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Sahrn

Vychodiskd: Cowdenovej syndrom (CS) je vzacne autozomélne dominantné ochorenie so zvy-
Senym rizikom vzniku rakoviny prsnika, Stitnej zfazy a maternice. Medzinarodné Cowdenovej
konzorcium definovalo striktné diagnostické kritéria pre jednotlivcov aj rodiny s podozrenim
na CS. Subor pacientov a metdody: Analyzovali sme genomovi DNA 16 pacientov prostrednic-
tvom sekvenacnej analyzy a metddou MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplifica-
tion). Vysledky: U dvoch pacientov sme nasli zdrodo¢né mutdcie, c.825_840del, resp. c.438delT.
Oba pacienti splfali prisne diagnostické kritéria. Ostatni pacienti, s vynimkou jedného, ktori ne-
spinali tieto kritéria, neboli nositelmi Ziadnej patogénnej varianty. Pacienti nespifajici striktné
diagnostické kritéria boli do studie zaradeni na zaklade symptémoy, ktoré patria medzi velké
kritéria CS, ale nie patognomické. Zdver: Nase vysledky a informacie ziskané z odbornych pub-
likacii naznacuju, Ze striktné medzinarodné kritéria si dobre definované a analyza tzv. CS-like
pacientov nemd velky prognosticky vyznam.
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Summary

Backgrounds: Cowden syndrome (CS) is a rare autosomal dominant disorder with an increased
risk of breast, thyroid and uterine cancer development. The International Cowden Consortium
has defined strict diagnostic criteria for individuals and families suspected of having CS.
Patients and methods: We analyzed the genomic DNA of 16 patients by sequencing analy-
sis and MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) method. Results: We found
germline mutations, ¢.825_840del, resp. c.438delT, in 2 patients. Both patients fulfilled strict
diagnostic criteria. The other patients, except one, who did not fulfil the criteria, did not har-
bour any pathogenic mutation. Patients not fulfilling strict diagnostic criteria were included
in the study according to major CS criteria but not pathogenic. Conclusion: Our results and
information from relevant articles show that strict international criteria are well established and
analysis of ,CS-like” patients has no significant prognostic meaning.
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NASE SKUSENOSTI'S ANALYZOU GENU PTEN U PACIENTOV S PODOZRENIM NA COWDENOVEJ SYNDROM

Uvod
Cowdenovej syndrém (OMIM 158350),
ochorenie s odhadovanou frekvenciou
vyskytu 1 : 200 000, sa vyznacuje mno-
hopocetnymi benignimi hamartémamy,
ktoré sa najcastejSie vyskytuju v kozi,
stitnej zlaze, prsnikoch, gastrointesti-
nalnom trakte a mozgu [1-2]. Pri¢inou
tohto ochorenia su zarodo¢né mutacie
génu PTEN (OMIM 601728) nachadzané
u 80 % pacientov s CS [2]. Stanovenie
diagnoézy CS byva problematické kvéli
variabilnej expresivite a pleiotropii tohto
ochorenia. Medzi patognomické znaky
CS patria mukokutanne lézie, nachad-
zané u 99 % pacientov pred 30. rokom zi-
vota [3]. Rakovina prsnika a stitnej zlazy
su dve najcastejsie malignity spojené
s tymto syndromom. Patria medzi velké
kritérid spolo¢ne s rakovinou maternice
a makroceféliou. Celozivotné riziko ra-
koviny prsnika u zien s CS je 25-50%,
v porovnani s 11% vseobecnej popula-
cie. Celozivotné riziko rakoviny Stitnej
zlazy je 10% u muzov aj Zien. Z histolo-
gického hladiska ide najcastejsie o foli-
kuldrny, vynimocne papilarny karciném
stitnej Zlazy. Riziko rakoviny endometria
sa odhaduje na 5-10% [4-5].

Kritéria CS prevzaté z NCCN su kaz-
dorocne aktualizované

NCCN v.1.2009

Patognomické kritéria:

+ Lhermittovo-Duclosovo ochorenie, LDD
(dysplasticky gangliocytém mozocku)

« mukokutanne lézie

« trichilemomy (v oblasti tvére a hlavy)

+ akrdlne keratézy

+ papilomy pier a bukalnej sliznice

Velké kritéria:

- rakovina prsnika

« nemedulérny karciném stitnej Zlazy
- makrocefalia (nad 97. percentilom)
- rakovina maternice

Malé kritéria:

- benigne nélezy stitnej Zlazy (adenémy,
struma, uzly)

- mentalna retarddcia (IQ pod 75)

- gastrointestindlne hamartomatdézne

N
Tab. 1. Pacienti s podozrenim na CS.

s . . . . ; analyza
pacient ¢. vek v ¢ase diagnézy pribuzni BRCA1/2
1% makrocefalia, polypoza GIT 14, /

papilomatéza pier, akrélne keratézy
o makrocefalia, struma 34, menin- /
gedm 49, polypdza GIT, k. 5z. 54
3 k. p.43, k.3z. 45 / +
4 k. p. 46 dcéra - k.3z.29 +
. . sestra — k. p. 56,
5 benigny k. p. 27, k. $2. 53 Sestia Kipi61 +
paternalna teta —
6 k.p. 43 k. p. 59 +
7 k. p. 46 sestra — k. $z. 25 +
matka - k. p. 60,
sestra— k. p. 47
mat. sesternica —
8 k.p.53 K & 67 +
dcéra mat. sester-
nice - k. $z. 46
. T VA matka - k. p. 51,
9 k. p. 31, verrukoidné lézie brat — t.t. 20, k. &. 29 +
10 k.$z.26,k.p.36 / +
strumektomia?, dysplazia I T
11 rsnikov? struma?, sestra -
P ’ dysplazia prsnikov?
12 k.p.23 matka - k. $z. 40 -
matka matky - k. $2.2,
13 k-p.37 brat matky k. $2? -
14 k. $Z. 33, bazaliém, papilom matka matky - k. p. 67 -
adendém $z. 20, polypy, matka - melaném 50,
15 b -
cysta prsnika otec - k. 2. 51
k. p.49, melaném 51,
16 k. rektosigmoideum 54, 2x / -
bazaliém
GIT - gastrointestinalny trakt, k. p. — karcindm prsnika, k. $z. — karcindm $titnej zlazy,
t. t. - testikularny tumor, mat. - maternélna, * — pacienti spifajuci kritéria, ? - vek
v ¢ase diagnézy neudany
J

- genitourinadrne nadory (hlavne karci-
ném oblicky)
- genitourindrne malformacie

— Ustna slizni¢nd papilomatéza a ak-
ralne keratézy
- 6 a viac palmoplantarnych keratéz

- fibroidy maternice

Diagnostickeé kritéria pre jedinca
s podozrenim na CS:
- ktorékolvek patognomické kritérium
(LDD a/alebo mukokuténne lézie)
+ mukokutdnne lézie samostatne ak:
- 6 a viac tvarovych papuliek, z kto-

- dve alebo viac velkych kritérii (jedno
musi byt makrocefalia)

- jedno velké a minimalne tri malé kritéria

- Styri a viac malych kritérii

Diagnostické kritéria pre jedincov
v rodinach s potvrdenym CS:
- patognomické kritérium

polypy rych minimalne 3 musia byt + jedno velké s alebo bez malého kritéria
- fibrocystické ochorenie prsnikov trichilemémy - dve malé kritéria
- lipomy - kozné tvarové papulky a Ustna sliz- - anamnéza BRRS (Bannayan-Riley-Ru-
- fibromy ni¢ni papilomatéza valcaba syndrému)
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Subor pacientov a metédy

Celkovo bolo analyzovanych 16 pacien-
tov (15 zien a 1 muz) s podozrenim na
CS (tab. 1). Traja pacienti spinali diagnos-
tické kritérid. Ostatni boli zaradeni do
Studie na zaklade symptémov patriacich
medzi hlavné diagnostické kritéria CS,
ale nesplnali striktné opera¢né krité-
ria stanovené medzinarodnym CS kon-
zorciom. Pacienti nesplfajici CS kri-
térid boli zaradeni na zdklade vyskytu
rakoviny prsnika a/alebo nemedulér-
neho karcinému $titnej Zlazy. Boli bez
mukokutannych |ézii a/alebo makro-
cefalie. Osem Zien pred zaradenim do
nasho suboru bolo negativne testova-
nych na BRCAT a BRCA2 mutécie.

Vsetci pacienti podpisali informo-
vany suhlas s genetickym vySetrenim.
Ich DNA bola izolovana z periférnej krvi
prostrednictvom izola¢ného kitu (Gen-
tra). Genomovéa DNA bola amplifiko-
vand primermi prekryvajucimi vsetkych
devat koédujucich exénov. Po precis-
teni PCR produktov purifikacnym kitom
(Bioline) bola prevedena sekvena¢na
reakcia s BigDye Terminator v3.1 sekve-
na¢nym kitom a automatickd analyza
pomocou 3100-Avant genetického ana-
lyzatora (ABI). Vzorky s negativnym vy-
sledkom boli potom analyzované me-
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Obr. 1. Sekvenacny elektroforeogram: A - posunova mutacia v 8. exdne (delécia

16 nukleotidov), B - delécia T v 5. exdne.

tédou MLPA, kitom SALSA MLPA KIT
P225-A1 PTEN (MRC Holland) na odhale-
nie pripadnych velkych prestavieb génu
PTEN.

Vysledky

Zo 16 nepribuznych pacientov, u kto-
rych bola uskuto¢nend mutacna analyza
génu PTEN, sme nasli zdrodo¢né muta-
cie u dvoch z nich. Obaja spliali prisne
diagnostické kritéria.

Prvym pozitivne testovanym pacien-
tom bol 36-ro¢ny muz, ktory uz bol pu-
blikovany, a je nositelom zarodoc¢nej
mutacie ¢.825_840del (obr. 1A) [6]. Do
nemocnice bol prijaty pre opakované
zalidocné zachvaty a tam bol podro-

._i tlll.-'i

Obr. 2. Pacient 1: A - rozsiahla papilomatoza pier, B - akralne keratozy, C - makrocefalia, D - polypdza zaludka, E - histologicky pre-

parat hyperplastického polypu zaludka, F - glykogénna akantéza.

e F

beny gastrointestindlnemu vysetre-
niu, ktoré odhalilo mnohopocetné po-
lypy. Histologické vysetrenie potvrdilo
hyperplastické a hamartomatézne po-
lypy v Zaludku a taktiez zadpalové polypy
a adenémy v hrubom ¢reve. Dalej bola
diagnostikovana glykogénna akantéza,
rozsiahla papilomatéza pier, tri plantarne
keratézy a makrocefalia (obr. 2). Ultraso-
nografia stitnej zlazy odhalila niekolko
uzlov. Struma a karciném neboli potvr-
dené. Otec probanda bol bez klinickych
priznakov CS a matka spachala samo-
vrazdu v 33 rokoch. Pacient nema Ziad-
nych sdrodencov a je bezdetny.

Dal3im pozitivne testovanym pacien-
tom bola 55-ro¢nd Zena, u ktorej sme
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Obr. 3. Pacient 2: histologické preparaty: A - folikularny karcindm stitnej Zzlazy, B - me-
ningeém, C - hyperplasticky polyp zaludka s adenokarcinémom, D - tubuladrny adeno-

karcindm hrubého ¢reva

zistili zdrodo¢nud mutéciu c.438delT
(obr. 1B) (sub. Familial Cancer). Do
34 rokov, ked bola u nej zistena struma,
nemala Ziadne vaznejsie ochorenie.
O 9 rokov neskor podstupila hysterek-
toémiu pre myomatoézu a adnexektomiu
pre adenopapilokarcindm lavého vajec-
nika. O dva roky neskér bola vykonand
strumektémia a histologické vysetre-
nie potvrdilo makrofolikuldrny adeném
v favom laloku a uzavrety nador v pravom
laloku. V 54 rokoch jej pre folikularny kar-
cindm bola kompletne odstranena stitna
Zlaza. Ako 49-ro¢nd bola hospitalizovana
kvoli epileptickym paraxyzmalnym za-
chvatom. CT vy3etrenie mozgu ukazalo
lavostrannu frontalnu léziu, ktora bola
chirurgicky odstranena a klasifikovana
patolégom ako benigny meningeém.
Pacientka bola opakovane chirurgicky
liecend kvoli rekurencii meningeému
a zhor$ujucemu sa stavu v 53 a 57 ro-
koch. Komplexné vysetrenie pri prvot-
nej detekcii meningeému odhalilo mno-
hopocetné polypy v Zaludku, duodene
a hrubom ¢reve. Histologicky boli klasifi-
kované ako hyperplastické zapalové po-
lypy a tubulovilézne a vilézne adenomy
(obr. 3).V 57 rokoch, po niekolkych pred-
chéadzajucich biopsiach s negativnym na-
lezom, bol u nej potvrdeny adenokarci-

ném v hyperplastickom polype zaludka.
O rok neskor bol zisteny aj agresivne ras-
tuci synchrénny adenokarciném ano-
rekta a sigmoidea. Bola vykonana Mile-
sova operacia. Pacientka zomrela mesiac
po zakroku kvoli pooperaénym kompli-
kdciam. O rodi¢och a surodencoch pa-
cientky sa ndm nepodarilo ziskat ziadne
informacie. Syn, ktory je bez priznakov
CS, bol negativne testovany.

Dalsi pacienti, s vynimkou pacientky,
u ktorej bol diagnostikovany karciném
prsnika v 31 rokoch a verukoidné lézie
(nepodarilo sa zistit pocet ani lokaliza-
cia), boli vylu¢ne Zeny s karcindbmom
prsnika a/alebo Stitnej Zlazy bez dal-
Sich symptomov typickych pre CS. Mak-
rocefdlia alebo kozné zmeny u tychto
pacientiek neboli zaznamenané alebo
tato informacia nebola dostupna. Na-
kolko tieto kozné zmeny moézu byt
velmi diskrétne, popripade prehliadané
z dovodu, Zze sa beZne vyskytuju aj
u zdravych jedincov populacie, bolo ich
zaradenie do suboru od6évodnené. Na
druhej strane, metaanalyzou vsetkych
dostupnych ¢lankov zaoberajucich sa
problematikou CS sme zistili, Ze bol za-
znamenany len jediny pripad pacienta
s CS bez mukokutannych lézii a LDD
[7]. V sulade s literaturou mutécie génu

PTEN sa v rodinéch s rakovinou prsnika,
resp. Stitnej Zlazy, nachadzaju vzacne
[7-10]. Marsh et al uskutocnili muta¢nu
analyzu 64 nepribuznych v ,CS-like” ro-
dindch, kde aspon jeden ¢len rodiny
mal nemeduldrny karcinom stitnej zlazy
a druhy minimalne karciném prsnika
v akomkolvek veku. Testovali taktiez pa-
cientov s rakovinou prsnika alebo stit-
nej zlazy spolo¢ne s dalsim kritériom CS,
aviak bez spinajucich CS kritérii. V jed-
nom pripade nasli zarodo¢nud mutéciu
(.209T > C) u 31-ro¢ného pacienta s kar-
cinbmom stitnej Zlazy, ktorého matka
mala diagnostikovany adenokarcindm
prsnika v 49 a 53 rokoch. Obaja boli bez
koznych lézii a makrocefalie [7].

Na zaklade nasich vysledkov a infor-
macii ziskanych z relevantnych publika-
cii moézeme povedat, Ze u pacientov bez
patognomickych kritérii, hlavhe muko-
kutdnnych |ézii, spolo¢ne s niektorym
s dalsich kritérii CS, ma analyza génu
PTEN mizivu Uspednost zadchytu zarodo¢-
nych mutdcii. Z tohto dévodu detailné
klinické vysetrenie jedinca s podozre-
nim na CS, zvlast akychkolvek mukoku-
tannych |ézii, je mimoriadne délezité
a malo by byt uvedené pri odporucani
na genetické vysetrenie.
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