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Abstract:

In recent years, remarkable progress has been made in the understanding, diagnosis and treatment of
patients with hereditary breast cancer, studies demonstrating the usefulness of genetic testing in these
patients. Between 2009 and 2014, 255 patients with malignant breast tumors were hospitalized and operated
in our clinic; 50 patients were selected for our genetic study. In the 50 cases tested with the BRCAL / 2
panels, 42 cases (84%) with mutations on the two genes were detected and 8 cases (16%) were negative in
BRCAL /2 panel testing. The purpose of this genetic study is to show that genetic factors that are involved in
breast cancer have an important role in screening the disease, avoiding the diagnostic in an advanced stage of
illness.

Rezumat

In ultimii ani, s-au Tnregistrat progrese remarcabile in intelegerea, diagnosticul si tratamentul
pacientilor cu cancer de san ereditar, demonstrandu-se astfel, utilitatea testarii genetice la acesti pacienti.
Intre 2009 si 2014, 255 de pacienti cu tumori maligne ale sanului, au fost spitalizati si operati in Clinica
Chirurgie 2 a Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Brasov, dintre acestia, 50 de pacienti au fost selectati
pentru studiul genetic. Tn cele 50 de cazuri testate cu panelul pentru BRCAL / 2, au fost detectate 42 de
cazuri (84%) cu mutatii pe cele doua gene si 8 cazuri (16%) au fost negative la testarea BRCA1 / 2. Scopul
acestui studiu genetic este de a ardta cd factorii genetici, care sunt implicati in cancerul de san, au un rol
important in screeningul bolii, evitand diagnosticul intr-un stadiu avansat de boala.

Key-words: mutations on the genes BRCA 1 and BRCA2, breast cancer.
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Introducere Tn urma studiilor efectuate, s-a observat ci
Tn ultimii ani s-a realizat un progres aproximativ 40 — 45% din cazurile de cancer de
remarcabil in 1intelegerea, diagnosticarea si san ereditar, se datoreaza existentei unor mutatii
tratamentul pacientilor cu cancer mamar ereditar, puternic penetrante, cu transmitere autosomal
studiile demonstrand utilitatea testarilor genetice dominantd, aparute la nivelul liniilor germinale

la acesti pacienti (Chiru R., Bujor M., 2012) BRCA1 si BRCAZ2 repartizate astfel:

Clinic si genetic cancerul de san este o - la nivelul genei BRCAI1, pe bratul lung al
afectiune heterogend, iar studiile retrospective cromozomului 17, ce contine 24 exoni, ce
au aratat cd 80% din cazurile de cancer de san incripteaza o proteind care este formatd din
sunt sporadice (aparand la persoane cu istoric 1863 aminoacizi. (Chiru si Bujor, 2012)
familial negativ pentru aceastd afectiune), iar - la nivelul genei BRCA2, pe bratul lung al
20% din cazurile de cancer de san apar in cromozomului 13, ce contine 27 exoni, ce
conditiile existentei unei predispozitii familiale incripteaza o proteind care este formatd din
(adica fie In contextul unor mutatii patogene 3418 aminoacizi. (Chiru R., Bujor M., 2012)
preexistente familial, fie in contextul actiunii Aceste mutatii aparute la nivelul liniilor
unor alti factori cancerigeni comuni). (Chiru R., germinale ale genelor BRCAL/2, vor determina
Bujor M., 2012; Levy-Lehan E., 2007) pierderea functionalitatii normale a acestor
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gene, cu aparitia instabilitatii genomice,
rezultind astfel o mare probabilitate de
transformare maligna la acest nivel. (Chiru R.,
Bujor M., 2012)

Aceste mutatii pot determina pe langa
cancerul de san si alte tipuri de cancere, care pot
apdrea singure, sau asociate cu cancerul de san
astfel:
mutatiile pe gena BRCAI pot determina la
femei cancer de ovar sau de trompa uterind,
iar la barbati: cancer de prostata, testicular sau
pancreatic.
mutatiile pe gena BRCA2 pot determina
cancer de ovar, de prostatd, pancreatic si
melanom malign. (Ali R. et al, 2011; Chiru
R., Bujor M., 2012)

Se estimeaza astfel, ca riscul de aparitie a
cancerului de sin, este mai mare la populatiile
care prezinta mutatii la nivelul genelor BRCA1 si
BRCAZ2. (Ali R. et al., 2011; Amir E. et al., 2010,
Antoniu A. et al.,, 2003; Chiru R., Bujor M.,
2012; Lindor N.M. et al., 2008).

Au fost descoperite recent si alte tipuri de
mutatii genetice, aparute la nivelul altor gene,
care par a fi si ele implicate in dezvoltarea
cancerului de san, reprezentate de mutatii pe
genele TP53, STKI11, PTEN/MMACI, aratand
astfel cda avem de-a face cu o afectiune,
heterogena, unde exista Inca multe necunoscute.
(Ali R. et al, 2011; Chiru R., Bujor M., 2012;
Lindor N.M. et al., 2008)

Scopul prezentarii factorilor genetici, ce
sunt implicati in aparitia cancerului de san, este
de a sublinia faptul cd, aceasta boald trebuie
investigata corect si minutios, trebuie sa se faca
un screening corect si la timp, pentru a se putea
evita situatiile In care, pacientul se prezinta la
medicul specialist, intr-un stadiu avansat de
boala, in care terapiile de care dispunem, pot fi
ineficiente. Aceste metode de screening trebuie
efectuate incepand de la medicul de familie,
care trebuie sd se adreseze atit populatiei
generale, dar mai ales familiilor n care exista
membrii cu mutatii ale genelor pentru cancerul
de san (BRCA1 si BRCA2), pentru a se putea
depista din timp indivizii cu factor de risc. (Ali
R. et al, 2011; Amir E. et al., 2010; Antoniu A.
et al., 2003; Chiru R., Bujor M., 2012; Lindor
N.M. et al., 2008).

Cercetarile recente, au adus la iveala noi
metode de studiere a cancerului, prin
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identificarea celulelor stem canceroase, care pot
transmite cdtre mostenitori mutatii genetice,
ajungandu-se astfel la identificarea subtipurilor
tumorale ale sanului, reprezentate de:
subtipul luminal A, cu ER+, PR+, HER2-
subtipul luminal B, cu ER+, PR+, HER2+
tipul bazal, cu ER-, PR-, HER2-
subtipul HER2+/ER-, cu ER-, PR-, HER2+.
(Ali R. etal, 2011; Chiru R., Bujor M., 2012)
In cazurile in care, in urma screeningului
destinat populatiei generale, o persoand este
depistata cu cancer de san, trebuie luat n
discutie, daca acest cancer a apdrut ca urmare a
existentei unei predispozitii genetice /ereditara.
In acest caz se apeleazi la istoricul familial al
pacientului, care poate sugera o patologie
tumorala ereditard sau nu. In ambele situatii,
pacientul trebuie sd beneficieze de consiliere
genetica, explicandu-i-se pacientului natura
afectiunii, modul de transmitere ereditar al bolii
la descendenti, riscul aparitiei bolii si la alti
membrii ai familiei. De asemenea, Tn aceste
conditii, se discuta de comun acord cu pacientul,
dacd este necesara testarea genetica a pacien-
tului si a membrilor familiei, pentru depistarea
mutatiilor genetice pentru cancerul de san. (Ali
R. et al, 2011; Amir E. et al., 2010; Chiru R,
Bujor M., 2012; Lindor N.M. et al., 2008)

In aceasta situatie am luat in considerare
efectuarea de testdri genetice la paciente, prin
panelul pentru genele BRCA1/BRCAZ2 si panelul
multigenic, pentru alte 25 de gene responsabile
de aparitia cancerului de san: ATM, BARDI,
BLM, BRCAl, BRCA2, BRIP1, CDH],
CHEK2, FAM175A, MEN1, MLH1, MRE11A,
MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PMS2,
PTEN, RADS50, RAD51D, STK11, TP53,
XRCC2. (Cavanagh H., Rogers KM, 2015; Daly
MB et al., 2016; Easton DF et al., 2015, Norum
J. etal., 2018; Valencia OM et al., 2017)

2. Material si metoda:

In perioada 2009 — 2014 in Sectia
Chirurgie II a Spitalului Clinic Judetean de
Urgentd Brasov, au fost internate si operate 375
paciente cu tumori de san; dintre acestea, 255 de
paciente au avut tumori maligne de sén in
diferite stadii, iar pentru studiul genetic au fost
selectionate 50 de paciente, care ulterior au fost
operate. De asemenea s-a folosit si un
chestionar, care a fost aplicat tuturor celor 50 de
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paciente ce au fost selectionate pentru studiul
genetic. Acest chestionar, se refera la existenta,
in familia pacientelor cu cancer de san, a
antecedentelor familiare de cancer de san.
Aceste paciente au fost considerate
eligibile pentru studiul nostru n baza unor
criterii recomandate de NCCN-2016 (National
Comprehensive Cancer Network), de screening
pentru cancerul de san. (Daly MB et al., 2016),
Criteriile recomandate sunt reprezentate de:
1. Pacient diagnosticat cu carcinom mamar care
indeplineste oricare din urmatoarele criterii:
o mutatie implicata in cancerul de san,
prezenta in familie
cancerul de san ce a debutat precoce
doua carcinoame de san la acelasi individ
carcinom de sin diagnosticat la orice varsta
daca:
= are o rudd apropiatd diagnosticata
cancer de san sub 50 de ani,
are o rudd apropiatd diagnosticata
cancer ovarian la orice varsta,
una sau mai multe rude apropiate au fost
diagnosticate cu cancer pancreatic la
orice varsta,
provine dintr-o populatie cu risc crescut.
(Daly MB et al., 2016),
Carcinom de san la barbati. (Daly MB et al.,
2016),
Istoric familial sau personal de cancer care
include trei sau mai multe din urmatoarele:
debut precoce al cancerului de san,
multiple cancere primitive la acelasi individ:
san, pancreas, prostatd, melanom, sarcom,
tumori cerebrale, leucemie, endometru, colon,
tiroida,
macrocefalie, polipi intestinali, hamartoame.
(Daly MB et al., 2016),
Antecedente personale de cancer ovarian.
(Daly MB et al., 2016),
Un alt criteriu destul de important, care nu
este inclus in ghidurile NCCN 2016, a fost si
cel financiar.

S-a recoltat sange venos periferic 5 ml, de
la subiectii selectionati, In vacutainer ce contine
EDTA ca anticoagulant, iar probele au fost
trimise si analizate la Laboratoarele Gral Medical
din Sibiu, pentru toate cele 50 de cazuri,
selectionate pe baza criteriilor de mai sus.

Testul BRCA a inclus testarea mutatiilor
pe genele BRCA1/2. ADN-ul genomic, care s-a

cu

cu
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extras din proba studiata, a fost supus PCR, prin
folosirea kitului BRD MASTER Dx CE IVD si
utilizat apoi, pentru determinarea mutatiilor pe
genele BRCAL/2, folosindu-se platforma de
secventic MiSeq. (Antoniu A. et al.,, 2003
Cavanagh H, Rogers KM, 2015; Kuchenbaecker
KB et al., 2017; Hall MJ et al., 2009).

Testarea panoului multigenic, include
testarea a 25 de gene, care sunt incriminate in
aparitia cancerului de san; recoltarea de probe s-
a facut de asemenea din sange venos periferic 5
ml, de la subiectii selectionati, in vacutainere ce
contin EDTA ca anticoagulant; stabilitate probei
— 7 zile la 2-8°C, timp in care a fost trimis spre
analiza. ADN-ul genomic din proba analizata,
este imbogatit pentru cele 25 de oncogene,
folosind tehnologia Illumina. Criteriile sunt
aliniate la secventa de referintd (GRCh37), iar
modificarile de secventa sunt identificate si
interpretate  din punct de vedere clinic.
Rearanjarile genomice mari, sunt interpretate
folosind tehnica MLPA. (Multiplex Ligation
Dependent Probe Amplification) (Antoniu A. et
al.,, 2003; Cavanagh H., Rogers KM, 2015,
Easton DF et al., 2015; Li Y. et al., 2017 Norum
J. etal., 2018, Valencia OM et al., 2017).

3. Rezultate:

Chestionarul reprezentat de antecedentele
familiale de cancer de san pe lotul de 50 de
paciente supuse studiului genetic a avut
urmatoarele rezultate:
din cele 50 de cazuri testate cu panelul
BRCAL/2, au fost depistate 42 de cazuri
(adica 84%) cu mutatii pe cele doud gene, iar
8 cazuri, (adica 16%) au fost negative la
testarea cu panelul BRCAL1/2.
cele 8 cazuri depistate negativ, la testarea cu
panelul BRCA1/2, au fost supuse testdrii cu
panelul multigenic, intrucat toate cazurile
(cele 50 testate genetic) au fost diagnosticate
in prealabil, cu cancer mamar, prin punctie
biopsie si examen histopatologic.

La cele 42 de cazuri testate pozitiv, pentru
BRCAL/2, au fost descoperite urmatoarele mutatii:
38 de cazuri (adica 90%) cu mutatii pe gena
BRCAL,

- 4 cazuri (adica 10%) cu mutatii pe gena

BRCAZ2.

La cele 38 de cazuri cu mutatii pe gena
BRCAT1 avem urmatoarele:
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- in 28 de cazuri (adicd 74%) avem mutatie de
tip ¢.3067.C>T,
in 7 cazuri (adica 18%) avem mutatie tip
¢.5266dupC,
in 3 cazuri (adicda 8%) avem mutatie tip
c.4035delA.
La cele 4 cazuri cu mutatii pe gena
BRCAZ2:
- In 3 cazuri (adicd 75%) avem mutatie tip
c.9371.A>T,
- intr-un caz (adica 25%) avem mutatie tip
.8755-1G>A/.

Tn cele 8 cazuri testate negativ, pentru
BRCAI1/2 si supuse testdrii cu panelul multi-
genic, au fost descoperite urmatoarele mutatii:

- in 3 cazuri (adica 38%) avem mutatii la
nivelul genei CHEK2,
in 2 cazuri (adica 25%) avem mutatii la
nivelul genei PALB2,
in 2 cazuri (adica 25%) avem mutatii de tip
VUS (mutatii cu semnificatie necunoscutd) la
nivelul genei STK11,
- Intr-un caz (adica 12%) avem mutatie pe gena
TP53.

In ceea ce priveste mutatiile pe gena
BRCAI, cel mai frecvent tip de mutatie a fost
¢.3067.C>T, acest tip de mutatie fiind asociat cu
cancerul mamar triplu negativ (ER-, PR-,
HER2-), ce corespunde tipului bazal de cancer
mamar, Intilnit Tn 28 de cazuri supuse testarii,
mutatia ¢.5266dupC a fost intalnita in 7 cazuri si
a fost asociata cu subtipul luminal A de cancer
de mamar (ER+,PR+, HER2-, 4 cazuri si cu
tipul bazal de cancer mamar ER-,PR-HER2-, 3
cazuri), iar mutatia ¢.4035delA a fost asociatd
cu un cancer mamar HER2+, fiind reprezentata
de 2 cazuri Tncadrate n subtipul luminal B de
cancer mamar (ER+,PR+, HER2+) si 1 caz
Tncadrat Tn subtipul de cancer mamar (ER-, PR-,
HER2+).

In cazul acestor mutatii genetice
descoperite la nivelul genelor BRCAI1 si
BRCAZ2, s-a asociat frecvent cancer mamar
moderat diferentiat G2.

Pentru cele 3 cazuri cu mutatii la nivelul
genei CHEK2, s-a observat ca a fost vorba de
un cancer mamar bilateral, moderat diferentiat
G2, 1n cele 2 cazuri cu mutatii pe gena PALB2,
a fost vorba de un carcinom mamar nediferentiat
G3, 1n cele 2 cazuri cu mutatii de tip VUS pe
gena STK11, a fost vorba de un cancer mamar
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moderat diferentiat G2, iar intr-un caz cu
mutatie pe gena TP53, a fost vorba de un cancer
mamar bine diferentiat.

n cazul lotului de 50 de paciente supuse
studiului genetic, toate cele 50 de paciente au
fost operate, prin chirurgie conservatoare.

Astfel la cele 50 de cazuri cu mutatiile
genetice descrise, s-a facut urmatoarea asociere
a lor cu stadiul evolutiv al cancerului:

- pentru mutatiile pe gena BRCAL:

a. din cele 28 de cazuri cu mutatia
€.3067.C>T sunt 10 cazuri in stadiul II si
18 cazuri n stadiul I11A,
din cele 7 cazuri cu mutatia ¢.5266dupC,
sunt 2 cazuri In stadiul I si 5 cazuri in
stadiul I,
cele 3 cazuri cu mutatia ¢.4035delA sunt
toate Tn stadiul 11A;
pentru mutatiile pe gena BRCA2 avem toate
cazurile Tn stadiul I,
pentru mutatiile din panelul multigenic avem:
a. din cele 3 cazuri cu mutatie pe gena
CHEK?2 sunt 2 cazuri in stadiul I si 1 caz
n stadiul 11,
cele 2 cazuri cu mutatie pe gena PALB2
sunt ambele in stadiul 11,
din cele 2 cazuri cu mutatie pe gena
STK11 un caz este in stadiul II si un caz in
stadiul I11A,
cazul cu mutatie pe gena TP53 corespunde
stadiului ITTA.

C.

4. Discutii:

Scopul acestui studiu genetic, este de a
arata faptul ca, factorii genetici, care sunt
implicati In aparitia cancerului de san, au un rol
important in screeningul bolii, ajutand astfel la o
diagnosticare mai minutioasa si corect efectuata,
a pacientelor cu cancer mamar, evitand situatiile
in care pacienta s-ar putea prezenta la medic,
Tntr-un stadiu avansat de boala, in care metodele
de tratament de care dispunem in prezent, ar fi
inutile pentru evolutia ulterioara a bolii si pentru
prognosticul supravietuirii la distanta. (Easton
DF et al., 2015; Li Y. et al., 2017; Norum J. et
al., 2018; Valencia OM et al., 2017).

Din acest motiv, studiul genetic realizat
prin testarea genetica, pentru genele BRCA1/2
si panelul multigenic, ar trebui sd faca parte din
pachetul de investigatii obligatorii, pentru
depistarea cancerului de san, atit la populatia
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generald, dar mai ales la membrele familiilor cu
antecedente familiale (Valencia OM et al., 2017).

Studiul a aratat ca toate pacientele care au
fost incluse in lotul studiat, au o incarcare fami-
liald genetica, pentru cancerul mamar, transmi-
terea ereditara, facandu-se n cea mai mare parte
pe line materna. (Norum J et al., 2018)

S-a observat de asemenea cd testarea cu
panelul multigenic, a avut o importanta
deosebita, intrucat testarea cu panelul pentru
genele BRCA1/2, in unele cazuri a fost negativ,
dar testarea ulterioara cu panelul multigenic, a
relevat prezenta de mutatii la alte gene si in
acest fel nu au fost scdpate mutatii, care
nedescoperite, ar duce la depistarea tardiva, in
stadii Tn care metodele de tratament de care
dispunem nu ar fi eficiente. (Easton DF et al.,
2015; LiYetal., 2017).

Concluzii:
Testarea genetica trebuie sa devind si la noi
in tard o parte integrantd a sceeningului
pentru cancerul mamar.
In Romania, datoritd costurilor ridicate,
testele genetice si managementul cancerului
in familiile cu incarcare genetica, nu sunt
frecvent utilizate, dar acest lucru s-ar putea
imbunatatii prin reducerea costurilor si prin
crestere a gradului de constientizare a
pacientelor, in ceea ce priveste consilierea
genetica.
Cele doua tipuri de testari genetice cu panelul
pentru BRCA1/2 si cu panelul multigenic, se
completeaza unul pe celalalt.
Cele mai frecvente mutatii genetice, conform
studiului nostru, au aparut la nivelul genei
BRCAI, iar din aceste mutatii, cea mai
frecventa a fost reprezentata de c.3067.C>T.
Nu am gasit nici un studiu care sa arate ca
aceastd mutatie pe gena BRCAl ar fi
caracteristicd pentru Romania, dar acest lucru
ar putea fi un inceput, pentru stabilirea unui
tipar al mutatiilor genetice, pe genele BRCALI
in Romania, in cazul cancerului de san.
Toate cazurile supuse studiului, au fost
descoperite in stadiile I, II si IITIA al bolii si
au beneficiat toate de tratament chirurgical
conservator, urmat de chimio- si radioterapie,
iar evolutia a fost favorabild la distanta, pe
perioada de 4 ani in care au fost urmarite.
Au fost descoperite si mutatii pe alte gene, ca
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urmare a studierii unor cazuri cu panelul
multigenic, aceste mutatii putand fi asociate
pe langa prezenta cancerului mamar si cu alte
tipuri de cancer cum ar fi:
sindromul cancerului ereditar de san si
ovar (HBOC), cand avem mutatii pe genele
BRCA1 si BRCA2, la care se mai poate
adduga si cancer de trompa uterina.
sindromul LiFraumeni, care apare ca
urmare a unor mutatii pe gena TP53 si se
manifestd prin tumori primare multiple,
aparute in premenopauza (tumora de san,
tumori cerebrale, leucemie).
sindromul Peutz-Jeghers, care se datorcaza
unei mutatii pe gena STKI1 si care
asociaza, hamartoame intestinale, macule
melanocitice mucocutanate si cancer de
san.
In aceste cazuri, pe langd rezolvarea
cancerului de san, pacientii vor trebui
supravegheati si supusi screeningu-lui, pentru
tumorile asociate, care s-ar putea dezvolta in
continuare.
Studiul nostru a mai aratat si o asociere a
mutatiilor genetice in cancerul de san cu
subtipurile tumorale ale acestuia, asocierea
cea mai frecventa fiind mutatia ¢.3067.C>T-
cu cancerul mamar triplu negativ, (ER-, PR-,
HER2-), ce corespunde tipului bazal de
cancer mamar, intalnit Tn 28 de cazuri supuse
testarii, adicd peste jumdtate din cazurile
studiate, ceea ce ar putea reprezenta un etalon
in acest tip de mutatie, in cancerul de sén,
pentru Romania.
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