdravljenja in najpomembnej$e s povedanjem preZivetja bolnikov.

Predstavitev

Mikrosatelitna nestabilnost (angl. kratica MSI za Microsatellite Instability) je
fenomen, katerega znacilnost so delecije ali insercije znotraj tandemskih po-
novitev v tumorski DNA v primerjavi z normalno DNA istega posameznika.
Mikrosatelitno nestabilnost so najprej opazili pri kolorektalnem karcinomu,
Kjer je bilo priblizno 10% tumorjev mikorosatelitno nestabilnih. Z ozirom na
mikrosatelitno stanje lahko tumorje razvrstimo v tri skupine: visike mikrosa-
telitno nestabilni (MSI-H) tumoriji so nestabilni na vsaj 40% testiranin marker-
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jin; nizko nestabilni (MSI-L) tumorji izrazajo mikrosatelitno nestabilnost na
manj kot 40% testiranih markerjin; mikrosatelitno stabilni (MSS) tumorji niso
nestabilni na nobenem markerju. MSI tumorji predstavljajo tudi posebno
skupino tumorjev, ki ima specifi¢ne klini¢no-patolosgke znacilnosti, bolniki s to
vrsto tumorjev pa imajo ugodnej$o prognozo.

80-90% vseh mikrosatelitno nestabilnih kolorektalnih tumorjev je sporadi¢nih,
ostali pa pripadajo bolnikom z dednim nepolipoznim kolorektalnim karcino-
mom, imenovanim tudi sindrom Lynch.

Sindrom Lynch je najpogostej$a avtosomno dominantno dedovana predi-
spozicija za nastanek kolorektalnega karcinoma. Najobicajnej$i nacin diag-
nosticiranja te bolezni je na osnovi druzinske anamneze po amsterdamskih
kriterijih I in I1. V druZini s sindromom Lynch so vsaj trije bolniki s kolorektalnim
karcinomom ali z drugim karcinomom, povezanim s sindromom Lynch (mater-
nice, zelodca, ovarija, hepatobiliarnega in urinarnega trakta, mozganov ali
koze) v dveh zaporednih generacijah in vsaj en bolnik je mlajsi od 50 let.
Tumoriji bolnikov s sindromom Lynch imajo visoko stopnjo mikrosatelitne
nestabilnosti, bolniki pa imajo podedovano mutacijo v enem od genov, ki
kodirajo proteine sistema za popravljanje napak pri podvojevanju DNA (ang.
kratica MMR za Mismatch Repair). Pri analizi mutacij v genih MMR so ugo-
tovili, da pri velikem $tevilu bolnikov iz druzin, ki so ustrezale amsterdamskim
kriterijem, niso odkrili podedovane mutacije, po drugi strani pa so bile mutaci-
je odkrite pri bolnikih iz druzin, ki niso izpolnjevale amsterdamskih kriterijev.
Zato je bilo potrebno razviti novo metodologijo za odkrivanje druzin s sindro-
mom Lynch. Tukaj opisujemo na$o strategijo za presejanje sindroma Lynch, ki
temelji izklju¢no na molekularnogenetskih spoznanijih in je stopnjo doloCitve
podedovanih mutacij povecala s priblizno 65% na 87%.

Molekularnogenetski pristop za odkrivanje visoko
mikrosatelitno nestabilnih tumorjev in sindroma Lynch

Molekularnogenetska strategija temelji na dolo¢anju mikrosatelitne nestabil-
nosti v novoodkritih primarnih kolorektalnih karcinomih. Dolo&itev tumorjev, ki
so visoko mikrosatelitno nestabilni, je pomembna iz dveh vidikov: 1) omogoca
odkrivanje posebne skupine sporadicnih MSI-H tumorjev. Bolniki s to vrsto
tumorjev imajo boljSo prognozo in pri njih je uspesnejSa drugacna kemoter-
apija, 2) predstavlja prvo stopnjo pri molekularni identifikaciji bolnikov s sin-
dromom Lynch. Narejeno je bilo Ze veliko $tudij, da bi dolocili najprimernejsi in
najobcutljive$i set markerjev za odkrivanje visoko mikrosatelitho nestabilnih
tumorjev, ki so vkljuCevale tako dinukleotidne kot tudi mononukleotidne
mikrosatelitne markerje. |zdelali smo metodologijo, ki temelji na hkratni analizi
petih kvazimonomorfnih mononukleotidnih markerjev in pri kateri ni potrebno
analizirati normalnega tkiva bolnikov. Testirali smo jo na 595 novoodkritih
kolorektalnih karcinomih. 43 (7.2%) karcinomov je bilo visoko mikrosatelitno
nestabilnih. Glavni molekularni vzrok mikrosatelitne nestabilnosti sporadi¢nih
kolorektalnih karcinomov je hipermetilacija promotorja gena MLH1, karci-
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nomov bolnikov s sindromom Lynch pa mutacije v genih MMR. Vsem MSI-H
tumorjem smo zato najprej dolocili stanje metilacije promotorja gena MLH1.
8/43 (18.6%) tumorjev ni imelo hipermetilacije, zato smo jih nadalje analizirali
na prisotnost mutacij v genih MMR. V 7/8 (87.5%) tumorjih smo odkrili mutaci-
join s tem prisotnost sindroma Lynch.

Smiselnost molekularnogenetskega dolo¢anja sindroma
Lynch

Izbira molekularnogenetskega pristopa za odkrivanje druzin s sindromom

Lynch je pomembna iz ve¢ raziogov:

1) V 8tevilnih deZelah ni mogo¢ dostop do registrov dednih oblik raka.

2) Tudi, Ce registri obstajajo, so Stevilne mutacije v genih MMR nasli v druZi-
nah, ki niso izpolnjevale amsterdamskih kriterijev.

3) Ne glede na to, ali druZina izpolnjuje amsterdamske kriterije, konéno diag-
nozo sindroma Lynch lahko postavimo $ele z odkritiem mutacije.

Potreba po populacijskem presejanju mikrosatelitno nestabilnih kolorektalnih
karcinomov in sindroma Lynch postaja vse pomembnejS$a zaradi uspehov v
preventivi po kolonoskopskih pregledih in obetov v kemopreventivi. V 15-let-
nem projektu, kKjer so pri rizicnih posameznikih in nosilcih mutacije izvajali ko-
lonoskopijo na vsake 3 leta, so ve€ kot za polovico zmanjsali rizicnost za kolo-
rektalni karcinom in zmanj$ali umrljivost za priblizno 65%. Ker imajo nosilci
mutacije 70-80% dozZivljenjsko tveganje za kolorektalni karcinom, je smiselno
dologiti drufinske &lane s prisotno mutacijc. Stevilne noveje $tudije so
pokazale, da je odloCitev za genetsko testiranje precej pogosta, ¢e genstsko
svetovanje temelji na osebnem in pozornem posvetu. Po molekularno-
genetskem presejanju je mogoce spremljati druzine s sindromom Lynch s pre-
ventivhimi pregledi in posegi za prepreCevanje razvoja bolezni.

Zakljucek

Priblizno 10% sporadicnih kolorektalnih karcinomov in ve¢ kot 90% kolorek-
talnih karcinomov bolnikov s sindromom Lynch je mikrosatelitno nestabilnih.
Zaradi dovolj dobrega poznavanja molekularnih mehanizmov in razvoja
obcutljivih in dovolj hitrih metodologij lahko zakiju¢imo, da je postalo smisel-
no populacijsko presejanje mikrosatelitno nestabilnega kolorektalnega karci-
noma in sindroma Lynch na molekularno genetski .osnovi. Bolniki z MSI-H
tumorji imajo boljSo prognozo, ne glede na status tumorja ob diagnozi v pri-
merjavi z bolniki z MSS tumorii in pri njih so uspesdnejsi drugacéni nacini kemo-
terapije. Pokazali smo, da bolnike s sindromom Lynch lahko uspe3no doloci-
mo na osnovi analize MSI, metilacijskega statusa promotorja gena MLH1 in
nadaljne mutacijske analize genov MMR. Genetsko svetovanje in genetsko
testiranje rizi¢nih sorodnikov, spremljanje in preventiva s kolonoskopijo in
kemoprevencijo omogoc¢ajo, da bolezen zasledimo v zgodnji $e ozdravljivi
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obliki, kar je povezano z zmanj$anjem strodkov zdravljenja in najpomemb-
nejée s povecanjem prezivetja bolnikov.
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MEDULARNI RAK SCITNICE - DEDNA BOLEZEN

Damijan Bergant', Damjan Glavaé®

' Onkolo$ki institut Ljubljana
*Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani

Uvod

Medularni rak &¢itnice (MTC) je rak prafolikularnih ali C-celic $&itnice, ki so del
APUD sistema. Predstavlja 3-11% &¢itnicih rakov, s skoraj enako ogrozenos-
tjo obeh spolov.

Tumor je pritegnil posebno pozornost raziskovalcev zaradi raznolike kliniéne
slike, sinteze in izlo¢anja bioaktivnih snovi, od katerih je najpomembnejsi
kalcitonin, ki je prakti¢no idealen tumorski oznadevalec. MTC je zanimiv tumor
tudi zaradi spremljajoc¢ih endokrinopatij (multipla endokrinopatija 2 (MEN2)) in
predvsem dejstva, da je lahko sporadi¢na ali dedna bolezen. Slednjo ima 25
do 30% bolnikov z MTC, odstotek pa je po podatkih iz literature odvisen tudi
od intenzivnosti presejalnih programov.

Patogeneza sporadi¢nega MTC ni znana, razvoj pa poteka preko predstopnje
- hiperplazije C celic.

MTC se pojavija dedno v sindromih MEN 2A, 2B in FMCT. Deduje se avto-
somno dominantno z visoko prodornostjo a razli¢no izraznostjo. Vznik dedne
oblike MTC je posledica zarodnih to¢kastih mutacij RET proto-onkogena, ki
potem spremenjen vspodbudi procese maligne transformacije C-celic. Bolnik
navadno mutacijo podeduje in je prisotna tudi pri drugih &lanih krvnega sorod-
stva, lahko pa nastane »na novo«. RET onkogen z 21 eksoni vklju&uje tirozin
Kinazni receptor, ki ima svoj izvencelicni cisteinski in znotrajceliéni tirozin-
kinazni del. Na katerem delu nastane mutacija, v veliki meri dologa klini¢no
sliko, kar potriujejo rezultati presejalnih programov in spremljanje bolnikov.
Stalnost povezave med genotipom in fenotipom ima ze kiiniéni pomen pri
nacrtovanju preventivne odstranitve 8&itnice

Zdravlienje vseh oblik MTC je kiruréko. Totalna tirecidektomija s centralno dis-
ekcijo vratnih bezgavk je operacija izbora.

Dedne oblike MTC

Dedna oblika MTC brez drugih endokrinopatij (FMCT)

Dedna oblika MTC brez drugih bolezni sindroma MEN 2 je bila prvi¢ opisana
1986. Od sporadi¢ne oblike MTC jo lo¢imo s pozitivho druZinsko anamnezo in
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dokazom zarodne mutacije. Mutacije na eksonu 11 (kodon 630) in na eksonu
10 (kodon 609, 611, 618, 620) so najpogosteje odgovorne za FMTC in redke-
je za MEN 2A. Do 10% FMCT pa povzrocijo tudi mutacije znotrajcelinega
tirozin-kinaznega predela gena na eksonu 13 (kodoni 768, 790, 791), eksonu
14 (koden 804) in eksonu 15 (kodon 891).

Glede na rezultate retrospektivnih $tudij FMCT klini¢no poteka najbolj benig-
no. Podrobnejso delitev na FMTG in »druge FMTC« doloca Stevilo druzinskih
&lanov z MTC. Tako gre za FMTC, &e so v druZini vsaj 4 bolniki z MTC, pri
druzinah z dvema ali tremi bolniki pa govorimo o drugih FMTC. Delitev je
nastala z namenom, da se izognemo moznosti nepravilne klasifikacije bol-
nikov z MEN 2A, Kkjer se lahko feokromocitom (PHEO) pojavi kasneje kot
MTC, primarni hiperparatireoidizem (PHPT) pa ni izraZen.

MEN 2A

Todkasta zarodna mutacija na eksonu 11, kodon 634, je odgovorna za priblizno
80% MEN 2A. Sindrom v 10-60% dopolnjuje $e PHEOQ in v 10-35% primarni
PHPT. (13-16) PHEO je priblizno v 50% bilateralen, maligen pa je v manj kot
10 %.

Simptomatika PHEO je lahko zabrisana in hipertenzija je v zgodnjem stadiju
bolezni redka in po nekaterih studijah je kar 7% - 37% bolnikov brez vseh tezav.

Zmerno zvidane vrednosti kalcija in -PTH sta prakti¢no edini znamenji PHPT
v sklopu MEN 2A. PHPT se razvija pogasi in kliniCna slika ne odraza pato-
lodkih sprememb kot sta hiperplazija obscitnic in adenomi.

Med variante MEN 2A uvré&ajo tudi MTC in cutaneus lichen amiloidozo — srbeco
dermatozo na kozi med lopaticama ter MTC in Hirschsprungovo bolezen.

MEN 2B

Deden sindrom predstavijajo MTC, PHEO v priblizno 30% -60% ter gan-
glionevromatoza sluznic s tipicno marfanoidnoe postavo bolnikov in redko
zadebelitve Zivénin kon&idev rozenice. Ganglionevromatoza se lahko pojavlja
v vseh sluznicah, najpogosteje pa prizadene sluznico ust, jezik in oCesne
veznice, kar daje bolnikom $e dodatno tipi¢en izgled. V 90% prizadene tudi
GIT. Obstipacije in megakolon v otro$tvu sicer lahko dajo znadilno klinicno
sliko Hirschsprungove bolezni, a pri bolnikin z MEN 2B gre za ganglionevro-
matozo in ne agangliomatozo sluznice Sirokega Crevesja kot pri Hirschsprun-
govi bolezni. V literaturi opisani primeri soCasnega pojava MEN 2 in Hirsch-
prungove bolezni pri bolniku so primeri MEN 2A.

MTC je v sklopu MEN 2B po kiini¢nem poteku najbolj maligen. Klini¢no se
manifestira ¥e v ranem otroétvu in je v 90% jasno izrazen in napredoval Ze v
prvem desetletju Zivljenja. Mutacije na znotrajceli¢nem tirozin-kinaznem delu
RET proto-onkogena (ekson 16 kodon 918) pri 85% bolnikov z MEN 2B po-
vzrodijo razvoj tipi¢ne kliniéne slike. Po navedbah nekaterih avtorjev kar 50%
teh mutacij nastane »de novox, kar lahko daje varljiv viis sporadi¢nosti.
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Diagnostika MTC in presajanje

Diagnostika klini¢no izrazenega MTC se ne razlikuje od diagnostike drugih
S¢itni¢nih tumorjev.

Diagnozo MTC dokonéno potrdimo z imunocitokemiénim dokazom TC v
FNAB razmazih in histologkih preparatih.

Dedne oblike MTC lahko odkrivamo s presejanjem (screening) krvnih sorod-
nikov bolnika z MTC. »Klasiéno« presejanje s stimulacijskim testom s penta-
gastrinom omogoca zgodnje odkrivanje MTC in njegove razvojne predstopnije
HCC pri krvnih sorodnikih, ki $e nimajo ali $e ne opazio znamenj bolezni.
»Klasi¢no« presejanje ni izvedijivo pri vsakem preiskovancu, s3] je kontraindici-
rano pri nosecnicah, novorojenckih, bolnikih z akutnimi razjedami 2elodca in/ali
dvanajstnika, astmatikih, bolnikih s koronarno boleznjo in viskoim krvnim pri-
tiskom, znani pa so tudi sopojavi pri testiranju. Rezultate presejanja omejujejo
tudi tehnicni pogoji, vkljuéno z laZno pozitivnimi in negativnimi rezultati stimu-
lacijskega testa. Ker s »klasi¢nim« presejanjem ugotavljamo prisotnost MTC pri
ogrozenih sorodnikih v dologenem ¢asu, moramo v primeru negativnega izvida
preiskavo ponavljati letno vsaj do preiskovanCevega 45. leta.

S »klasi€énim« presejanjem lahko odkrivamo le MTC, drugih spremijajoc¢ih bo-
lezni sindroma MEN 2 pa ne.

Genetsko presejanje ima namen odkriti nosilce specificnih mutacij RET
proto-onkogena pred razvojem MTC pri krvnih sorodnikov bolnika z MTC, pri
katerem smo dologeno mutacijo Ze dokazali. Ze enkratna genske analize krvi
»ogrozenih« sorodnikov omogoca dologiti nosilce specifiénih mutacij RET
proto-onkogena, kar pomeni razvoj MTC tekom preiskovancevega Zivijenja v
vet€ kot 90%.

Gensko analizo krvi ponovimo le pri odkriti mutaciji, pred zdravljenjem bolnika,
da bi se izognili morebitni tehni¢ni napaki (zamenjava vzorca krvi itd.) Genetsko
presejanja prakticno nima kontraindikacij, zahteva pa $e bolj pogloblieno razla-
go namena in izvedbe presejanja ter razlago rezultatov, ki so dokoéni.

Vsi preiskovanci morajo pisno potrditi pristanek na genetsko testiranje po
doloilih internih predpisov oz. zakona. Odkrita in potrjena specificna mutaci-
ja RET protoonkogena je indikacija za preventivno odstranitev $&itnice.

Pri pregledovanih krvnih sorodnikih brez mutacij so moznosti za razvoj MTC
enake Kot pri ostali populaciji.

S poznavanjem povezav med genotipom in fenotipom lahko poleg MTC pred-
vidimo tudi morebitno vegjo moZnost drugih bolezni sindroma MEN 2

Nasi bolniki
V Casu 1979 - 2003 smo genetsko testirali 69 od 98 boinikov z MTC. Mutacije
smo nasli pri 14 (20.2%) bolnikih in pri 16 od 31 sorodnikov (51.6%).

Namen

Z genetskim presejanjem smo Zeleli odkriti nosilce mutacij in tako morebitni
MTC v ¢im bolj zagetni fazi. Zanimal nas je tudi odnos med najdenim geno-
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tipom (mutacijo) in fenotipom (klini¢no sliko) dednih MTC pri naih bolnikih -
predvsem povezavo med mutacijami, velikostjo tumorja, stadijem, spremlja-
jogim PHEO in PHPT in starostjo bolnikov ob diagnozi MTC.

Rezultati

Pri nadih bolnikih smo nagli mutacije kodonov 618, 634, 790 in pri eni bolnici
2 MTG 2B kodona 918. Slednja je zaradi jasne klinicne slike in dejstva, da je
bila mutacija dokazana v tumorju, izpué¢ena iz nadaljnih preglednic.

Z genetskim presejanjem smo odkrili 3 nosilce mutacij, pri katerih se MTC Se
ni razvil, kar je potrdila histologija po opravijeni preventivni tiroidektomiji
(TONOMO).

V tabeli 1 so zbrani podatki o bolnikih z mutacijo kedona 634. Te mutacije smo
odkrili pri 15 (50%) bolnikih (5M in 102), starih 18-76 let, iz 8estih druZin.
PHEOQ in PHPT sta bila prisotna le v tej skupini bolnikoy, in sicer 12 bolnikov s
PHEQ in 6 s PHPT.

Tabela 1. Podatki o bolnikih z mutacijo kodonov 634

§t, | Stevilka Stevilka  Starostob
bol | druzine holnika diag. Spol  Mutacija(exon 11)  PHEQ  PHPT TNM STADI
1 4 8 44 z Cys-634-Tyr R 0 T2bNOMO 2
2 4 91 18 M Cys-634-Tyr 0 0 THNOMO 1
3 4 % 23 /4 Cys-634-Tyr 0 0 TibNOMO 1
4 4 8 4 z Cys -634-Tyr R 0 T1bN1bMD 3
5 4 % 23 M Cys 634-Tyr R 0 T1HNOMO 1
6 4 %0 19 M Cys -B34-Tyr L 0 T4bN1bMO 3
7 9 % 55 A Cys -634Tyr 0 0 T26N16M0 3
8 3 8 76 Z Cys -64-Gly BIL AD T26NOMO 2
9 3 8 42 Z Gys -634-Gly BIL AD T2bN1bMO 3
0] 2 4 2 z Cys 634-Arg BIL 0 T2bN1bMO 3
1| 2 80 52 7 Cys 634-Arg BIL AD T2bN1bMO 3
2] 2 51 33 z Cys -63¢-Arg R 0 T2bN1bMD 3
13 2 3 % M Cys 634-Ag R 1 T3N16MO 3
141 1 i 2 Z Cys 634-Arg BIL AD TibNibMO 3
5] 12 114 30 M Cys 634-Arg BIL H TibN1bMO 3

“Index” bolniki povdarjeni; &t - &teviko; bol — bolniki; Z — Zenski; M — moski; PHEO -
feokromocitom; PHPT — primarni hiperparatireoidizem; AD ~ adenom; H - hiperplazija,
D — desno: L - levo: TNM - UICC tumorska Kklasifikacija (1997)
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Mutacije kodona 618 smo odkrili pri 9 (30%) bolnikin starih 12-85 let (BM in
B82) iz &tirih druzin. vV tej skupini je bila tudi bolnica z MTC in Hirschprungovo
boleznijo v otrodtvu, kar je redek primer, ge posebej v povezavi z mutacijo
kodona 618.

Mutvaoije kodona 790 smo dokazali pri 5 (16.6%) bolnikih starih 16-74 let (1M
in 47) iz treh druzin.

Pri bolnikih z mutacijo kodonov 618 in 790 smo dokazali le MTC (FMTC) oziro-
ma smo pri treh opravili preventivno tireoidektomijo (2 bolnici z mutacijo kodona
790 in ena z mutacijo kodona 618) kjer histolosko ni bilo MTC. Tabela 2.

Tabela 2. Podatki o bolnikih z mutacijo kodonov 618 in 790

St. | Stevilka | Stevilka | Starostob | Spol | Exon | Mutacija TNM STADIJ
bol. | s druZine | bolnika | diagnozi

1] 86 22 F3 10 | Cys-618-Ser |T2bNOMO |2
2 24 57 M 10 | Cys-618-Ser |T2bNOMO |2
3 1 55 31 Z 10 | Cys-618-Ser | T2bNOMO |2
K 94 12 M |10 |Cys-618-Ser |TIbN1bMO |3
5 15 101 12 Vi 10 |Cys-618-Ser |[TONOMO |0
FE o7 43 Z 110 | Cys-618-Ser |T2bN1bMO |3
7 |5 41 28 b4 10 | Cys-618-Ser | TibN1aMo |3
8 |10 70 36 Z 10 | Cys -618-Phe | T2aN1aMo | 3
9 |13 85 65 M 10 | Cys -618-Phe | T3aN1bMO |3
10 |6 103 20 b4 13 |Lew-790-Phe | TONOMO [0
11 62 36 Z 13 | Leu-790-Phe | T2aN1aMo |3
12 |7 109 51 b4 13 |Leu-790-Phe | TONOMO |0
13 17 8 16 M 18 |Leu-790-Phe | T2aNiaMo | 3
14 |14 84 74 Z 13 | Leu-790-Phe | T2aNOMO |2

“Index” bolniki povdarjeni; St - $teviko; bol — bolniki; Z — Zenski; M - moski; TNM -
UICC tumorska kiasifikacija (1997)

Zanimala nas je tudi povezava med starostjo in spolom nasih bolnikov z MTC
ob diagnozi ter najdenimi mutacijami. Glede opazanja in majhno &tevilo bol-
nikov smo se odloili in zdruzili bolnike z mutacijami v cisteinskem dely RET
proto-onkogena (kodona 618, 634) in jih primerjali z bolniki z mutacijami v tiro-
zin-kinaznem delu (kodon 790). Rezultati so prikazani v Tabeli 3.

Tabela 3. Starost bolnikov ob diagnozi glede na spol in mutacije

Spol Stevilo Mutacije na Starost
bolnikov kodonu/eksonu MedianaxSD
Zenske 16 618/10 in 634/11 345+ 156
4 790/13 43.5 +27.1
Mogki 8 618/10 in 634/11 26.5+18.0
1 790/13 16 B

8D - standardna deviacija
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Zakljucek

Jashe so prednosti genetskega presejanja pred »klasi¢nim« presejanjem s
stimulacijskim testom in pomen preventivnih tireocidektomij.

V nasdi malo&tevilni seriji se nakazuje povezava med velikostjo tumorja, stadi-
jem MTC ob diagnozi, starostjo bolnikov in doloCeno mutacijo RET proto-
onkogena - predvsem pri bolnicah z mutacijo kodona 790. MoZen kasnejsi
vznik MTC ali manj agresiven potek pri teh bolnikih primerjalno z drugimi
mutacijami lahko upostevamo pri naértovanju preventivne tireoidektomije.
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EDNA OBLIKA MALIGNEGA MELANOMA

Barbara Peri¢', Magdalena Avbelj’, Marko Hocevar'

' Onkologki institut Ljubljana
“Klini¢ni center Ljubljana

Uvod

Maligni melanom koZe je vse do osemdesetih let veljal tako v svetu kot v Slo-
veniji za relativno redko bolezen. V zadnjin dvajsetih letih pa incidenca raste s
podvojitvijo vsakih 6 do 10 let. Incidenca malignega melanoma koZe torej
naradca hitreje kot incidenca drugih oblik raka. V Sloveniji je bila v letu 2001
incidenca malignega melanoma koze 13,2 na 100.000 prebivalcev, kar nas v
primerjavi z drugimi evropskimi drzavami uvr¢a v zgornjo polovico. Vigjo inci-
denco imajo v ZDA, v letu 2004 18 na 100.000 prebivalcey, in v Avstraliji, kjer
je incidenca v letu 2004 kar 35 na 100.000 prebivalcev. Vzporedno z inciden-
co pa nara$c¢a tudi umrljivost. 5-letno prezivetje bolnikov z malignim melano-
mom KkoZe pade s 96% na 12% v primeru napredovale bolezni. Ker zbolijo
pogosto mladi ljudje in zaradi omejenih moznosti zdravijenja v primeru napre-
dovale oblike bolezni, je vse ved raziskav usmerjenih v preventivo in zgodnje
odkrivanje bolezni.

Dejavniki tveganja za pojav malignega melanoma so tako dejavniki okolja, kot
tudi spremembe genoma. Na incidenco vplivajo geografska lokacija, izpo-
stavljenost sonénim Zarkom in tip koze. 10% bolnikov z malignim melano-
mom ima pozitivno druZinsko anamnezo. Na splo$no predstavija pozitivna
druzinska anamneza 2-krat ve€je tveganje za pojav malignega melanoma.

Ko govorimo o druzinski obliki malignega melanoma, to lahko razdelimo v tri
skupine: sporadiéne primere melanoma, ki se nakljuéno kopicijo v dologenih
druzinah, druzinsko obliko melanoma, ki je posledica nizko penetrantnih
alelov, in druzinsko obliko, ki je posledica visoko penetrantnih alelov. To zad-
njo obliko imenujemo tudi dedna oblika malignega melanoma in je relativho
redka, v to skupino sodi priblizno 1% vseh melanomov. O dedni obliki
malignega melanoma govorimo, ko se ta pojavi pri dveh ali veé posameznikih
znotraj druzine, znacilno 10 do 20 let prej kot pri sporadi¢nih primerih, poleg
tega pa imajo posamezniki pogosto multiple primarne melanome. V primeru
druZin, katerih ¢lani imajo maligni melanom koze in/ali atipi¢ne nevuse, govo-
rimo o FAMMM (Familial Atypical Multiple Mole/Melanoma) sindromu .

Visoko penetranten CDKN2A gen

CDKN2A gen na lokusu 9p21 je tumor supresorski gen, povezan z dedno
obliko malignega melanoma. Produkt gena sta proteina p16 in p14ARF. Oba
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proteina imata skupen drugi in tretji ekson, prvi ekson pa je razlicen. Ob na-
stanku p16 se prepide ekson 1a, ob nastanku p14ARF pa ekson 1b. p16
inhibira kompleks ciklina D in kinaze 4 (CDK 4) ali kinaze 6 (CDK 6), kar posle-
diéno zavre fosforilacijo proteina Rb (protein retinoblastoma), celi¢ni cikel pa
se ustavi v fazi G. Okvarjen protein p16 omogoti fosforilacijo proteina Rb,
vstop v S fazo in prezgodnje nadaljevanje celicnega cikla. p14ARF prepredi
razgradnjo p53, kar zaustavi tako fazo Gy kot G,. Poleg tega vpliva tudi na
transkripcijske faktorje, na katere se veze protein Rb. Ve¢ina mutacij se naha-
ja na eksonu 1a ali na drugem eksonu. Pogostost teh mutacij naraste s prib-
lizno 0.01% v splodni populaciji na 40% v druzinah z dedno obliko malignega
melanoma. Mutacije na drugem eksonu inaktivirajo tako p16 kot p14ARF. Do
sedaj so odkrite le tri mutacije, ki se nahajajo na eksonu 1b. Pri boiniku z mul-
tiplimi primarnimi melanomi je bila dokazana insercija na eksonu 1b, v druZzini
s &tirimi obolelimi &lani delecija, opisana pa je tudi substitucija pri dveh &lanih
druzine z malignim melanomom.

Spremenjen CDKN2A najdemo pri 50% druZin s FAMM sindromom, a po-
vezava gena s Stevilom in displazijo nevusov $e ni povsem jasna. CDKN2A je
visoko penetranten gen, saj je tveganje za pojav malignega melanoma pri
nosilcih mutacije, do osemdesetega leta starosti v Evropi 53%, v ZDA 76%, v
Avstraliji pa kar 91%. Podatek kaZe, da na penetranco mutacije gena
CDKN2A znatno vpliva tudi koli¢ina UV Zarkov v okolju, v katerem zivimo.

Pri majhnem Stevilu druZin je opisana mutacija visoko penetrantnega CDK4
gena na kromosomu 12, ki inhibira vezavo proteina p16, v zadnjem €asu pa so
raziskave pokazale da se na kratki ro¢ici kromosoma 1 (1p22) nahaja lokus , Ki
je prav tako udeleZen pri nastanku malignega melanoma (1 ,2).

Nizko penetrantni aleli, gen MCIR

Tudi nizko penetrantni aleli zve&ajo tveganije za pojav malignega melanoma.
Eden od teh genov je gen za receptor melanokortina (MC1R gen). |zpostav-
lienost UV zarkom zveca tvorbo melanina prek slabo poznanih mehanizmov,
ki vkljuéujejo direkten uginek zarkov na melanocite, MSH (melanocit stimulira-
jo&i hormon ali melanotropin), aktivacijo melanocitov ter parakrini ucinek dusi-
kovega moncksida, ki ga izlo¢ajo keratinociti. MSH se veZe na melanokortin-
1-receptor melanocitov (MC1R) in stimulira tvorbo melanina. Ta je sestavijen
iz dveh kemi&no razliénih oblik pigmenta. Evmelanin, prevladujo¢ pigment pri
ljudeh s temnejo poltjo, je rjavo-&m in deluje fotoprotektivno. Rdece-rumen
feomelanin ima Sibek fotoprotektivni ucinek, ob fotoaktivaciji pa nastanejo
kisikovi prosti radikali, ki delujejo citotoksiéno in mutageno. Razmerje evme-
lanin/feomelanin v koZi posameznika je odgovorno za razli¢ne tipe koze. Pri
rdetelascih je prevladujot pigment v koZi in laseh feomelanin, poleg tega pa
tvorijo manj evmelanina, zato je njihova koza ob izpostavljenosti soncu hitro
oped¢ena in le malo porjavi. Kak8no bo razmerje pigmentov v koZzi, je odvisno
od oblike MC1R. Gen za MC1R se nahaja na lokusu 16024.3. Za ta gen je
znadilna visoka stopnja polimorfizma v populaciji, tveganje za pojav melano-
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ma pa se pri nosiicu dologenega alela zveda za 2 do 4-krat, a je znatno manjSe
kot v primeru mutacije CDKN2A. Doloéeni aleli so povezani z razli¢nimi feno-
tipi oz. razlicnimi klini¢nimi tipi koZe. Trije aleli (Arg151Cys, Arg160Trp in
Asp294His) so povezani s fenotipom, katerega znacilnosti so rdeéi lasje, pege
in svetla polt, ki ne porjavi, ter predstavlja veéje tveganje za nastanek maligne-
ga melanoma. Pri nosilcih enega od teh alelov se zveda tveganje kijub tem-
nejsi, olivni polti. Poleg tega so nekateri aleli MC1R gena verjetno udelezeni
pri nastanku malignega melanoma, neodvisno od njihovega uginka na fenotip.
Najvecje tveganje je morda povezano z alelom Asp84Giu. V avstralski popu-
laciji je 72% bolnikov z melanomom nosilcev vsaj enega od opisanih aleloy, v
Veliki Britaniji pa 28% preiskovancev. Poleg tega so razi-skave pokazale, da
naraste penetranca mutacije CDKN2A v prisotnosti enega od opisanih alelov
s 50% na 84%, ob tem pa se zniza povpretna starost pojava bolezni z 58 na
37 let (3,4).

DruZinska oblika malignega melanoma v Sloveniji

V Sloveniji je predstavijalo zadetek raziskav dolo&anje prisotnosti mutacije na
eksonih gena CDKN2A, ki kodirajo protein p16, pri osebah z druzinsko obliko
malignega melanoma. Raziskovalno delo poteka v sodelovanju z genetskim
laboratorijem Pediatri¢ne klinike v Ljubljani od leta 2002. Sprva je bilo preiska-
nih 10 druzin z druzinsko obliko melanoma. V 50% preiskovanih druzin je bila
dokazana prisotnost funkcionalno pomembne mutacije CDKN2A gena, kar je
veC kot je opisano v raziskavah na drugih populacijah. Pri vsaki od petih dru-
Zin je prisotna druga mutacija, dve od teh do sedaj e nista bili opisani.

V druZini s tremi bolniki je bila odkrita nova tockovna mutacija, substitucija v
drugem eksonu, ki spremeni aminokislinsko zaporedje proteina p16. Prva bol-
nica je zbolela v starosti 57 let s &tirimi sinhronimi primarnimi melanomi, v
naslednjih dveh letih pa je bil odkrit e peti primarni melanom. Poleg nje so
heterozigotni nosilci mutacije $e $tirje sorodniki. Mlaj$i sorodnik v drugem
kolenu je zbolel v starosti 30 let, kar velja za zgoden zadetek bolezni, poleg
tega pa smo pred kratkim odkrili melanom tudi pri sorodniku v prvem kolenu,
ki je zbolel v starosti 41 let.

Pri drugi druZini je bila ugotovijena substitucija na podrocju izrezovalnega
zaporedja na meji drugega eksona. Do sedaj je bila opisana le podobna
mutacija na istem mestu, ki povzrogi moteno izrezovanje drugega eksona in
nastanek nefunkcionalnih proteinov p16 in p14ARF.

V tretji druZini je bolnik z muitiplimi primarnimi melanomi, ki je homozigot za
toCkovno mutacijo v prvem eksonu, ki povzrodi zamenjavo aminokislin in je
opisana pri dveh druZinah v ltaliji in Franciji.

Cetrta odkrita mutacija je bila pogosto opisana predvsem v Franciji ter v cen-
traini in severni Italiji. Tudi v tem primeru gre za mutacijo drugega eksona in
zamenjavo aminokislin.

Mutacija, odkrita pri peti druZini, je prisotna tudi drugje v Evropi in v Avstraliji.
Najdemo jo na prvem eksonu, posledica pa je zamenjava aminokislin (5).
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Trenutno na Onkologkem inétitutu poteka dologanje prisotnosti mutacij genov
CDKN2A in MC1R na do sedaj zbranih vzorcih DNK 44 bolnikov z druzinsko
obliko melanoma. Preiskujemo eksone, ki so potrebni za nastanek proteina
p16, in ekson 1b, kjer se lahko nahaja mutacija, ki prizadene izkljucno delo-
vanje p14ARF. Poleg tega skudamo ugotoviti, kateri od opisanih alelov gena
MC1R, ki so povezani z vedjim tveganjem za razvoj melanoma, so prisotni v
slovenskih druZinah. S pomodjo rezultatov bomo doloéili prevalenco in pene-
tranco gena CDKN2A in gena MC1R pri slovenskih druzinah z malignim
melanomom.

Ker zelimo nade znanje in rezultate primerjati z rezultati raziskovalnih skupin z
vsega sveta, smo leta 2005 postali ¢lani GenoMELA. Organizacija, ki je bila
ustanovljena leta 1996, se je sprva imenovala Melanoma Genetics Consor-
tium in je zdruZzevala le institute iz Velike Britanije, Svedske, Pensilvanije in
Avstralije. Njen namen je bil predvsem odkriti visoko penetrantne gene
malignega melanoma. Da pa bi lahko pojasnili, kako se spreminjajoCa koli€ina
son&nih Zarkov, razliéni tipi koze in prisotnost mutacije enega ali ve¢ genov
zdruZijo v nastanek melanoma, je potrebno zdruZiti podatke Stevilnin bolnikov
z razliénih geografskih leg. Melanoma Genetics Consortium je zato razsiril
svoje &lanstvo in se preimenoval v GenoMEL, kar oznaCuje projekt, ki zdruzuje
Stevilne ustanove iz Evrope, ZDA in Avstralije. Namen tega je pojasniti genet-
sko osnovo nastanka melanoma, pojasniti interakcijo odkritih genov z okol-
jem, oceniti tveganje, ki ga predstavljajo navade povezane s soncenjem, ter
vse to predstaviti na svetovnem spletu. Nada udelezba bo omogocila sloven-
skim bolnikom, njihovim svojcem in 3ir8i javnosti dostop do kvalitetnih po-
datkov o dejavnikih tveganja in prepreCevanju ter odkrivanju in zdravljenju
malignega melanoma.

Zakljucek

Kljub velikemu napredku na podro¢ju zdravljenja malignega melanoma sta
zgodnje odkritje in kirursko zdravljenje $e vedno najpomembneijsa dejavnika,
ki vplivata na preZivetje. Poznavanje genov, ki so povezani z vegjim tveganjem
za nastanek malignega melanoma, nudi mozZnost genskega testiranja, pri
odkritin osebah z visokim tveganjem pa zgodnje odkritie malignega melano-
ma. Trenutno se gensko testiranje izvaja le v raziskovalne namene. Odsotnost
znane mutacije v neki druzini namreé ne izklju€uje zveCanega tveganja za nas-
tanek melanoma, saj so lahko vklju&eni e neznani geni. Poleg tega v primeru
odkrite mutacije ne moremo predvideti, kdaj se bo pojavila bolezen in v
kaksen bo njen potek. Kljub temu je smiselno ponuditi testiranje bolnikom z
dvema ali ve¢ obolelimi ¢lani druZine in bolnikom z ve¢ kot dvema primarnima
melanomoma. Zal enotnega priporo&ila za nadaljnjo obravnavo nosilcev mu-
tacij $e nimamo. Bolnika, ki je nosilec mutacije, je potrebno pouciti o pomenu
samopregledovanja. Svetujejo se tudi polletni pregledi pri specialistu, v
primeru klini¢no sumiljivih koznih sprememb, pa se je bolje odloCiti za zgodnjo
odstranitev, kot za spremljanje in opazovanje. Pomembna je seveda tudi
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uporaba za$citnin sredstev in izogibanje pretirani izpostavijenosti son&nim
Zarkom.

Kljub temu, da je zaporedje dogodkov, ki pripeliejo do nastanka melanoma
Sele pred nekaj leti postalo predmet raziskav upamo, da bodo rezultati teh
izboljali predvsem prepre€evanje bolezni in zaustavili naragéajoéo incidenco
melanoma.
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GENI IN NASTANEK MELANOMA

Barbara Peri¢', Magdalena Avbeljz, Marko Hodevar'

'‘Onkologki institut Ljubljana
*Klini¢ni center Ljubljana

Nastanek malignega melanoma je posledica tako ucinkov okolja (izpostavi-
jenosti UV zarkom), kot tudi genotipa posameznika, ki je tem uCinkom okolja
izpostavljen. Tveganje je torej tako kot pri drugih vrstah raka povezano z geni
in okoljem. Vse ve¢ raziskav je posvecenih boljemu razumevanju dejavnikov
tveganja in prepredevanju bolezni. Incidenca malignega melanoma namrec
povsod po svetu $e vedno narasca.

Medtem ko je bila karcinogeneza nekaterih drugih tumorjev Ze dobro raziska-
na in poznana, pa to za melanom ni veljalo. Leta 1996 se je zato skupina
ingtitutov iz Velike Britanije, Svedske, Pensilvanije in Avstralije povezala v
organizacijo z imenom Melanoma Genetics Consortium, katere namen je bil
odkrivanje visoko penetrantnih genov malignega melanoma. Rezultati so
pomagali razumeti, kateri geni predstavijajo visoko tveganje za pojav me-
lanoma, in postavili temelje nadaljnjemu raziskovanju interakcij genov in okol-
ja.

Tako danes vemo, da so del nastanka melanoma visoko penetrantni geni
CDKN2A (posebnost tega sta dva razli¢na proteina, p16 in p14ARF, ki nas-
taneta kot posledica uporabe razli¢nih bralnih okvirjev), CDK4 in novo odkriti
gen na lokusu 1p22, ki jih pogosto najdemo pri osebah z dednim melanomom.
V to skupino sodi priblizno 1% bolnikov. Pozitivna druzinska anamneza je
prisotna pri 10% bolnikov, nastanek melanoma pri teh pa je povezan z nizko
penetrantnimi geni. Najbolje raziskan je gen MC1R, ki doloCa tip melanina v
kozi.

Da bi pojasnili, kako se spreminjajoca koli¢ina sonénih Zarkoy, razlicni tipi koze
in prisotnost mutacije enega ali ve¢ genov zdruZijo v nastanek melanoma, je
potrebne zdruZiti podatke Stevilnih bolnikov z razli¢nih geografskih leg.

Zato je Melanoma Genetics Consortium raz8iril svoje ¢lanstvo in se preimen-
oval v GenoMEL, kar oznaduje projekt, ki zdruzuje Stevilne ustanove iz Evrope,
ZDA in Avstralije. Namen tega je pojasniti genetsko osnovo nastanka mela-
noma, pojasniti interakcijo odkritih genov z okoljem, oceniti tveganje, ki ga
predstavljajo navade povezane s sonCenjem, ter vse to predstavm na spletu v
obliki, ki bo dostopna in v pomo¢& bolnikom in 8irsi javnosti. Clan GenoMEL-a
je od leta 2005 tudi Onkolo$ki institut Ljubljana.

V Sloveniji smo leta 2002 pri¢eli dologati prisotnost mutacije na eksonih gena
CDKNZ2A, ki kodirajo protein p16. Z delom smo priceli v sodelovanju z Pedia-
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tricno kiiniko. Trenutno na Onkoloskem ingtitutu poteka dolodanje prisotnosti
mutacij genov CDKN2A in MC1R na do sedaj zbranih vzorcih DNK 44 bol-
nikov z druzinsko obliko melanoma. S pomodjo GenoMEL-a bodo rezultati

nase raziskave postali del napredka, ki bo v pomo¢ tako bolnikom kot zdrav-
nikom.
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PREVALENCA MUTACIJE GENA BRCA2 PRI MOSKIH
7 RAKOM DOJKE V SLOVENILJ

Barbara éemivc, Nikola Besi¢, Katarina Lokar, Mateja Krajc,
Srdjan Novakovic, Cvetka Bilban Jakopin, Marko Hocevar,
Janez Zgajnar

Onkoloski institut Ljubljana

Povzetek

IzhodisCe: Rak dojke pri moskih je redka bolezen. Rak dojke pri nekaterih bol-
nikih nastane zaradi mutacije gena BRCA1 ali gena BRCA2. Tveganje za nas-
tanek raka dojk pri moskih mo¢no povec¢a mutacija gena BRCA2.

Namen: Za slovensko populacijo podatkov o prevalenci mutacije gena
BRCA2 3e nimamo. Namen na8e prospektivne populacijske epidemioloske
raziskave je ugotoviti, kakéna je prevalenca mutacije gena BRCA2 pri mo8kih
z rakom dojke v Sloveniji.

Material in _metode: Na Onkolo$kem in&titutu smo zbrali podatke o 139
mogkih, ki so zboleli za rakom dojke od leta 1975 do 20086. Zivih je e 41 bol-
nikov in te smo pisno povabili na genetsko svetovanje in gensko testiranje. Kri
so analizirali v Laboratoriju za onkolosko genetiko Svobodne univerze v
Bruslju. Mutacije genov BRCA1 oziroma BRCAZ2 so ugotavijali s testoma PTT
in F-CSGE in sekvencioniranjem vzorcev z nenormalnimi vrhovi.

Rezultati: Genetsko testiranje je bilo izvedeno pri 25 moskih. Mutacijo gena
BRCA2 smo ugotovili pri §tirih moskih. Pri treh od njih smo na8li slovensko
founder mutacijo gena BRCA2 IVS 16-2a>G. Mediana starost vseh bolnikov z
rakom dojke je bila 57 let (od 17 do 86 let). Mediana starost bolnikov z mutaci-
jo gena BRCAZ je bila 60 let, ostalih bolnikov pa 57 let. Med bolniki z rakom
dojke z mutacijo in tistimi brez mutacije nismo ugotovili statistiCne razlike
glede starosti (p=0,65) ali stadija bolezni (p=0,43).

Zakljuéek: Prevalenca mutacije gena BRCA2 pri bolnikih z rakom dojke v
Sloveniji je 16%.
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ALI JE BRCA1-2 MUTACLJA PRI BOLNICAH Z DVOJN-
IM PRIMARNIM RAKOM JAJCNIKOV IN DOJK
VEDNO PRISOTNA?

Mirjam Cvelbar', Marjetka UrSi¢-Vricaj®, Stelio Rakar’

' Zdravstveni dom Novo mesto
2 Vit e . . .
“Onkoloski inStitut Ljubljana
*Klini¢ni center Ljubljana

Povzetek

Ozadje: Rak jajcnikov povzroca, tako v Sloveniji kot drugod po svetu,
najvecjo smrtnost med ginekoloskimi raki. Odkrivanje zgodnjih stadijev
bolezni je ob odsotnosti ustreznega presejalnega testa za celotno populacijo
Zensk najbolj uspedno v skupini Zensk z visokim tveganjem. Najpomembnejsi
* znani dejavnik tveganja za nastanek raka jajénikov je BRCA1-2 mutacija. Ta se
klini€no pogosto kaZe skozi pozitivno druzinsko onkolosko anamnezo glede
raka jajCnikov in dojk. Ali so pri Zenskah s pozitivno druzinsko anamnezo
glede raka jaj¢nikov in dojk oziroma s prisotno BRCA1-2 mutacijo prav tako
kot v splodni populaciji pomembni tudi drugi znani dejavniki tveganja za nas-
tanek raka jajcnikov in patomorfoloski napovedni dejavniki, ostajajo e vedno
odprta vprasanja. izhajajoé iz nedavnih izsledkov, da je pri dvojnem pri-
marnem raku jajénikov in dojk BRCA1-2 mutacija prisotna vsaj v 86-
87,5%, smo prisotnost dvojnega primarnega raka jajénikov in dojk
privzeli kot surogatno genetsko mero za BRCA1-2 mutacijo in ocenili,
da je ta skupina bolnic najprimernej$a za analizo. Namen nase raziskave je bil
preverjenje hipoteze, da so pri bolnicah z dvojnim primarnim rakom (epitelni
rak jajcnikov in rak dojk) in torej predvidoma z BRCA1-2 mutacijo, tudi drugi
dejavniki tveganja, poleg specificne druzinske onkoloske anamneze, pa tudi
neugodni patomorfoloski napovedni dejavniki bolj izraZeni kot pri bolnicah s
samo enojnim, sporadiénim epitelnim rakom jajcnikov.
Metode: Primerjali smo preiskovano skupino 31 bolnic z dvojnim primarnim
rakom, in sicer epitelnim rakom jajénikov in rakom dojk, z drugo, kontrolno
skupino, v katero smo vkljugili 62 bolnic z enojnim, sporadi¢nim, epitelnim
rakom jajCnikov, brez pozitivne specificne familiarne onkolo$ke anamneze.
Podatke o bolnicah, ki smo jih dobili iz Registra raka za Slovenijo, smo dopol-
nili s pregledom klinicne dokumentacije bolnic. Za vsako bolnico smo izpolnili
pripravljeni protokol in dobljene podatke analizirali. Primerjali smo druge
klinicne dejavnike tveganja poleg specificne druzinske onkoloske anamneze
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in kliniéne ter patomorfologke napovedne dejavnike. Za statistiCno analizo
smo uporabljali opisno statistiko, hi-kvadrat test in t test.

Rezultati: Nakazan je bil ve&ji deleZ pozitivne nespecifitne druZinske onko-
logke anamneze v preiskovani skupini, ki pa ni dosegel 5%-ne statisticne
znadilnosti. V prokreativnih dejavnikih tveganja med preiskovano in kontrolno
skupino nismo nasli znacilnih razlik. Mejno znadilno je bil prisoten vedji deleZ
preiskovanih bolnic, ki so bile ob diagnozi raka jajénikov v starostnem razredu
45-59 let. Rak jaj¢nikov je bil v preiskovani skupini znacilno pogosteje ugo-
tovljen ze v |. stadiju, Ceprav se v nadinu odkrivanja bolezni skupini nista raz-
likovali. Prav tako nismo na8li razlik med skupinama v porazdelitvi stopen]
diferenciacije tumorja in v porazdelitvi patohistolo$kih tipov tumorja.

Zakljuéki: |zsledki raziskave niso potrdili nage osnovne hipoteze, ampak so
pri dejavnikih tveganja za rak jajénikov le nakazali nekatere razlike med sku-
pinama. Pri napovednih dejavnikih pa so v skupini bolnic z dvojnim primarnim
rakom jajénikov in dojk pokazali celo znagiino vegji delez |. stadija bolezni ob
diagnozi. S tem je postavljena pod vprasaj tudi domneva, ki izhaja iz
nedavnih drugih raziskav v majhnih serijah in na kateri smo zasnovali
naso raziskavo, da je pri skoraj vseh bolnicah z dvojnim primarnim
rakom jajénikov in dojk prisotna BRCA1-2 mutacija. Pri tej mutaciji
so namreé glede na izsledke z genskim testiranjem podprtih raziskav
tumorji agresivnej$i. Sodeé po nasih rezultatih so bolj verjetno bol-
nice z BRCA1-2 mutacijo le podskupina v skupini bolnic z dvojnim
primarnim rakom jajénikov in dojk, kar nakazujejo tudi nekatere
druge raziskave. Na to kaZejo tudi nekateri preliminarni podatki
genetskega testiranja preiskovanih bolnic na Onkolo$kem institutu v
Ljubljani.

Seveda upostevajod relativno majhno tevilo bolnic, vklju¢enih v naso raziska-
vo, nadi rezultati lahko sluZijo le za grobo oceno. Majhno $tevilo preiskovanih
bolnic tudi v nadi raziskavi je posledica nizke incidence dvojnega primarnega
raka jajénikov in dojk, kar predstavlja tezavo pri tovrstnih preiskavah povsod
po svetu, poleg tega pa je dodatna omejitev v nasih razmerah majhnost
slovenske populacije.

Za podroéje primarnega zdravstvenega varstva v Sloveniji glede odkriva-
nja raka jajénikov rezultati nase raziskave nakazujejo pomen natan¢ne splosne
in e posebno specifiéne druzinske onkolodke anamneze glede raka jajcnikov
in dojk. 1z pregledane Kliniéne dokumentacije bolnic je bilo razvidno, da je ta
pristop v klini¢ni praksi premalo uveljavljen.

Rezultati kaZejo tudi na pomen diagnosti¢ne opredelitve nespecifitnin simp-
tomov, in to predvsem pri tistih bolnicah, ki imajo pozitivno specifi¢no in/ali
splodno druZinsko onkolosko anamnezo, saj to lahko pomeni odkritje raka
jajénikov v zgodnjem, |. stadiju, ki je prognostiéno bistveno ugodnejsi.

Glede odkrivanja Zensk z vegjim tveganjem za raka jajénikov s pomocjo
genetskega testiranja in/ali genetskega svetovanja, na$i rezultati poudatjajo
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pomen ovrednotenja druZinske anamneze tudi pri bolnicah z dvojnim primar-
nim rakom jajénikov in dojk, kar bo v korist njihovim sorodnicam.

Za podroc¢je zdravlienja rezultati nase raziskave kazejo na potrebnost
natancnejSega sledenja bolnic z rakom jajénikov ali dojk in obenem pozitivno
splosno in/ali specificno druZinsko onkoloko anamnezo.

Kljuéne besede: rak jaj¢nikov, rak dojk, BRCA1-2 mutacija, dvojni primarni
rak, dejavniki tveganja, napovedni dejavniki,
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MOLEKULARNO BIOLOSKE PREISKAVE LIMFOPRO-
LIFERATIVNIH BOLEZNI Z UPORABO KLASICNE
METODE PCR

Ira Kokovi¢, Rastko Golouh, Janez Jancar, Andreja Zidar,
Srdjan Novakovic

Onkologki inStitut Ljubljana

Uvod

Dolo&anje klonalnosti limfoidnih proliferacij in dokazovanje specificnih genet-
skih sprememb ima pomembno viogo v diagnostiki limfoidnih neoplazem, saj
omogoda lotevanje med neoplastic¢nimi lezijami in reaktivnimi procesi. Klonal-
no populacijo limfoidnih celic lahko dokazemo s pomnoZevanjem preurejenih
genov, ki kodirajo tezko verigo imunoglobulina (igH) pri B-celiénih limfomih in
v verigo receptorja T (TcRy) pri T-celi¢nih limfomih. Z metodo PCR lahko do-
kazemo tudi kromosomsko translokacijo t(14;18)(g32;g21) oziroma preure-
jeno podrogje bel-2/IgH pri folikularnem limfomu. Uvedli smo tehnike za dolo-
&anje Kklonalnosti limfoidnih proliferacij in dokazovanje specifitne kromo-
somske translokacije t(14;18), ki temeljijo na polimerazni verizni reakciji.

Metode

Opravili smo molekularno biolo$ko preiskavo 168 biopsij razli¢nih limfoprolif-
erativnih bolezni, ki jih nismo mogli opredeliti s klasi¢nimi morfoloskimi in
imunofenotipskimi metodami. Tkivne vzorce fiksirane v formalinu in vklopljene
v parafin smo zbirali na Oddelku za patologijo Onkolo$kega indtituta v ¢asu od
1997-2005. DNA smo izolirali po ustaljeni metodi. Preurejene gene za IgH in
TeRy smo pomnoZili z uporabo oligonukleotidnih zacetnikov, ki se prilegajo na
ohranjena podrogja variabilnih (angl. variable, V) in spajalnih (angl. joining J)
genskih segmentov. PomnoZene produkte smo analizirali z gelsko elektrofore-
70 v 10% poliakrilamidnem gelu, obarvanem z stidijevim bromidom, in foto-
grafirali pod UV svetlobo.

Rezultati

Z uporabo novih, molekularnih metod smo dolodili klonalnost pri 146/167
analiziranih primerov (87,4%). Stiriinpetdeset lezij {32.3%) je bilo monoklon-
skih in 92 lezij (55,1%) poliklonskih. Pri 21 primerih (12,6%) nismo mogli
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dolociti klonalnosti: 3 primeri so bili oligoklonski, 12 primerov smo opredelili
kot »monoklonsko v poliklonskem ozadju« in 6 primerov je bilo negativnih.
Upostevajog rezultate tako klasi¢nih histopatologkih, kot molekularnih preiskav,
smo dolocili tip limfoidne neoplazije pri 94,6% primerov. Od tega je bilo 31,5%
B-celi¢nih limfomov, 21,4% T-celi¢nih limfomov, 4,8% primerov Hodgkinove
bolezni in 36,9% reaktivnih limfoidnih proliferacij. Pri preostalih 5,4% primerov
nismo mogli dologiti tip limfoidne proliferacije. Preiskali smo tudi 26 limfopro-
liferacij suspektnih za folikularni limfom. Pri 8 primerih (30,8%) smo dokazali
kromosomsko translokacijo t(14;18)(g32;q21), 15 primerov (57,7%) je bilo ne-
gativnih in 3 primeri (11,5%) so bili nekonkluzivni.

Zakljucki

Opisane molekularne metode so enostavne, hitre in uporabne tudi na majhnih
koli¢inah formalinsko fiksiranega, v parafin vklopljenega tkiva. V ¢asu sodob-
nih tehnik genomike in proteomike, dologanje klonalnosti in specifiénih genet-
skih sprememb s klasi¢nimi metodami PCR $e vedno prispeva pomembne
klini¢ne in diagnosti¢ne informacije.
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Zdravstveni dom Novo mesto

Barbara Cernive
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Rastko Golouh
Onkologki indtitut Ljubljana
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Onkologki indtitut Ljubljana

Jacques De Greve
Free University of Brussels
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Marko Hodevar
Onkologki in§titut Ljubljana
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Onkologki in$titut Ljubljana

Nadja Kokalj Vokac
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Onkologki institut Ljubljana

Katarina Lokar
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Barbara Peri¢
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Stelio Rakar
Klini¢ni center Ljubljana
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Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani

Miljeva Rener
Onkoloski institut Ljubljana

Mirko Omejc
Klini¢ni center Ljubljana

Vida Stegel
Onkoloski institut Ljubljana

Pavel Skok
Splo$na bolnisnica Maribor
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Free University of Brussels
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Klini¢ni center Ljubljana
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Onkoloski institut Ljubljana
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Onkologki institut Ljubljana

Andreja Zidar
Onkolo$ki ingtitut Ljubljana
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OSEMNAJST ONKOLOSKIH VIKENDOV

I
ONKOLOSKI DIAGNOSTICNI MOZAIK
ZDRAVLJENJE OPERABILNEGA RAKA DOJK
SMARJESKE TOPLICE
6. IN 7. MAREC 1992

1.

RAK MATERNICNEGA TELESA
MALIGNI TUMORJI MEHKIH TKIV
SMARJESKE TOPLICE
20. IN 21. NOVEMBER 1992

M.
MALIGNI EPITELNI TUMORJI KOZE
HODGKINOVA BOLEZEN
SMARJESKE TOPLICE
2. IN 3. APRIL 1993

\YA
POKLICNE BOLEZN! IN RAK
ZDRAVLJENJE BOLECINE
SMARJESKE TOPLICE
22.IN 23. OKTOBER 1993

V.
NE-HODGKINOV LIMFOM
MALIGNI TUMORJI NA MODIH
SMARJESKE TOPLICE
8. IN 9. APRIL 1994

VI,
KOLOREKTALNI RAK
SPREMLJANJE UMIRAJOCEGA BOLNIKA
SMARJESKE TOPLICE
21.IN 22. OKTOBER 1994

VIl
RAK GLAVE IN VRATU
SMARJESKE TOPLICE

31. MAREC IN 1. APRIL 1995



VI
Okrogli mizi
DETEKCIJA RAKA DOJK
DETEKCIJA GINEKOLOSKEGA RAKA
SMARJESKE TOPLICE
24 IN 25. NOVEMBER 1995

IX.
DIAGNOSTICNI ALGORITMI RAKA
V AMBULANTI SPLOSNE PRAKSE
LASKO
12.IN 13. APRIL 1996

X.
MEDICINA IN ALTERNATIVA V ONKOLOGIJI
LASKO
25. iN 26. OKTOBER 1996

X1,
RAK PREBAVIL
LAJSANJE KRONICNE BOLECINE
BLED
18. IN 19. APRIL 1997

X,
RAK PROSTATE
PARAPAREZA ONKOLOSKEGA BOLNIKA
LASKO
21. IN 22. NOVEMBER 1997

XL
RAK PRI OTROCIH
POSTOJNA
17.IN 18. APRIL 1998

XIV.
PLJUCNI RAK
RAK SCITNICE
LASKO
(odpovedano 6. in 7. november 1998)
12. IN 13. APRIL 1999

XV.
DRUZINSKI ZDRAVNIK IN RAK
LJUBLJANA
6. IN 7. OKTOBER 2000

95



96

XVI.

DOKTRINI ZDRAVLJENJA BOLNIKOV Z
MALIGNIM! LIMFOMI IN BOLNIC Z RAKOM RODIL.
LASKO
22.IN 23. NOVEMBER 2002

XVIL
NOVOSTI V ONKOLOGIJI IN
SMERNICE ZA OBRAVNAVO BOLNIC Z RAKOM DOJK IN
BOLNIKOV Z MALIGNIM MELANOMOM
LASKO
04. IN 05. JUNIJ 2004

XVI.
PALIATIVNA OSKRBA BOLNIKOV Z RAKOM
LASKO
10. IN 11. JUNIJ 2005



XIX. Onkoloski vikend so finanéno podprli:

SANOFI - AVENTIS (generalni pokrovitelj)
AMGEN

ASTRAZENECA UK Limited
CSC-PHARMA d.o.0.

ELILILLY (Suisse) S.A.

FONDACIJA "Docent dr. J. Cholewa"
GSK Glaxo Smith Kline d.o.o.
GRUNENTHAL, d.0.0.
JANSSEN-CILAG

KULTURNI CENTER LASKO
MEDIAS International d.o.o.

MEDIS d.o.o.

MERCK d.o.0.

MSD Merck Sharp&Dohme
NOVARTIS PHARMA SERVICES INC.
ONKOLOSKI INSTITUT LJUBLJANA
PFIZER

PHARMASWISS d.o.o.

PIVOVARNA LASKO

ROCHE farmacevtska druzba d.o.o.
SCHERING AG
SCHERING-PLOUGH CE AG

ZVEZA SLOVENSKIH DRUSTEV ZA BOJ PROTI RAKU
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je edino eritropoeti¢no sredstvo,
odobreno za odmerjanje

enkrat na 3 tedne pri vseh
nemieloiénih malignomih.

g

JCINKOVITOST:
Hematopoetski odziv* pri 74% analiziranih bolnikov.’

\W;

ROST:
Aranesp® na 3 tedne zagotavlja hitro izbolj$anje ravni hemoglobina.’

]

Nova 500—ug brizga zdravila Aranesp® omogoca preprosto in
ucinkovito zdravljenje z manj injekcijami.

Aranespe 500 g

Uginkovito in hitro odpravljanje anemije
je preprostejSe kot kdajkoli.

Literatura: 1. Glaspy J, Appelbaum S, Henry D, et al, and the Darbepoetin Alfa 20010162 Study Group. Effects of
darbepoetin alfa (Aranesp®) timing with chemotherapy administration: a randomized study. Poster predstavijen na:
The 8" International Conference on Geriatric Oncology-Cancer in the Elderly. The 4" Meeting of SIOG; November
21-22. 2003, Rim, italija.

*Hematopoetski odziv = zviSanje hemoglobina = 20 g/t ali celotni hemoglobin =120 g/l

NOVO Q3w

es

Onkologija (darbe[loetin alfa)
Manf injekcl.
Vet casa za zivijenje.




Neulasta® omogoca preprosto, mocno zascito

A N4

Hodna zaddita pred nevtropenicnimi zaplet
rreprosto odmerjanje enkrat na ciklus kemoterapije

1 za5CHa Z enim samim samouravnavanin odmerkom

@ N

leulasta® je indicirana za skrajSanje nevtropenije in zmanjsanje
ncidence febrilne nevtropenije pri bolnikih, ki dobivajo
itotoksicno kemoterapijo zaradi malignoma (z izjemo kroni¢ne
reloicne levkemije in mielodisplasti¢nih sindromov).




anastrozol

Inform

X vodilni zaviralec aromataze

Hestave: Filmsko abloZena tahleta vsebuje
1 mg anastrozola.

indilacie: Adjuvantno zdravijenje Zensk po
menopavzi, ki imajo zgodnji invazivni rak
dojke s pozitivnimi estrogenskimi receptor]i
in se ne morejo zdraviti s tamoksifenom
zaradi povedanega tveganja za
tromboembolizem ali nenormalnosti
endometrija. Zdravijenje napredovalega
raka dojke pri Zenskah po menopavzi.
Ucinkovitost pri bolnicah z negativnimi
estrogenskimi receptor]i ni bila dokazana
razen pri tistih, ki so imele predhodno
pozitiven kliniéni odgovor na tamoksifen,
Gdmerianie la nadln uporabe: 1 tableta po
1 mg peroralno, enkrat na dan. Pri
zgodnjem raku je priporodijivo trajanje
zdravljenja 5 let.

Kowtratodikactie: Arimidex je
kontraindiciran pri: Zenskah pred
menopavzo, nosednicah in dojedih materah,
bolnicah s huj$o ledvicno odpovedjo (odistek
kreatinina manj kot 20 ml/min (oziroma
0,33 mi/s)), bolnicah z zmernim do hudim
Jetrnim obolenjem in bolnicah, ki imajo
znano preobéutljivost za anastrozol ali za
katerokoli drugo sestavino zdravila. Zdravila,
ki vsebujejo estrogen, ne smete dajati
seCasno z Arimidexom, ker bi se njegovo
farmakolodke delovanje iznicilo. Tamoksifena
se ne sme uporabljati skupaj z Arimidexom,

ker lahko pride do zmanj$anja njegovega
delovanja.

Bosehna sporodila in previdnosing ulrepl:
Uporahe Arimidexa ne priporo¢amo pri
otrocih, ker njegova varnost in uéinkovitost pri
njih Se nista raziskani. Menopavzo je
notrebno biokemiéno doloditi pri veeh
bolnicah, kjer obstaja dvom o hormonskem
statusu. Ni podatkov o varni uporabi
Arimidexa pri boticah z zmerno ali hudo
Jetrno okvaro ali hujdo ledviéno odpovedjo
{ocistek kreatinina manj kakor 20 mi/min
{oziroma 0,33 mi/s)). Ni podatkov o uporabi
anastrozola z analogi LHRH. Te kombinacije
zdravil se ne sme uporabljati zunaj kliniénih
preskusan]. Pri Zenskah z osteoporozo ali pri
Zenskah s povedanim tveganjem za razvoj
osteoporoze je treba dologiti njihovo
mineraino gostoto kosti z denzitometsijo, na
primer s slikanjem DEXA na zacetku
zdravljenja, pozneje pa v rednih intervalih. Po
potrebi je treba zadeti z zdravijenjem all
prepreCevanjem osteoporoze in to skrono
nadzorovati. Ni verjetno, da bi Arimidex
zmani8al boinicino sposchnost za voZnjo ali
upravljanje s stroji. Ker pa so med uporabo
Arimidexa poroéali o splodni oslabelosti in
zaspanosti, je potrebna previdnost pri voZnji
in upravijanju strojev, dokler simptoma
trajata.

Dadatoe informaciie n lteratura se na voljo pric
AstraZeneca UK Limited, PodruZnica v Sloveniji, Einspielerjeva 6, Ljubljana

www.breastcancersource.com

Nosednost n dafonda: Arimidex je med
nosecnostjo in dojenjem kontraindiciran.
Nefelent ubinkl: Najpogostej8i neZeleni udinki s
navali vio¢ine, suhost vagine in redéenje las.
Ostali nezeteni ucinki vidjudujejo
gastrointestinalne motnje (anoreksija, slabost,
bruhanje, diareja), astenijo, bole
sklepih, zaspanost, glavobol in izpuddaje.
Obgasna porodila navajajo krvavitev iz noZnice, |
se preteZno pojavija pri bolnicah z napredovalim
obolenjem raka na dojki v prvih tednih po
prehodu z dotedanjega hormonskega zdravijenje
na zdravijenje z Arimidexom. Ce krvavitev traja
dlje ¢asa, so potrebne dodatne preiskave.
Hiperholesterolemija, obiajno blaga do zmerna.
0 povidanih nivojih gama-GT in alkaine fosfataze
so porocali le obasnho. Vzrotna povezanost
omenjenih sprememb ni bita ugotovijena.

31 i fovanie z etimid zdvavifl:
Zdravila, ki vsebujejo estrogen, ne smete dajati
sofasno z Arimidexem, ker bi se njegovo
farmakolosko delovanje iznigilo. Tamoksifena se
ne sme uporabljati skupaj z Arimidexom, ker
lahko pride do zmanj$anja njegovega delovanja.
Wrsta avejning in veebina: Pretisni omoti iz PVC
in aluminija, ki vsebujejo 28 tahlet v $katlici.
fezim izdaje sdravila: Rp/Spec
Batiw griprave infermacije: oktober 2005
Pred predpisovanjem, prosimo, preberite celoten
povzetek temeljnih znaciinosti zdravila.

RI 15/05 P




krajian povzetek glavnih znacilnosti zdravila
emzar 200 mg prasek za raztopino za infundiranje, Gemzar 1 g
radek za raztopine za infundiranje
estava zdravila: 200 oz. 1 g genicitabina, manitol, natrijev acetat, Klo-
Fvod»kova kistina in/ali natrijev hidroksid (za uravnavanje pH).
erapeviske indikacije: Lokalno napredovali ali metastatski karcinom
2énega mehurja, v kombinaciji z drugimi citostati¢oimi zdravifi. Lokal-
dovali ali metastatski nedrobnocehitni karcinom pliuc, v kom-
n drugimi citostatiénimi zdravili. Lokalno napredovali ali meta-
atski adenokarcinom trebusne stinavke, pri bolnikih v dobrem splo-
em stanju z zadostaimi rezervami kosmega mozga. Lokalno napredo-
li ali metastatski karcinom dojke v kombinaciji s paklitakselom pri bol-
h, pri katerih je prislo do (elapsa bolezni po predhodnem predope-
vnem in/ali dopolnilnim zdravljenju s citostatiki. Predhodno zdravle-
je mora vkljucevati antracikline, razen e so kontraindicirani. Lokalno
apredovali ali metastatski epitelijski karcinom ovarijev, v kombinaciji s
atboplatinom, pri bolnikih z relapsom bolezni po vsaj é-mesecnem ob-
obju brez reWapsa po zdravljenju prvega izbora na osnovi platine.
)dmer;anje in natin uporabe: Karcinom secnega mehurja {v kombina-
j s cisplatinom 70 mg/m?), odrash in starefSi: Priporoceni odmerek
emcitabina je 1000 mg/m?, dan kot infuzija v 30 minutah, Odmerek
ajemo 1., 8, in 15, dan vsakega 28-dnevnega ciklusa. Cisplatin daje-
10 v odmerku 70 mg/m? 2. dan vsakega 28-dnevnega ciklusa. Ta
odenski ciklus nato ponavijamo. Karcinom dojke (uporaba v kombina-
i}, odrashi: Priporocamo uporabo gemcitabina v kombinaciji s pakli-
skselom, pakitaksel (175 mg/m?) damo 1. dan preko pnbhzno Jurkot
travensko infuzijo, temu sledi gemcitabin (1250 mg/m? kot 30-minut-
a intravenska infuzija 1. in 8. dan vsakega 21-dnevnega ciklusa. Bolni-
i naj imajo pred uvedbo kombiniranega 2dravijenja z gemcitabinom in
aklitakselom absolutno kencentracijo granulocitov vsaj 1.500 {x 10%}).
ledrobnoceliéni karcinom pljuc {v kombinacij s cisplatinom}, adrasli in
: Pri zdravljenju po tritedenski shemi je priporoceni odmerek
bi 1250 mg/m povrsme \e!esa dan kot 30 -minutna mtraven
e

tekotim ciklusom zdravljenja ali ob naslednjem ciklusu zdravlienja zni-
zamo glede na individualno opazovano toksicnost. Pri zdravijenju po
stiritedenski sheni je priporoéeni odmerek gemcitabina 1000 mg/m?
povrdine teles, dan kot 30-minutna intravenska infuzija 1., 8.in 15. dan
ciklusa zdravijenja (28 dni). Karcinom jajénika {uporaba v kombinaciji),
odrasli: Priporo¢amo gemcitabin v kembinaciji s karboplatinom, z upo-
rabo 1000 mg/m? gemcitabina 1. in 8. dan vsakega 21-dnevnega ciklu-
sa, v obliki 30-minute intravenske infuzije. Po gemcitabinu 1. dan da-
mo karboplatin, da dosezemo ciljio AUC 4,0 mg/ml x minuto, Karci-
nom trebusne shinavke, odrasli in starejsi: Priporoceni odmerek gemci-
tabina je 1000 mo/m? povrdine telesa, ki ga dajemo kat intravensko in-
fuzijo v 30 minutsh. To ponaviiamo enkrat tedensko v obdobju do 7
tednov, ki mu sledi enotedenska prekinitev, V naslednjih ciklusih Gem-
2ar dajemo enkrat tedensko v obdobju treh tednov, ki mu sledi enote-
denska prekinitev. Odmerek lahko med tekogim ciklusom zdravljenja
ali ob naslednjem ciklusu zdravijenja znizamo glede na individualno
opazovano toksiénost. Odmerek fahko z vsakim ciklusom ali med teko-
&im ciklusom znizamo glede na toksitnost, izcaeno pri bolniku.
Kontraindikadije: Preobtutljivost za gemcitabin ali katero od pomoinih
snovi. Bolnikom z zmerno do hudo okvarjenim jetrnim delovanjem ali
hudo okvarjenim ledviénim delovanjem Gemzarja ne smemo dajati,
Posebna opozorila in previdnostni ukrepi: PodaljSanje Casa infuzije in
skrajSanje priporocenega intervala med odmerki povecujeta toksicost.
Gemgitabin moramo pri bolnikih z blago do zmerno okvarjenim fedvié-
nim delovanjem in pri bolnikih z blago okvarjenim jetrnim de\cvanjem

nezelene udinke, povezane z dihali, je visje pri bolnikih s karcinomom
pljué in pliuénimi zasevki, kot pri drugih tipih tumorjev. V primeru inter-
sticijskega pnevmonitisa skupaj s pljuénimi infiltrati ter hudih, redko
smirtnih pliuénih neZefenih ucinkih, denimo pliunem edemu, interstic-
skem pnevmonitisy in sindromu akutne dihalne stiske je treba zdravlje-
nje z Gemzarjem prekiniti. Gemeitabina pri otrocih niso preucevai.
Interakcije: Ob sotasni radioterapiji (obsevanja istocasno ali v roku
57 dni pred kemoterapijo ali po njej) gemcitabin deluje radiosenzitizi-
rajoce, porotali pa so tudi o obsevalnih poskodbah na ciljnih thivih.
Nezeleni udinki; Obsevalna toksiénost in odpoldic obsevanja; Zelo po-
gosti: levkopenija, trombocitopenija, anemija, dispneja, stabost, bruha-
nje, povisane vrednosti AST, ALT in alkalne fosfataze, alergijski izpus-
<aj, pogosto s srhenjem, blaga proteniurija in hematurija, edem in pe-
riferni edem, gripi podobni simptomi, kasel], rinitis, znojenje, motnje
spanja, povisana temperatura in astenija; Pogosti: febrilna nevtropeni-
ja, anorekswja, glavobol, zaspanost, nespeénos{, diarejs, zaprtje, stoma-
titis, povisane vrednosti bilirubina, znojenje, srbene, alopecija, mialgi-
Ja bniecnr\evhrb(u mrzlica, edem obraza; Manj pogost» phiuéni edem,

intersticijski p ; Redki: miokardni ifarkt, po-
pustanje srca, aritmija, hipotenzija, sindrom dihalne stiske pri odra-
slem, povisane vrednosti gama-GT, luitenje, tvorba mehurjev in razjed,
odpoved ledvic, hemoliticno-uremicni sindrom; Zefo redki: trombocito-
23, anafilaktoidna reakcija, klinicni znaki perifernega vaskulitisa in gan-
grene, hude koine reakcije, vkljucno 2 luséenjem in buloznimi vzbrstmi.
Imetnik dovoljenja za promet: Eli Lilly Holdings Limited, Kingsclere
Road, Basingstoke, Hampshire, RG21 6XA Velika Britanija

uporabljati previdno. Ce se pojavijo kakrénikoli znaki mik

hemoliticne anemije je treba zdravijenje z Gemzarjern prekiniti
gemcitabina bolnikom s so€asnimi jetrninii zasevki ali hepatitisom, al-
koholizmon ali jetrno cirozo v preteklosti lahko povzroéi poslabianje
osnovnega popudtania delovanja jeter, Pd bolnikih z okvarjenim defo-
vanjer kostnega mozga je treba zdravljenie zateti previdno. Moskim,
adravljenim z Gemzarjem, odsvetujemo spocetle otroka med dravlie-
njern in do 6 mesecev po n jem, Pred vsakm odmerkom e l(eba reve-

Nadin in rezim izdaje zdravila: B - Zdravilo se izdaja le na recept, upo-
rabla pa se same v bolnisnicah.
Datum revizije besedila: 22.04.2005

i Lilly (Suisse) 5.4, Podruinica v Ljubljani
Dunajska 156, 1000 Ljubljana, Slovenija
Tel.: {01) 5800 010, faks: {01) 5691 705

Ly,



Prvi in edini obliz z aplikacijo dvakrat na teden

Buprenorfin - edinstveni opioid

Moc¢na in dolgotrajna analgezija

Ugodnejsi varnostni profil v primerjavi z ostalimi mo¢nimi opioidi

Griinenthal d.o.o., Dunajska 156, 1000 Ljubljana
www.grunenthal.si * E-posta: info@grunenthal.si * tel. 01 589 67 10



RBITUX
DETUKSIMAB—\\

Zavira EGFR - odpira nove moznosti

Cilino usmerjeno zdravijenje metastatskega
raka debelega Crevesa in danke

—{ Visoko specifiéno monoklonsko IgG1 protitelo, ki kompetitivno inhibira
receptorje za epidermalni rastni faktor (EGFR)

~{ Uginkovitost je dokazana v kombinaciji z irinotekanom'

Merck v onkologiji | biolosko zdravijenje za bolj$o kakovost Ziviienja

Erhitux 2 mg/ml raztopina za infundiranje (skrajSana navodila za uporabo)

Cetoksimab je himerno monoklonsko 1861 profitelo, ki je usmerjeno proti receptarju za epidermaini rasti faktor (EGFR). Tarapavtske Indikaclje: Zdravilo Erbitux je v kombinirani terapi 2 irinotekanon: indicirano za dravijenje bolnikov 2

metastatskim rakom debeloga Grevesa in danke 2 espresio receptorjey 2 epidermaln rastni faktor (EGFR), in sicer po neuspeSni citotoksiéni terapil, i je vkijuCevata tudi rinotckan. Odmerfanje in nadin uporabe: Zdravito Erbitux infundirejte

enkrat na teden z intravensko infurio prek finijskega flla. ZaSetni odmerek je 400 me/m? telesne pavesine. Nastednjltedenski admerk so vsak po 250 me/m? Priporotijivo je, da 2 jem s i nadajujete do i
bolezni. Gravilo Erbituxje kontraindicirano pri boliikin 2 znano hudo preabZutijivostno reakciio (3. ali 4. stopnje) na cetuksimab. Posebina upozerila in ukrept: Pojav hude preobuti reabciie (3. af

4. stoprie) 2ahteva takofénjo in staln ukinitey terapije s cetuksimabom. NeZelent w¥Inki: P prblizno 5% bolnikov se lafko pojavijo preobZutivostne reakcije. Prblizno polovica teh reakeijje hudih. Pri pebliZno 5% botnikov lahko pricakujemo

Konunidivids. O dispriefiso porodali pri 25% bolnikov 2 akom debelega srevesa in danke v zadjem stadu. Hude katne reakeie se pojavio v priblino 15%, predvsem nastopijo v abliki aknam podobnega izpusSaja in/all motenj nohtov. Ce se pr

bolnku pojavi huda koina reakeija {stopnie 3), smete zdravijenje nadeljevatife, Ge se je reakeija pomirita do 2. stapne. Pakiranfe: 1 viala po 50 ml. Vsak miraztopine vsebuje 2 mg cetuksimaba.

Vse nadaljne informacije so vam na votjo pri: Merck d.o.0., Dunajska cesta 119, 1000 Ljubljana, tel.: 01 560 38 10, faks: 01 560 3831, el. podta: info@merck.si

B cunni D etat, Cetuximab and Cetuximab plus Irinotecan in I Metastatic Colorectal Cancer. New ENG J Med 2004; 351(4): 337-345

]
www.oncology.merck.de IJMERCK
i



PRVI IN EDINI ANTAGONIST
NEVROKININ-1 (NK,) RECEPTORJEV'

EMND@*

, (Corepi On
Prepre¢evanje akutne in zapoznele
slabosti in bruhanja

oV~
« PrepreCevanje navzeje in bruhanja, ‘ d\\<°d“0
povezanih 2 zmemo emetogeno kemoterapijo raka' w

= Prepregevanje akutne in zapoznele navzeje in bruhanja,
povezanih z zelo emetogeno terapijo raka s cisplatinom'

s,

. %mm_,,,,
Merck Sharp & Dohme, inovativna zdravila d.0.0. Prosimo, da pred predpisovanjem preberete
Smartinska cesta 140, 1000 Ljubljana, Slovenija prilozen Povzetek glavnih znacilnosti zdravita.

Tel.: :
el.: 01//52 04 201, faks: 01/52 04 349, 52 04 350 Zdravilo se izdaja le na zdravniski recept (H/Rp),

Literatura: 1. Arhiv MSD, Slovenija. tZad¢itena blagovna znamka MERCK & Co., Inc., Whitehouse Station, N, J., ZDA.
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EMEND 80mg trde kapsule
EMEND 125 mg trde kapsule
SL-EMEA/HC/0527/11 11

SKRAJSAN POVZETEK GLAVNIH
ZNACILNOSTIZDRAVILA

Pred predplsovanjem, prosimo, preberite
celoten Povzetek glavnih znagiinosti zdravila, ki
ga dobite prinasih strokovnih sodelavcih!

Sestava:

EMEND 125 mg trde kapsule in EMEND 80 mg trde
kapsule.

Ena 125 mg kapsula vsebuje 126 mg aprepitanta.
Ena 80 mg kapsula vsebuje 80 mg aprepitanta.
Pomozne snovi: saharoza, mikrokiistalna celuloza
(E460), hidroksipropiiceluloza (E463), natrijev
lavrilsulfat, Zelatina, titanov dicksid (E17 1} - 125 mg
kapsule pa $e rdedi Zelezov oksid (E172), rumeni
selezov oksid (E172), Selak, kalijev hidroksid, ¢ri
Zelezov oksid (E172).

Terapevtske indikacije:

Prepredevanje akutne in zapoznele navzeje in
bruhanja povezanih z zelo emetogeno
kemoterapijo raka s cisplatinom.

Prepregevanje navzeje in bruhanja, povezanih 2
zmerno emetogeno kemoterapijo raka.

EMEND se daje v sklopu kombiniranega zdravljenja
(glejte poglavie 4.2 v Povzetku glavnih znagilnosti
zdravila).

Odmerjanje in nagin uporabe:

EMEND je na voljo v obliki 80 mg in 126 mg trdih
kapsul.

EMEND se daje 3 dni po shemi zdravljenja, ki
vkljutuje kortikosteroid in antagonist 5-HT,.
Priporogeni odmerek zdravila EMEND je 125 mg
peroralno prvi dan ter 80 mg enkrat na dan drugi in
tretjidan.

Podatkov o uginkovitosti pri kombiniranju z drugimi
kortikosteroidi in antagonisti 5-HT, ni dovol].
EMEND se lahko jemije s hrano ali brez. Trdo
kapsulo je treba pogoltniti celo.

Starejsi_bolniki: Pri starejsin bolnikih odmerka ni
treba prilagajati.

Okvara_ledvic: Pri bolnikih z okvaro ledvic in pri
bolnikih s konéno ledviéno odpovedjo, ki se zdravijo
s hemodializo, odmerka nitreba prilagoditi.

Qkvara jeter: Pri bolnikin z blago okvaro jeter
odmerka ni treba prilagajati. Pri bolnikih z zmerno
okvaro jeter so podatki omejeni, podatkov pri
bolnikih s hudo okvaro jeter nina voljo.
Otrogi_in_mladostniki: Varnost in udinkovitost pri
ofrocih in miadostnikih nista znani. Uporabe pri
bolnikih, ki so miajsi od 18 let, zato ne priporo¢amo.
Kontraindikacije:

Preobéutliivost za zdravilno ucinkovino ali katero
koli pomozZno snov.

Zdravila EMEND se ne sme uporabliati sofasno s
pimozidom, terfenadinom, z astemizolom ali s
cisapridom.

Posebna opozorila in previdnostni ukrepi:
Podatki o uporabi pri bolnikih z zmerno okvaro jeter
so omejeni. Podatkov o uporabi pri bolnikin s hudo
okvaro jeter ni na voljo. Pri teh bolnikih je treba
aprepitant uporabljati previdno.

EMEND je treba uporabljati previdno pri bolnikih, ki
soéasno jemljejo zdravila, ki se primarno
presnavljajo s CYP3A4. Zato je treba previdno
uporabljati kemoterapevuke ki se presnavijajo s
CYP3A4. Se posebej je previdnost potrebna pri
sodasnem dajanju irinotekana, saj lahko
kombinadija poveta toksiéni uginek.

Pri soéasni uporabi EMEND-a z alkaloidi rZenega
rozicka (ergot alkaloidi), ki so substrat za CYP3A4,
se lahko zvi§a plazemska raven teh zdravil.
Sodasna uporaba EMEND-a z varfarinom zmanjsa

uporaba EMEND-a in SentjanZevke ni priporodljiva.
Potrebna je previdnost pri soasni uporabi EMEND-
a in zdravil, ki zavirajo aktivnost CYP3A4 (npr.
ritonavir, ketokonazol, Klaritramicin, telitromicin),
ker kombinacija povzrogi  zviSanje plazemskih
koncentracij aprepitanta.

Bolniki 2z redkimi dednimi motnjami  fruktozno
intoleranco, malabsorpcijo glukoze in galaktoze ali
insuficienco saharaze-izomaltaze ne smejo jemati
tega zdravila.

Medsebojno delovanje z drugimi zdravili in
druge oblike interakcij:

Aprepitant je substrat, zmerni zaviralec in induktor
CYP3A4. Aprepitant je tudiinduktor CYP2C9.

Kot zmerni zaviralec CYP3A4 lahko aprepitant
zvisa plazemske koncentracije solasno
uporabljenih zdravit, ki se presnavljajo s CYP3A4.
AUC peroralno vzetih substratov CYP3A4 se lahko
poveda do priblizno 3-krat. Pri sotasnem jemanju s
substrati CYP3A4 svetujemo previdnost.

EMEND-a se ne sme uporabliati skupaj s
pimozidom, terfenadinom, z astemizolom ali s
cisapridom. Aprepitant zavira CYP3A4, zaradi
&esar bi se lahko zvisale ptazemske koncentracije
teh zdravil, kar bi lahko povzrogilo resne ali Zivijenje
ogrozajoce reakcije.

Kot zmeren induktor CYP2C9 in blag induktor
CYP3A4 in glukuronidacije, lahko aprepitant zniza
plazemske koncentracije substratov, ki se izlo¢ajo
po teh poteh. Ta uginek se lahko pokaZe Sele po
koncu zdravijenja z EMEND-om. Indukcija
substratov CYP2C9 in CYP3A4 je prehodna,
maksimalen uginek pa je dosezen v 3-5 dneh po
koncu 3 dnevnega zdravijenja z zdravilom EMEND.
V tem obdobju svetujemo previdnost pri dajanju
perorainih zdravil, ki se presnavijajos CYP3A4.
Pokazano je bilo, da aprepitant inducira
presnavljanje $() varfarina in tolbutamida, ki se
presnavijata s CYP2C9. Socasno dajanje EMEND-

povedal za priblizno 5-krat, povpreéni terminalni razpolovni ¢as
aprepitanta pa se je povedal priblizno za 3-krat.
Rllamplcm Pri enkratnem odmerku 375 mg EMEND-a 9. dan
(ki je mocan induktor
CYP3A4) 600 mgna dan se}eAUC aprepitanta zmanj$al za91
%, povpredni terminalni razpolovni Eas aprepitanta pa se je za
68 % zmanjSal.
NeZeleni uginki:
Vamost aprepitanta so ocenjevali pri pribliZno 3800
preiskovancih.
O Kiini¢nih nezelenih uginkih, ki so jih raziskovalci opredeliti kot
dogodke, povezane z zgravilom, so poro&ali pri priblizno 17 %
bolnikov, zdravijenih z aprepitantom, ter pri 13 % bolnikov,
zdravijenih z obiSajno terapijo (pri bolnikih, ki se zaradi raka
zdravijo z zelo emetogeno kemoterapijo). Zaradi neZelenih
uginkov so zdravijenje prekinili pri 0,6 % bolnikov, zdravljenih z
aprepitantom, ter pri 0,4 % bolnikov, zdravijenih s standardno
terapijo. V Kiinicni raziskavi bolnikov, ki so dobivali zmerno
emetogeno kemoterapijo, so o kiinitnih neZelenih uginkih
poro&ali pri priblizno 21 % bolnikov, zdravijenih z aprepitantom,
ter pri priblizno 20 % bolnikih, zdravijenih s standardno terapijo.
Zdravljenje z aprepitantom so zaradi nezelenih uéinkov prekinili
pri 1,1 % bolnikov, zdravijenih z aprepitantom, ter pri 0,5 %
bolnikov, zdravijenih s standardno terapijo.
Najpogostejsi neZeleni uginki, o katerih so pri 2dravijenju z
aprepitantom pri belnikib, ki so dobivali zelo emetogeno
kemoterapijo, porocali pogosteje kot pri obidajni terapiji, so bill
kolcanje (4,6 %), oslabelost/utrujenost (2,9 %), zviSanje alanin-
aminotransferaze (ALT) (2,8 %), zaprije (2.2 %), glavobol (2,2
%) ter anoreksija (2,0 %). Najpogostejsi nezeleni utinek, o
katerem so pri bolnikih, ki so dobivali zmerno emetogeno
kemoterapuo porocali pogosleje kol pri bolnikih, ki so bili
terapijo, je bila utrujenost (2,5 %).
Pri bo!nlklh zdravljenih z aprepitantom, so opazili naslednje
nezelene utinke, ki so se pojavijali pogosteje kot pri obicajni
terapiji:
Pogoste (>1/100, <1/10): anoreksija, glavobol, omotica,
kolcanje, Zaprlle driska, dispepsija, eruktacija,
zvidanje ALT, zviSanje aspartat-

a in teh ali drugih zdravil, ki se pr liajo s
CYP2C9, denimo fenitoina, lahko zniza plazemske
kencentracije teh zdravil, zato svetujemo

previdnost.

EMEND nima medsebomega vphva z dlgoksmom zato
verjetnone i sP- D

Kortikosteroidi:

Deksametazon: Pri sotasnem jemanju z EMEND-om je treba
obigajni peroralni odmerek zmanjSati za priblizno 50 %.
Metilprednizolon: Pri soasni uporabi z EMEND-om je treba
obigajni intravenski odmerek metilprednizolona zmanjSati za
priblizno 26 %, obi€ajni peroraini odmerek metilprednizolona
paza priblizno 50 %.

Kemoterapeviiki: V Kliniénih raziskavah so EMEND uporabijali
skupaj z naslednjimi kemoterapeviiki, ki se predvsem ali deino
presnavijajo s CYP3A4: etopozid, vinorelbin, - docetaksel in
paklitaksel. Odmerkov teh zdravil mso prilagajali glede na
morebitno zdravil. j
previdnost; pri bolnikih, ki dobwajo taka zdravila, je fahko
potreben dodaten nadzor.

Midazolam: Pri soasni uporabi z EMEND-om je treba
upcstevau mozne uinke zwsamh plazemskih koncenlracu

aminotransferaze (AST).

Obéasne(>1/1.000, <1/100): kandidiaza, okuZbe s stafilokoki,
anemua febnlna nevtropemja pndobxvanle telesne teze
evforija,

sanje, motme misijenja, konjunktivitis, tinitus, bradikardija,
navali vrogine, faringitis, kihanje, kasel;, zalekanje izcedka iz
nosu v Zrelo, draZenje Zrela, navzeja®, bruhanje®, refluks
kisline, motnje okusa, neugodje v epigastiju, zapre,
gastroezofagalna refluksna bolezen, predrije razjede
dvanajstnika, bolsCine v trebuhu, suha usta, enterckolitis,
vetrovi, stomatilis, izpudtaji, akne, fotosenzitivnost,
prekomemno potenje, mastna koza, srbenje, lezije koze, misiéni
ke, boledine v migicah, poliurija, dizurija, polakisurija, bolegine
v trebuhu, otekanje, zardevanje, nelagodje v prsnem koSu,
letargija, Zeja, zvidanje alkalne fosfataze, hiperglikemia,
mikrohematurija, hiponatremija, znizanje telesne teze,
*Navzeja in bruhanje sta bita parametra ucinkovitosti prvih 5 dni
po kemoterapij; o njih so kot o neZetenih uginkih porocali Sele
potem&asu.

Profil nezelenih uginkov je bil v podalisku raziskave z ve€ cikiust
zdravlienja (do 5 dodatnih ciklusov kemoterapije) na splosno
podoben tistemu po prvem ciklusu, Pri enem bolniku, ki je

in drugih ki se pl

predvsem s CYP3Ad (alprazotam, triazolam).

EMEND poveda AUC midazolama, ki je obCutfjiv substrat za
CYP3A4.

Varfarin; Pri bolnikih, ki se dolgotrajno zdravijo z varfarinom, je
treba protrombinski &as (INR) skibno nadzorovati med
zdravljenjem z zdravilom EMEND in 2 tedna po vsakem 3-
dnevnem ciklusu zdravljenja z EMEND-om.

Tolbutamid: EMEND je prijemanju po shemi 125 mg prvi dan ter
80 mg/dan drugi in tretji dan zmanj$at AUC tolbutamida (ki je
substrat za CYP2C9), ki so ga bolniki prejemali v enkratnem
odmerku 500 mg per os pred zadetkom 3-dnevne sheme
odmerjanja EMEND-a ter 4., 8. in 15. dan, in sicer za 23 % 4.
dan, za28 % 8.daninza 15 % 15.dan.

Qralni_kontraceptivi; Med Jemanjem EMEND -a se. Iahko
zmanj$a uginkovitost oralnih

z EMEND-om in dva meseca po zadnjem odmerku EMEND -a
je treba ali dodaine

metode.

Antagonisti 5-HT: V Kiniénib raziskavah medsebojnega

profrombinski &as, izraZen kot INR ( nal
Normalised Ratio). Pri bolnikih, ki se neprenehoma
zdravijo z varfarinom, je treba INR skrbno spremijati
med zdravljenjem z zdravifom EMEND in 2 tedna po
vsakem 3-dnevnem ciklusu zdravijenja z EMEND-

delovanja itant ni ime! klinigno pomembnih udinkov na
n i gran

Vplivi drugih zdravil na

Potrebnaje pi st pri soGasni uporabi EMEND-a in zdravil,

ki zavuajo aklwnost CYP3A4 (npr. nlonawr kelokonazol
, icin), ker se zaradi 2visajo

om.

Med jemanjem EMEND-a se lahko zmanj$a
udinkovitost oralnih kontraceptivov. Med
zdravijenjem z EMEND-om in dva meseca po
zadnjem odmerku EMEND-a je treba uporabljati

Sogasnemu dajanju EMEND-a in zdravil, ki motne inducirajo
aktivnost CYP3A4 {npr. rifampicin, fenitoin, karbamazepin,
fenobarbxtal}, se je freba »zog!bau saj se pi kombiniranju
, zaradi Sesar

alternativna ali dodatna kontracepcijska sredstva.

Sogasnemu jemanju EMEND-a in Zdrav:l ki moéno
inducirajo aktivnost CYP3A4 (npr. rifampicin,
fenitoin, karbamazepin, fenobarbital), se je treba
izogibati, ker kombinacija povzroti zmanj$anje
plazemskin koncentracij aprepitanta. Socasna

se lahko zmanjsa uginkovitost EMEND -a. Soéasno uporabo
EMEND-ain$entjanzevke odsvetujemo.

Kelokonazol: Pri enkra\nem odmerku 125 mg EMEND-a 5.dan
10-d (ki je motan
zaviralec CYP3A4) 400 mg na dan, se je AUC aprepitanta

dobival ap ob ji zaradi raka, so porogali o
Stevens-Johnsonovem sindromu kot o resnem nezelenem
uinku. Pri enem bolniku, ki je prejemal aprepitant, vendar ne v
raziskavi CINV (Cisplatin-induced Nausea and Vomiting), so
porogali o angioedemu in koprivnici kot o resnem neZelenem
utinke.

i odstraniti
Vrs!a ovojnine in vsebine: Na voljo so raziiéna pakiranja, ki
vsebujejo razlicne jakosti zdravila, Aluminjast pretisni omot, ki
vsebuje eno 125 mg kapsulo in dve 80 mg kapsuli. Na trgu ni
vsehnavedenih pakiranj.
Imetnik dovoljenja za promet:
Merck Sharp & Dohme Ltd.
Hertford Road, Hoddesdon
Hertfordshire EN 1t 88U
Velika Britanija
Naéinin rezim izdaje zdravila: lzdaja zdravilaje le na receplt
Datum zadnje revizife besedila: november 2005,

EMD-ABI-003
1 Za&gitena blagovna znamka MERCK & CO.,
INC., Whitehouse Station, N.J., ZDA.

€3 MSD

Merck Sharp & Dohme, inovativna zdravila d.o.o.
Smartinska cesta 140, 1000 Ljubljana, Slovenija
Tel.: 01/ 52 04 201, faks: 01/ 52 04 349, 52 04 350

Tiskano v Sloveniji, marec 2006.
03-07-EMD-06-SLO-009-J
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Intron A8 milfjoniov ie, raztopina za r‘n/l(rmlye, vecodmerni peresnik Intron A 30 milijonov i.e. raztoping za injiciranje, vecedmerni peresnik Intron A 60 milijonov ie., taztopina za injiciranje, vecodmerni peresnik Kakovostna
in kolicinska sestava Vsak viozek zdravila Intron A raztopina 18 MIE 20 injicisane, veCodmerni peresnik, vsebuje 15 miljonov j.e2ml (6 odimerkov po 3 milioni e, ali 12 admerkov po 15 milijona ie. za skupno koiicing 18 mili-
Jonov i) rekombinantnega interferona affa-2b. Vsak viozek zdravila ntron A raztoping 30 MIE za injiciranje, vecodmeri peresnik, vsebuje 25 mibjonoy Le./mi (6 cdmerkov po s milijonov Le. alf 12 odmerkoy po 2.5 miljona
e, 2a skupno kolicino 30 inifijonov ie ) rekombinontnega intetferona alfa-2b. Vsak viozek zdravita Infron A raztopina 6o 24 injiciranje, vecodimern peresnik, vsebuje 50 milfjonay ie./ml (6 odrmerkoy poio milijonov Le. ali 12
odmerkov po § miljonov ie. 7a skupno kolicin 60 miljonov ie ) rekombinantnega interferona olfa-2b. Seznam pomotnih snovi natrijev hidrogenfosfat dihidrat, natrijev dihidrogenfosfat, dinatrijev edetat, natrijev Horid,
meta-krezol, polisorbat 80, voda 2a injekcile q.5. Volumen raztopine, k jo je mogace injicirati s peresnikom = 1.2 ml fv peresnik je nekaj ved raztopine, da zagotovimo, da iz perésnika injicirani volumen natancno ustreza
cdmerku Terapeviske indikacije Kranicni hepatitis 8, Kronicni hepatitis C, Diakastocelicna levkernija, Kronicna mieloicn levkensija, Kltipl mielem, Folikularni imfom, Karcinoidni tumor, Maligni melanom. Odmerjanfe in
natin uporabe Vecodmerna pakiranja so namenjena le 2a posarnezne bolnite. Zdravijenje mora uvesti zdraviiit Z izkusnjami iz zdravijenja bolnikove bolezni Maligni melaniom- Za uvedbo terapije dajte bolniku mrer/émn
affa-2b intravensko v odmerku 20 miliionov ie.w na dan s dnj na teden v casu 4 tednov. faracunani odmerek interferona oifa-2b dodajte 0.9 % raztopini natrijevega Klarida in ga dajte boniku v 20-tinutni infuziji. Za
vidrievalso adravijene je priporoteni admerek 1o miljonov ../, dan subkutano 3 dni na teden {vsak druugidan) v casu 48 tednov. Ce se med zdravijenjem 2 interferonom alfo-2b pojavijo hudi nelelen dogodti, se posebej
ce stevilo granulocitov pade na ; 500/, taost ALT/AST rasuste na - s-kedino zgormjo mejo normale, zacasno prekinite adravljenje, dokler se nezeleni dogodek ne ublazi. Zdravijenje 2 interferonom a?‘a»zb ponovno
uvedite zle 50 % ;zrij’n/‘egn admerka. Ce je intolerance trdoviatna tudi po prilagoditvi odimerka ali ce stevilo granulocitov upade na; 250/inm’ aff se viednost ALTZAST 2visa na - 10-kratno 2g0rmjo mejo narmale, prekinite ter-
apijo 2 inferferonom alfa-2b. Cetudi optimalni {minimalni) cdmerek za doseganje polnega Klinicnega ucinka i znan, morate bolnike zdraviti s priparocenitnil odmerki, apisanim zmanjsanjem odmerka v primeru toksicnosti.

Kontraindikacije Precbtutlivost za zdravilno ucinkovino ali katerokali pomoino snov, Anamineza hude obstajece sicnebolezni, npr. srcno popusianfe, nedaval miokardni infarkt, hude aritmije,
Huda leduicna afi fetrma insuficienca, viljucno 2 insuficienco, ki nastane kot posledica metasta, epifepsija in/ali moteno delovanje osrednjega zivcewja. Kronieni hepatitis 2 dekompenzirano jetmo cirozo, Kronicni hepatitis pri
bolrikih, ki se zdravijo oli so se nedavio zdravili 2 i ivi, razent Kratk ukinitve i hepotitis ali bolezen v pretekli anamnezi, irani botniki po i

2 2 7 3
Obstojeca bolezen Scitnice, razen ce jo je mogoce nadzirati s konvencionaino terapijo. Otrad in miadostniki: Clstajeca huda dusevna bolezen ali huda dusevia bolezen v pretekii anamnezige posebej huda depresija, samo-
morilne mish ali poskus samanora. Posebna opozorila in previdnostni ukrepi Za vse bolnike: Redko so med terapijo 2 adravilom Intron A cpatal akutne preobiutlivostne reakcije na interferon alfa-26 (mpr. urtikarijo, angioe-
dem, bronhokonstrikcijo, anafilaktiéne reakcije). Ce se takina reakcija ravije, prekinite zdravijenje in wvedite ustrezno medikamentozno terapijo. Pri prehodnem izpuscaju ni potrebna prekinitev zdravﬁfnja Pri zmernih do
hudih nezelenih pojavih je lohko potrebina prilagoditey rezima odmesanja, v nekaterih primerih pa tudi prekinitey terapije 2 zdravilom IntronA, Vse bo'nike, pri katerih se med zdravilenjem 2 zdarvilom intron A pojavijo mot-
nje delovanja jeter, morate natancno spremijati in zdravijenje prexiniti, ce se znaki in simplomi slabsajo. Med terapijo 2 zdravilom Intron A ali do dva dni po prenehanju terapije lako nastopi hipotenzija, zaradi katere je
lahko potrebnia podporna terapija. Pri bolnikih na terapiji 2 2dsavilom Infron A morate vadezevati ustrezno hidracijo, saj so pri tiekaterih bolnikih opazali higotenzijo zaadi izgube tekocine. V tem primert je lahko potrebno
nadomescanje tekocine. erud[r Je 2visana telesna terperatura lahko povezana 2 gripeznim , ki je pogast med e 7 , moyate riajpre] iZkljuciti druge vzroke za trdovratro zvisanje telesne
temperature. Zdravilo Infron A morate uporabljoti previdrio pri bolnikih 7 i2Ctpujocimi beleznisnl in motnjarmi, npr. pri tistih s pjucno boleanijo v anamnezi npr. kionicna obstruktivia pliucna bolezen} ali stadkorna bolezen
2 nagnjencstio h ketoacidozi. Previdnost je potiebna tudi pri bolnikih 7 motnjrni ¥oagulaciie (npr. tromtofiebitisom, pliucno embolijo) ali hvdo presijo. Pri balnikih, zdravijenih alfa, vkljucno s tistimj,
ki so zaravleni 2 zdravilom IntronA, so rédko opazali pliucne infiltrate, prevmanitis in pliucnico, ki so obcasna vedili el do smrti bolnika. Etiologija teh motenj ni bila ugotovijena. O teh simptomih so porotali pOgOS(E‘[E pri
secasni uporab kitajskega zefiscnega pripravia shasaikoto in interferona alfa. Pri vseh bolnikin, & dabijo zuisano telesna temperaturo, kaselj, dispnejo ali kaksre druge simptome dihal, morate opraviti rentgensko shkanje

prinega kosa, Ce rentgencgram pokaze pljucne infiltrate ali znake motenosti pljucne funkdije, marate boinika skrbne nadzorovatl in po potrebi uliniti interferon aifa. Cetuds so o tem pojavu porocali paegosteje pri bolnikif s
kroniiénien hepatitisom C, zdraviienih z inlerferonom aifa, so ga opaali tudi pri tistity 2 malignimi boleznini, zdravljenimi 2 interferonom aifa. Videti je, da pliucni nezeleni pojavi minejo ob akofinji ukinitvi interfercna alfa
in zdravlfenju s kortikosteroidi. V redkih primerih so po zdravljenyu z alfa interferoni poracali 0 acesni nezelenih dogodtih, npr. krvavitvah v mreznico, bombazu podobnih fisah in zamasitvi mreénicne orterije alf vene. Pri
vseh bolnitih je potreben oftalmoloski pregled na zacettu zdravlenja. Vsi botniki, ki tozijo o spremembah ostrine vida gl vidnega poija ali ki imaj ¢ oftaimaoloske simptome med. 2 zdravitom Intrond, mora-
Jo biti takoj pastani na ceioten oftalmoloski pregled. ied zdravljenjer 7 zdravilom Infron A priporocamo redne preglede vida, se posebe] pri tistih 2 boleznimi, ki so lahko povezane 2 retinopatijo, npr. sladkorna bolezen ali
higertenzija. Pri bolikih, Vil katerih se pojavijo nove oftalmoloste motnje ali se obstojece postabsajo, prenistite 0 prekinityi 2dravlienja 7 adravilom Intron. Medsebojno delovanje 2 drugimi zaravilin druge oblike interak-
¢if Narkotike, hipnotike ali sedative imorate uporabljall previdro pri socasni uporabi 2 zdsavilom InfronA. nterakcij med zdravitom Itron A in drugimi sdravili e niso v celoti oviednotili, P socasni uporabi zdravila Intron A
indrugih potenciaino miglosupresienih sno priparocamo previdrost. Interferoni lohko vplivajo na oksidativnie présnovne procese, kar morate upostevati med socasno Lerapijo 2 zdravil ki se presnovijo po tef poti, npr. s ksan-
tinskima derivatoma teofilinom in aminofilinom. Nosetnost in dojenje Za interferon olfa-2b il Kinicnih podatkov o plivih na nosecnast. Vpliv na sposobnost vozaije in upravijanja s stroji Bolnike poircite, da bodo fahko med
adravijenjem 2 zdravitom Intron A utrujen zaspani ali zmedeni, 210 je priporacljivo, da se izogibajo voznji ali deiu s strofi. Rok uporabnosti 15 mesecev. Med uposako je zdravilo kemicno in fizikalno stabio 27 dni pri ten-
peraturi med 2 in §°C. Z mikrobioloskega stalisca lahko zdravilo po o ipiranju shranjujete najvéc 27 dnl prf temperaturi med 2in 8 °C. Za cas shianjevanja in druge pogoje shranjevanja med uporabo je odgovoren uporabiiik
Posebna navodila za shranjevanje Shranjujte v Maditniku (2 °C - 8 *C). N2 zamszute. Imetnik dovoljenja 26 promet SP Europe 73, e de StolleB-180 Sruxeiles Belgija. Nacin in rezim iz laje zdravila lzdaja zdravila je Je na recept
Datum priprave informacije Maj 2006. Popoino informacijo o tem zdravilu dobite na predstavnistvis Schering-Plough CE AG,

INTREIN A

Interferon Alfa-25

¢ Schering-Plough

Schering-Plough CE AG, Dunajska 22, 1000 Ljubljana, telefon 01300 10 70.



NAVODILA AVTORJEM

Vabljena predavanja

Vabljeni predavatelji so dolZni pripraviti pregled predavane snovi, ki ga bomo izdali v
zborniku Onkologkega vikenda. Rokopise (original in 2 kopiji) je potrebno poslati ga.
Nives Turk, Onkologki institut Ljubljana, Zalo8ka 2, 1000 Ljubljana. Poleg tiskane
verzije je potrebno poslati tudi verzijo na 3.5" 1.44 Mb disketi z oznako programa v
katerem je lekst napisan (najraje Word za Windowse), ali po eclekironski post
(nturk@onko-i.si). Organizacijski odbor si pridiZuje pravico, da kadar je to potrebno
avtorjem predlaga vsebinske, slovni¢ne in stilistine spremembe.

Sestavek naj bo napisan z dvojnim razmakom, dolg najve¢ 5 (A4) tipkanih strani
Sestavek naj bo napisan kot pregledni &lanek, ter razdeljen z informativnimi pod-
naslovi.
Vsak sestavek mora vsebovati Povzetek (do 250 besed, na posebni strani) in na
koncu Zakljucek.
Naslov prispevka naj bo ¢im krajsi in &im bolj informativen.
Polno ime(na) avtorja(jev) naj bo pod naslovom skupaj z naslovom ingtitucije, kjer
je avtor zaposlen:

Janez Janko', Lojze Rome?

10nkolodki institut, Oddelek za tumorsko
biologijo, Zaloska 2, 1105 Ljubljana,
2Pediatricna klinika, Oddelek za interno
medicino, Vrazov trg 4, 1000 Ljubljana

Vse kratice je potrebno obrazloZiti, ko se prvi¢ pojavijo v tekstu.

Iustracije in tabele morajo biti jasno oznalene s pripadajoCimi naslovi (pri tabelah

naslovi in pri ilustracijah podnaslovi).

Citirane literature ni potrebno navajati v tekstu ampak kot Viri in literatura na

koncu sestavka.

Navedena literatura v poglavju Viri in literatura naj bo citirana po vankuverskemu

nacinu:

¢lanki
Novakovié S, Marolt F, Ser$a G. The use of MCA and CEA in prostatic cancer
follow-up. Radiol Iugosl 1990; 24: 417-21.

poglavje v knjigi
Squire J, Philips RA. Genetic basis of cancer. In: Tannock IF, Hill RP, eds. The
basic science of oncology. New York: Mc Graw-Hill, 1992: 41-60.

knjiga
Rubin P, ed. Clinical oncology: A multidisciplinary approach for physicians
and students, 7" ed. Philadelphia: W.B. Saunders, 1993: 791.



» Naslove revij krajSamo tako, kot dologa Index Medicus.
Navajamo imena vseh avtorjev razen &e jih veé kot 6, kjer navajamo samo imena
prvih treh in zakljudujemo z "et al.". Ce je citirani prispevek v sloven$¢ini
zakljuCujemo z "in ostali".

Objavljeni povzetki

Vsi aktivni udeleZenci strokovnega sre¢anja naj pripravijo Povzetke svojih prispevkov.

Povzetki naj bodo dolgi do 300 besed in naj vkljucujejo:

e naslov prispevka (¢im krajsi in ¢im bolj informativen),

* polno ime(na) avtorja(jev) pod naslovom skupaj z naslovom intitucije, kjer je avtor
zaposlen (primer prikazan zgoraj),

* tekst povzetka, ki lahko vkljuCuje tudi najve¢ eno tabelo in eno sliko.



19. ONKOLOSKI VIKEND
(Zbornik)

Uredniki:
J. Zgajnar, S. Novakovi¢, N. Besi¢, S. Frkovi¢-Grazio, B. Seruga, B. Zakotnik

Izdali:
Kanceroloko zdruzenje Slovenskega zdravniSkega drustva,
Onkoloski ingtitut Ljubljana in Zveza slovenskih drudtev za boj proti raku

Naklada:
300 izvodov

Natisnil:
Nejc d.o.0., Ljubljana, maj 2006
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AXOTERE
(docetaksel)

M

Ejl/";'i-',./ / i”ll d’.'

OXALIPLATIN 5mg/ml

)

‘sanofi aventis

Ker je zdravje neprecenljivo

Pred predpisovanjem, prosimo, preberite "Povzetek glavnih znaéilnosti zdravila".
Podrobnejse informacije so na voljo na sedeZu podjetja: Dunajska cesta 119,
Ljubljana, tel.: 01/560 48 00, fax: 01/560 48 46






