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Rak piersi u mezczyzn jest chorobg
rzadkag. Obok zaburzeri hormonal-
nych i czynnikéw Srodowiskowych
wsrod czynnikdw etiologicznych ra-
ka piersi u mezczyzn wymienia sie
mutacje genu receptora androgeno-
wego i mutacje genu BRCA2. Celem
pracy byto okreslenie czestosci wy-
stepowania zarodkowych mutacji
genu BRCA2 w rakach piersi u mez-
czyzn w populacji polskiej. Badania-
mi genetycznymi zostata objeta gru-
pa 38 mezczyzn chorych na raka
piersi, niezaleznie od rodzinnej hi-
storii raka piersi i/lub jajnika. Ziden-
tyfikowano 5 mutacji zmiany ramki
odczytu (13 proc.) i 5 wariantow
zmiany sensu (13 proc.) genu
BRCA2. U 6 sposrod 38 mezczyzn
(16 proc.), w tym u 2 nosicieli muta-
cji genu BRCA2, wystepowaty przy-
padki raka piersi u krewnych | lub IP.
Wyniki badar wskazujg, ze mutacje
genu BRCAZ2 sg w populacji polskiej
jednym z czynnikéw predysponujg-
cych mezczyzn do zachorowania na
raka piersi, wystepujg z umiarkowa-
ng czestoscig, zblizong do obserwo-
wanej w innych krajach europejskich.

Stowa kluczowe: BRCAZ2, rak piersi
u mezczyzn, mutacje dziedziczne,
analiza mutaciji.
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WSTEP

Rak piersi u mezczyzn jest w Europie
Zachodniej i w Stanach Zjednoczonych
chorobg rzadkg. Stanowi mniej niz 1 proc.
wszystkich nowotwordow ztosliwych wyste-
pujacych u mezczyzn [1, 2]. Czesto$¢ wy-
stepowania raka piersi u mezczyzn zmie-
nia sie wraz z potozeniem geograficznym,
np. nowotwor ten wystepuje rzadziej w Fin-
landii i Japonii niz w Stanach Zjednoczo-
nych czy Wielkiej Brytanii [1]. W Europie
najwyzszy odsetek zgonéw mezczyzn z po-
wodu raka piersi wystepuje na Wegrzech
[3]. W Polsce rak piersi stanowi 0,2 proc.
wszystkich nowotwordw ztosliwych u mez-
czyzn i odpowiada za 0,1 proc. zgonow
z powodu nowotworéw [4].

Czesto$¢ zachorowan na raka piersi
u mezczyzn wzrasta z wiekiem. Choroba
ta wystepuje rzadko przed 30. rokiem zy-
cia, a Sredni wiek chorych wynosi 60-65
lat [1, 5]. Rozpietos¢ wieku zachorowania
jest duza, waha sie od 25. do 90. roku zy-
cia. W stosunku do kobiet $redni wiek za-
chorowania mezczyzn jest wyzszy o ok.
5-10 lat [1].

Etiologia raka piersi u mezczyzn nie zo-
stata w petni wyjasniona. Gtéwnym czynni-
kiem przyczynowym wydajg sie by¢ zabu-
rzenia hormonalne, prowadzgce do za-
chwiania réwnowagi miedzy estrogenami
i androgenami, spowodowane przez choro-
by jader, otytos¢, marskos¢ watroby czy
przyjmowanie estrogendéw [1]. Ryzyko raka
piersi jest 50-krotnie wyzsze u mezczyzn
z zespotem Klinefeltera, ktéry moze odpo-
wiada¢ nawet za 7,5 proc. przypadkow tej
choroby [6]. Z powstawaniem raka piersi
u mezczyzn zwigzane sg czynniki Srodowi-
skowe, takie jak promieniowanie jonizujace,
pole elektromagnetyczne i wysoka tempe-
ratura [1]. Czes¢ przypadkéw raka piersi
u mezczyzn ma podifoze genetyczne zwia-
zane z mutacjami genu receptora androge-
nowego (AR) i genu BRCA2. Rola genu su-
presorowego BRCA2 w powstawaniu raka

piersi u mezczyzn byta przedmiotem badan
w kilku krajach europejskich: w Szwecji, Is-
landii, Hiszpanii, Wielkiej Brytanii, na We-
grzech oraz w Stanach Zjednoczonych.
Czestos¢ wystepowania mutacji genu
BRCA2 w tych populacjach wahata sie od
4-40 proc. [7, 8, 9, 10, 11, 12]. Obok mu-
tacji genu BRCA2 za czynnik predysponu-
jacy do wystepowania raka piersi u mez-
czyzn uwazane sg takze mutacje genu re-
ceptora androgenowego [13, 14]. Dwie
rézne mutacje genu AR zidentyfikowano
u mezczyzn chorych na raka piersi z ze-
spotem braku wrazliwosci na androgeny.

Celem pracy byto okreslenie czestosci
wystepowania mutacji genéw BRCA2 i AR
u mezczyzn chorych na raka piersi w po-
pulacji polskie;.

MATERIAL | METODY

Badaniami objeto grupe 38 mezczyzn
chorych na raka piersi, leczonych w latach
1986-2000 w Wielkopolskim Centrum On-
kologii. Wszyscy chorzy, ktérzy zgtosili sie
do Poradni Genetycznej WCO w celu przy-
stgpienia do badan, uzyskali porade gene-
tyczng i wyrazili pisemng zgode na udziat
w badaniach. Od wszystkich uzyskano in-
formacje o rodzinnej historii chorob nowo-
tworowych. Sredni wiek chorych w momen-
cie zgtoszenia sie do leczenia wynosit 60
lat. Rozpietos¢ wieku byta duza i wynosita
od 29 do 85 lat. Jedenastu sposrod 38
chorych (29 proc.) byto w |I° zaawansowa-
nia klinicznego, 17/38 (45 proc.) byto
w stopniu llIA, 8/38 (21 proc.) w stopniu IIB,
a 2/38 (5 proc.) w llI° zaawansowania kli-
nicznego. W badanej grupie 66 proc.
(25/38) stanowity nowotwory inwazyjne ty-
pu przewodowego. Grupe kontrolng, w kto-
rej okreslano populacyjng czestos¢ warian-
tow zmiany sensu, ktdre zostaty wykryte
w trakcie analizy genu BRCA2 stanowito
100 zdrowych mezczyzn.

Genomowe DNA izolowano z limfocytow
krwi obwodowej stosujgc metode oparta
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Breast cancer is a rare disease in
men. Germ-line mutations in BRCA2
and androgen receptor (AR) genes
are thought to be responsible for
a proportion of male breast cancer
cases. The present study was per-
formed on a series of 38 consenting
patients not selected for family histo-
ry of breast/ovarian cancer. The en-
tire coding region of the BRCAZ2 gene
was analyzed for germ-line mutations
to evaluate the association between
BRCA2 gene and male breast cancer
in Poland. We identified five frame-
shift mutations (13%) and five mis-
sense unclassified variants (13%) of
the BRCAZ gene. The frequencies of
missense alterations were examined
in a set of 200 chromosomes. Six of
38 patients (16%) had a family histo-
ry of breast cancer, in one first- or
second-degree relative, including
two mutation carriers. The results of
this study suggest that germ-line
BRCAZ2 mutations account for mode-
rate proportion of male breast can-
cer in Poland.

Key words: BRCA2, male breast
cancer, germ-line mutations, muta-
tion analysis.

Tab. 1. Mutacje genu BRCA2 wykryte u me¢zczyzn chorych na raka piersi

Nr Ekson Wariant Typ mutacji Efekt mutaciji BIC1 Czestosé
preparatu sekwenciji W grupie
kontrolnej
10Y 17 8138del5 frameshift stop2638 3x -
12y 18 8457insA frameshift stop2763 nowa -
22Y 11 6495del3insC frameshift stop2090 nowa -
45Y 10 2045insA frameshift stop615 5x -
46Y 11 6621del4 frameshift stop2136 nowa
)4 11 3764G>A  zmiana sensu  Ser1179Asn nowa 0/100
21Y 25 9599A>T zZmiana sensu Asn3124lle 4x 0/100
30Y 26 9814A>G zmiana sensu Lys3196Glu 3X 0/100
34Y 11 4486G>T zmiana sensu  Asp1420Tyr 104x 4/100
35Y 11 4542C>T silent Val1438Val nowa =
46Y 1 5972C>T zmiana sensu  Thr1915Met 5x 3/100

1BIC, Breast Cancer Information Core, 1 grudnia 2000.

o proteinaze K. Amplifikacje 26 kodujacych
eksonow genu BRCA2, wraz z fragmenta-
mi introndéw obejmujacymi miejsca spicin-
gu, prowadzono metodg PCR z wykorzysta-
niem 63 par starteréw. Diugos¢ amplifiko-
wanych fragmentéw wynosita 136-300 par
zasad. Do analizy mutacji genu BRCA2 za-
stosowano metode SSCA-HA. Po amplifika-
cji metodg PCR zdenaturowane fragmenty
DNA rozdzielano w 8-procentowym natyw-
nym zelu poliakryloamidowym z dodatkiem
glicerolu (5 proc.). Fragmenty DNA wyka-
zujgce zmieniony sposob migracji podczas
elektoforezy wycinano z zelu i poddawano
reamplifikacji. Po oczyszczeniu z uzyciem
zestawu QIAquick Gel Extraction Kit (Qia-
gen, Hilden, Niemcy) fragmenty te sekwen-
cjonowano stosujgc zestaw fmol DNA Se-
quencing System (Promega, Madison, USA)
w celu okreslenia charakteru mutacji.

WYNIKI

Analize mutacji genu BRCA2 wykonano
u 38 mezczyzn chorych na raka piersi. Zi-
dentyfikowano 14 réznych wariantow se-
kwencji genu BRCA2. Wsrdéd nich znajdo-
wato sie (tab. 1.):
D 5 mutacji zmiany ramki odczytu: 2 inser-
cje i 3 delecje,
D 6 mutacji punktowych: 5 zmiany sensu
i 1 cicha,
D 3 polimorfizmy.

3 mutacje zmiany ramki odczytu:
6495del3insC, 6621del4, 8457insA, a tak-
ze 2 mutacje punktowe: Ser1179Asn
(3764G/A) i Val1438Val (5972C/T) stanowig
nowe warianty sekwencji genu BRCA2.

Aby okresli¢ charakter wariantow zmia-
ny sensu zbadano czestos¢ ich wystepo-
wania w ogdlnej populacji. Grupe kontrol-
ng stanowito 100 zdrowych mezczyzn.
W grupie tej zidentyfikowano jedynie 2 wa-
rianty sekwencji: Asp1420Tyr w 4 przypad-
kach i Thr1915Met w 3 przypadkach.

Charakterystyke kliniczng i histopatolo-
giczng mezczyzn objetych badaniami
przedstawia tab. 2. Sredni wiek chorych
w momencie diagnozy wynosit 60 lat (przy
rozpietosci od 29 do 85 lat). Ponad poto-
wa przypadkéw raka piersi (58 proc.) wy-
stgpita u mezczyzn w wieku 60-75 lat. Cho-
rzy dziedzicznie obcigzeni mutacjami genu
BRCA2 byli mtodsi w momencie diagnozy.
Srednia wieku w tej grupie wyniosta 50 lat,
natomiast w grupie chorych, u ktérych nie
wykryto mutacji genu BRCA2 - 62 lata.

U wszystkich mezczyzn chorych na ra-
ka piersi — nosicieli mutacji genu BRCA2,
wystgpit rak inwazyjny typu przewodowe-
go. Od wszystkich chorych uzyskano infor-
macje na temat rodzinnej historii wystepo-
wania raka piersi i/lub jajnika. Przypadki
raka piersi w rodzinie wystepowaty u 15,5
proc. (6/38) chorych, u 10,5 proc. (4/38)
ws$réd krewnych I°, a u 5 proc. (2/38)
wsrod krewnych 11°. Dwoch sposréd 5 no-
sicieli mutacji genu BRCA2 miato pozytyw-
na historie rodzinng raka piersi: 10Y (sio-
stra ojca, 40 lat) i 46Y (ojciec, 88 lat).
W zadnej rodzinie nie wystgpit wiecej niz
jeden przypadek raka piersi wsréd krew-
nych, nie byto réwniez przypadkow raka
jajnika.

OMOWIENIE

Pierwsze badania dotyczgce wystgpowa-
nia mutacji genu BRCA2, prowadzone
wkrotce po jego odkryciu, objety przede
wszystkim duze rodziny z licznymi przypad-
kami raka piersi, w ktéorych wystepowaty
rowniez przypadki tej choroby u mezczyzn
[15, 16, 17]. Badania populacyjne BRCA2
w raku piersi u mezczyzn zostaty dotych-
czas przeprowadzone w Stanach Zjedno-
czonych [12], Wielkiej Brytanii [10], Islandii
[8], Szwecji [7], Hiszpanii [9] i na Wegrzech
[11]. Czestos¢ wystepowania mutacji genu
BRCA2 u mezczyzn chorych na raka piersi
w tych populacjach jest bardzo zréznicowa-
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Tab. 2. Charakterystyka kliniczna i histopatologiczna mezczyzn objetych badaniami genetycznymi

Nr Wiek Stopien
preparatu diagnozy zréznicowania
nowotworu
2Y 38 G2
)4 67 G2
10y 40 G2
1Y 36 G2
38 G3
12y 85 G3
13Y 57 G3
14Y 58 G3
15Y 67 G2
16Y 66 G2
17y 75 G2
18Y 74 G2
19Y 64 G2
20Y 78 G1
21Y 70 G2
22Y 45 G1
28Y 29 =
24Y 57 G2
25Y 66 G2
26Y 66 G3
27Y 60 G2
28Y 69 G2
29Y 62 G3
30Y 64 G2
31Y 72 G1
32Y 53 G2
33Y 65 G1
34Y 50 -
35Y 39 G3
36Y 74 G1
37Y 62 G2
38Y 70 G2
40Y 59 G1
41Y 66 G3
42Y 41 G2
43Y 46 G2
44Y 67 G2
45Y 51 G2
46Y 63 G3

Rozpoznanie histopatologiczne

Adenocarcinoma

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale in situ

Ca papillare p. cribrosum invasivum
Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum et in situ
Ca p. ductale p. lobulare invasivum
Ca ductale invasivum

Ca papillare invasivum

Ca ductale p. lobulare invasivum
Ca gelatinosum invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale p. lobulare invasivum
Ca ductale invasivum

Ca ductale in situ

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca papillare p. cribrosum invasivum
Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale p. lobulare invasivum
Ca ductale invasivum et in situ
Ca ductale invasivum et in situ
Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Ca ductale invasivum

Rodzinna historia nowotworéw

brak

brak

SQO'": piers (40)°, O: ptuca (59)
BO1: zotgdek (57), BO2: ptuca (65),
SO1: mézg (50), SO2: piers (30)
brak

brak

O: ptuca (56)

M: watroba (54), O: trzustka (75)

O: stercze (60)

C: pier$ (?), MM: Zotgdek

O: zotadek (?)

brak

brak

O: zotadek (59)

O: watroba (67)

brak

S: piers (55)

B: ptuca (?7), S1: ptuca (60), S2: ptuca (59)
brak

brak

S: Zotadek (?)

O: kosci

B: ptuca (?)

brak

brak

brak

B: trzustka (?)

SS: moézg (6)

O: skora (64)

S: szyjka macicy (52)

M: piers (65)

brak

brak

brak

brak

brak

O: moézg (?), B: krtan (?)

O: piers (88), SO: narzad rodny (53)

10 - ojciec, M — matka, B — brat, S — siostra, BO — brat ojca, SO — siostra ojca, C — cérka, MM — matka matki, SS — syn siostry; p. — partim

2 wiek zachorowania

na. Friedman i wsp. [12] wsréd 54 bada-
nych zidentyfikowali jedynie 2 (4 proc.) no-
sicieli mutacji genu BRCA2. Podobnie niska
czesto$¢ zaobserwowano w Wielkiej Bryta-
nii, gdzie mutacje BRCA2 wykryto u 7 proc.
chorych [10]. Z drugiej strony, sposrod
wszystkich mezczyzn, ktdrzy zachorowali na
raka piersi w Islandii w ciggu ostatnich 40

lat, az 40 proc. to nosiciele mutacji 999del5
[8]. Duzg czesto$¢ wystepowania mutacji
BRCA2 wsrod chorych na raka piersi mez-
czyzn obserwowano réwniez na Wegrzech
(30 proc.) [11]. W populacji polskiej muta-
cje genu BRCA2 wystepujg z umiarkowang
czestoscig (13 proc.), podobnie jak w Szwe-
cji (21 proc.) i w Hiszpanii (14 proc.) [7, 9].

W badanej grupie chorych zidentyfikowa-
no 5 réznych mutacji genu BRCA2, ktére
zlokalizowane byty w eksonach 10, 11, 17
i 18 (tab. 1.). Wszystkie mutacje powodowa-
ty zmiane ramki odczytu, a w konsekwencji
wprowadzenie kodonu stop i przedwczesna
terminacje translacji kodowanego biatka, po-
taczong z utratg sygnatu lokalizacji jgdrowej
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[18, 19]. Wielkos¢ zmutowanych biatek sta-
nowitaby 12 proc., 61 proc., 62 proc., 77
proc., 81 proc. dtugosci prawidtowego biat-
ka BRCA2. Wg Spaina i wsp. [19] zmutowa-
ne formy biatka BRCA2, ktdre nie posiada-
ja sygnatu lokalizacji jgdrowej nie sa prze-
noszone do jadra komorkowego, przez co
nie moga spetnia¢ swoich funkcji mimo
obecnosci niektorych domen funkcjonalnych.

Oprécz mutacji zmiany ramki odczytu zi-
dentyfikowano 3 czeste polimorfizmy oraz
6 rzadkich wariantéow sekwencji: 5 typu
zmiany sensu i 1 cichg (tab. 1.). Substytu-
cja tyrozyny w miejsce kwasu asparagino-
wego w pozycji 1420 (ekson 11,
Asp1420Tyr, 4486C/T) zostata dotychczas
104-krotnie zgtoszona w bazie danych BIC.
Wariant ten wykryto réwniez w czterech
przypadkach w grupie kontrolnej, co suge-
ruje, ze jest to najprawdopodobniej rzadki
polimorfizm genu BRCA2. Podobna sytuacja
dotyczy substytucji Thri915Met (ekson 11,
5972C/T), ktéra 3-krotnie zidentyfikowano
w populacji kontrolnej. Zaden z 3 pozosta-
tych wariantéw zmiany sensu nie wystgpit
w grupie 200 kontrolnych chromosomdéw. Sub-
stytucje Asn3142lle (9599A/T) w eksonie 25
genu BRCA2 wykryto dotychczas 4-krotnie
(wg BIC), m.in. w populacji polskiej u ko-
biety chorej na raka piersi [20]. Polega ona
na zamianie konserwatywnej, hydrofilowej
asparaginy na hydrofobowg izoleucyne.
Asparagina 3124 jest ponadto potozona
w duzej konserwatywnej domenie na kar-
boksylowym koricu biatka BRCA2, o 77
proc. identycznosci na poziomie aminokwa-
sowym miedzy biatkiem ludzkim i homolo-
gami u gryzoni [18]. Wariant ten moze by¢
zatem interpretowany jako potencjalna mu-
tacja zmiany sensu genu BRCA2. Kolejny
z wariantdow missensowych zlokalizowany byt
w eksonie 26 (9814A/G). Konserwatywna,
obdarzona dodatnim tadunkiem lizyna w po-
zycji 3196 zostata zastgpiona przez ujem-
nie natadowang reszte glutaminianu. Biorac
pod uwage konserwatywny charakter tej po-
zycji aminokwasowej w biatku BRCA2 [18]
moze on stanowi¢ kolejng mutacje zmiany
sensu genu BRCA2. Niejasne znaczenie dla
funkcji biatka BRCA2 ma natomiast mutacja
Ser1179Asp. Cho¢ aminokwas ten zlokalizo-
wany jest w regionie biatka BRCA2, ktéry
jest zaangazowany w oddziatywanie z biat-
kiem RAD51 (miedzy pierwszym i drugi mo-
tywem BRC), nie jest zachowawczy miedzy-
gatunkowo, a zaréwno seryna, jak i aspara-
gina sg hydrofilowymi aminokwasami
o podobnej wielkosci [21, 22, 23].

Z badan epidemiologicznych wynika, ze
rodzinne obcigzenie nowotworami piersi jest
czynnikiem ryzyka tej choroby u mezczyzn
[2]. Zgodnie z ta hipoteza w grupie bada-
nej przez Friedman i wsp. [12] 30 proc.
mezczyzn miato krewnych | lub 1I° chorych
na raka piersi lub jajnika. Odsetek ten w in-
nych populacjach wahat sie od 13 proc. do
nawet 80 proc. [7, 24]. W populacji polskiej

dodatkowe przypadki raka piersi wystgpity
w rodzinach jedynie 15,5 proc. mezczyzn
chorych na raka piersi, u 10,5 proc. wsrod
krewnych 1° i 5 proc. wsréd krewnych II°.
Biorgc pod uwage fakt, ze w ogolnej popu-
lacji 7 proc. mezczyzn ma krewnych I° cho-
rych na raka piersi lub jajnika [12], rodzin-
na historia raka piersi nie nalezy do najistot-
niejszych czynnikow ryzyka raka piersi
u mezczyzn w Polsce. Mutacje genu BRCA2
wystepujg czesto u mezczyzn, ktérzy nie
majg rodzinnej historii raka piersi i w zwiaz-
ku z tym wszystkie przypadki powinny byc¢
uwazane za potencjalnie dziedziczne, a cho-
rzy powinni uzyska¢ porade genetyczng
i mozliwos¢ wykonania badan genetycznych.
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