THE JOURNAL OF THE CZ€eCH AND SLOVAK ONCOLOGICAL SOCIETIES

KULINICKA
ONKOLOGIE

Hereditarni nadorova onemocneéni V.
Hereditary Cancer Diseases V.

Kolektiv autort

/gikt:)‘lqgiiké
~spolecnostratr spolo &nost

“& pumet
Vydava CLS JEP. ISSN 0862-495X. ISSN 1802-5307 on-line pristup
Indexed in MEDLINE/PubMed, EMBASE/Excerpta Medica, EBSCO,
rocnik 32 | 2019 | Supplementum 2

SCOPUS, Bibliographia medica ¢echoslovaca, Index Copernicus

vd-’“s“ s"% O )
; oy ce‘iﬂ Slovenska
H Gaa 505 onkologicka




woo ayoosburouanbas//:sdyy uopxuens eu syapleu joewiojur 817

G BUBId 00 0GL ‘7/9EEE BdUNUB[BA BN ‘8ZIANp BMonsoubeiq 0°I"S ayd0Yy

‘SI9UMO ®>_HO®Qw®._ JIay] JO

arpacoud Dnsoulieg arpaco.d isoufies o angacc “apsotiey o
eoionone  QEEEEOTENOTE s an o Auadoud ay) ase syiewapel) pue saweu 1onpotd Jaylo ||y "9Yo0Y Jo Miewspedl e si OINIAY
zoos-! 2905 magg! 'sainpaooud onsoubelp ul asn 1oy 10N AjuQ asn yoseasay

518080335  918080[33§ 5180 80[33H
wueioang  PApuedxy g payabue
MO OINIAY P OINIAY (@ OINIAY

9JBM]JOS puB SOIBW.IojuloIq
I ‘sjuabead sapnjoul yoiym ‘uonnjos xajdwoo e syuasaldal QINIAY

Bunsal DD 1ndui ssed 1ey) sajdwes anssil 3444 10} 91el SS8IINS 066 o

uapJing Jowny Joyiuow Ajjeuipniibuo| 01 paziwndo si pue sauab /G| SUIRIUOD 1Y ddue||IdAINg YNA OINIAY -

(siaytewolq Buibiowa pue pajejal-auljapinb yioq) Aesse Jooued-ued auab /7 e si 1y papuedx3 YNA OINIAY

si9ylewolq palejal-aulapinb BulAjnuapi 1o} Aesse 1ooueo-ued auab /| e sl Yy parabiel YNA OINIAY -
:190ue9 JOo sadA) pue sabels jualayip olul s1ybisul 81e1ndoe apinold S8210YD 1591 931y

00100°0 01 UMOP 31el 10113 Mo| B Bululeluiew ajiym oL 0 01 umop satouanbalj ajajje JueLIeA 10913p 0]
a|qe aJe s1Y OINIAV "SAep A1) ul s)jnsal yum Aesse a|6uls e ul (SAND Pue suoisnj ‘sjgpul ‘sANS) S9sSe|d uoneinw noj ||y -

‘Buliolluow pue uonoalap 10) ewse|d pue anssi usamilaq Yalms 01 Buimojle Aljigixa|) pue sisAjleue aouepioou0d 10}
(mojpiom aimdeo-pugAy pue suolbas ausb ‘ssuab owes) sjpued YNQ@IO pue anssi} iown) payojew-Apoexy .

Auoi1oads pue Alanisuas passedinsun yiim Aesse SN 1asued-ued e

sAessy ABojoouQ SHN OINIAVY



EDITORIAL

Editorial

Vazeni kolegové,
po tfech letech nastal ¢as pro dalsi supp-
lementum Klinické onkologie na téma he-
reditarni nadorova onemocnéni, tentokrat
v poradi jiz paté. Témito supplementy se
snazime predat Iékarim dalsi informace
o syndromech, indikacich, hodnoceni vy-
sledk(i testovani pomoci sekvenovani
nové generace (new generation sequen-
cing — NGS), ale i o 1é¢bé nadorl a vzac-
nych dédi¢nych nadorovych onemocnéni.
Genetické testovani dédi¢nych na-
dorovych nemoci se ve viech laborato-
fich presunulo od testovani individual-
nich genG k testovani panely mnoha
gend pomoci NGS. Testovani NGS je je-
dinou metodou, kterd mize byt pouzita
v diagnostice nadorovych syndromu a je
hrazena pojistovnami. Laboratofe musi
splnit akredita¢ni podminky Ceského
institutu pro akreditace. Kazda labora-
tof mlze pouzivat jiny panel k testovani,
panely viak musi obsahovat minimélné
22 ur¢enych gent pro hlavni nadorové
syndromy. Na mnoha pracovistich je vSak
pouzivan ,pan-cancer” panel (napf. CZE-
CANCA), ktery zahrnuje viechny dosud
znadmé geny pro dédi¢né nadorové syn-
dromy, ale i geny potencialné rizikové. In-
terpretace vysledk( je vzdy pomérné na-
rocny proces, kdy je nutné odlisit klinicky
dilezité, potencialné dllezité a pravdeé-
podobné nedllezité nalezy. Situaci kom-
plikuji i ndlezy heterozygotnich prena-
$ecl recesivnich syndrom(, o kterych
jsme se na fakulté ucili, ale malokdo se
s nimi v praxi setkal u pacienta. Clanek
Koudové et al [1] se snaZi objasnit mozny
pfistup k pfenasecim jedné patogenni
mutace, heterozygotlim pro Fanconiho
anémii, BloomGv syndrom a jiné vzacné
syndromy, u nichzZ je mozné zvysené ri-
ziko nékterych nadord, ale zroven zde
hrozi riziko narozeni ditéte s timto zavaz-
nym recesivnim syndromem. V dal3im
¢lanku je navrhovéana uprava indikacnich

kritérii pro testovani dédi¢né formy karci-
nomu prsu a ovarii a doporu¢ena mozna
prevence u vzacnéjsich pficin rizik téchto
nadorl (Foretova et al [2]). Jak hodnotit
mutace a varianty v CHEK2 genu a jak je
pouzit v praxi je soucasti dalsiho dilezi-
tého ¢lanku, stejné jako nase soucasné
poznatky o genetickych pficinach karci-
nomu ovarii, ziskané ze spole¢né fese-
ného AZV grantu.

BRCAT1 a BRCA2 geny jsou stéle nej-
Castéjsi pficinou vysokého rizika karci-
nomu prsu a ovarii. Pfehled vysledk( za
20 let testovani v Masarykové onkolo-
gickém Ustavu s klasifikaci mutaci a va-
riant je predlozen v ¢lanku Machackové
etal [3].

Dal3i moznosti v testovani polypéz
tlustého stfeva a zaludku, informace
o0 GAPPS syndromu s vysokym rizikem
polypdzy a karcinomu Zaludku, pohled
patologa na polyp6zni zmény zaziva-
ciho traktu jsou taktéz dulezitou sou-
Casti supplementa.

Gynekologické nddory détského véku,
syndromy s nimi spojené, jejich dia-
gnostika v¢. kazuistik syndromu DICER1
jsou zajimavymi informacemi pro praxi.
BAP1 syndrom s rizikem melanom kiize
i oka, s rizikem maligniho mezoteliomu
i dalSich nador by nemél byt v praxi
prehlizen, nebot vcéasna preventivni
péce mUize byt Zivot zachraruijici. Uloha
patologa s imunohistochemickym vy-
Setfenim exprese BAP1 u spitzoidnich
névl muize byt velkou pomoci.

Léc¢ba nadorl se velmi rychle vyviji.
Clanek Palacové [4] se zabyva novymi
pfistupy k systémové lé¢bé u nosicek
BRCA1/2 mutaci, Holanek et al [5] popi-
suje zkuSenosti s neoadjuvantni |é¢bou
platinovymi derivaty u nosi¢ek mutaci
v genech BRCAT a BRCA2.

Klinickd doporuceni se odvijeji od na-
Sich soucasnych znalosti, publika¢nich
vysledkll, zkusenosti i mezinarodnich

doporuceni. Vzdy je v3ak nutné kazdy
pfipad hodnotit individualné, v kontextu
osobni a rodinné anamnézy. Indikacni
kritéria nemohou obsdhnout viechny
podezielé pfipady rodinné anamnézy,
mnoho nadorovych rodin nema uplné
typické projevy a je nutné individudiné
zvazit, zda testovani indikovat. NGS pa-
nely dnes umozni lepsi diagnostiku na-
dorového syndromu, v nékterych ro-
dinadch je nalezena neobvykla pfi¢ina
onemocnéni. Hodnoceni |ékafského ge-
netika s vysvétlenim rizik, testovani v ro-
diné a s ndvrhem preventivnich opatfeni
je vzdy dalezité.

Doufame, Ze ¢lanky supplementa pro
vés budou uzite¢né. Navazuji na ¢lanky
predchozich supplement (1-4), kde jsou
popsany dalsi dulezité syndromy a do-
poruceni. Dékujeme vsem autorim
¢lankd za jejich vyznamny prispévek do
tohoto supplementa.

doc. MUDr. Lenka Foretovd, Ph.D.
prim. MUDr. Katarina Petrdkovd, Ph.D.
Masarykuv onkologicky ustav, Brno
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PREHLED

Doporuceni pro sledovani zen se vzacnéjsimi

v

genetickymi pri¢inami nadoruo prsu a ovarii

[ 4

Recommendations for Preventive Care for Women
with Rare Genetic Cause of Breast and Ovarian Cancer

Foretova L., Navratilova M.!, Svoboda M."?, Vasickova P.!, Stahlova Hrabincova E.", Hazova J.',

Kleiblova P3, Kleibl Z.3, Machackova E.’, Palacova M.?, Petrakova K.?

'Oddéleni epidemiologie a genetiky nadord, Masarykdv onkologicky tstav, Brno
Klinika komplexnf onkologické péce, Masarykdv onkologicky Ustav, Brno
*Ustav biochemie a experimentalni onkologie 1. LF UK, Praha

Souhrn

Dédic¢na predispozice k nadortim prsu je pficinou 5-10 % nadord prsu. Vysoce rizikové geny
BRCAT1 a BRCA2 zpusobuji az 85% celozivotni riziko nadord prsu a 20-60% riziko nador( va-
jecnikt nebo vejcovod. S rozvojem technologii bylo zavedeno sekvenovani nové generace
neboli masivni paralelni sekvenovéni jako zakladni diagnostickd metoda umoznujici para-
leIni testovani fady predispozi¢nich genli u geneticky heterogennich dédi¢nych nadorovych
syndromu (pojistovnou pozadovano vysetieni 22 gen(l). Kromé BRCAT a BRCA2 byly charakte-
rizovany dalsi geny, jejichZ vrozené mutace predisponuji k dédi¢nym formam karcinomu prsu
a/nebo ovarii. Za vysoce rizikové geny pro nadory prsu jsou povazovany TP53, STK11, CDHT,
PTEN, PALB2, NF1, za geny stfedniho rizika (2—-4krat zvysené riziko) ATM, CHEK2, NBN, podobné
riziko se predpoklada i u gent pro Lynchlv syndrom, MUTYH, BRIP1, RAD51C, RAD51D, BARD],
FANCA, FANCC, FANCM, BLM, WRN, event. u heterozygotl pro jiné autozomalné recesivni na-
dorové syndromy, kde je mira rizika vzniku karcinomu prsu predmétem aktuélniho vyzkumu.
Nizce rizikové geny nemaji dosud klinické vyuziti. U nddor0 ovarii jsou dalSimi vyznamné riziko-
vymi geny pfedevs$im geny pro Lynchlv syndrom, dale geny BRIP1, RAD51C a RAD51D. Preven-
tivni péce by méla byt navrhovéana dle predpokladaného kumulativniho rizika karcinomu prsu
(doporuceni viz http://www.mamo.cz) - riziko nad 20 % u genlG BRCA1/2, TP53, PTEN, STK11,
CDH1, PALB2, CHEK2, ATM, NF1, riziko 10-20 % pro geny MUTYH, geny pro Lynchdv syndrom,
BRIP1, RAD51C, RAD51D, BARD1, FANCA, FANCC, FANCM, NBN, BLM, WRN. Hodnoceni rizika pro-
vadi genetik pfi zohlednéni ptitomnosti dédi¢nych mutaci a empirického rizika plynouciho
z rodinné anamnézy. Profylaktickd mastektomie je vzdy zvazovana individuélné. U vysoce rizi-
kovych genl je vhodna, u stfredné rizikovych genl neni doporucovana, ale Ize ji zvazit dle ro-
dinné anamnézy, rizikovosti parenchymu prsni zlazy a dalsich rizikovych faktord. Riziko nadord
ovarii je zavazné zvysené i pro geny BRIP1, RAD51C a RAD51D. V prevenci karcinomu ovarii je
profylaktickd adnexektomie dllezitd i u nosicek zarode¢nych mutaci v téchto genech. U rodin
s nadory ovarii bez zjisténé rizikové zarodecné mutace neni cilena prevence doporucovana,
nicméné vzhledem k ¢tyfndsobnému empirickému riziku karcinomu ovarii u prvostuprnovych
pfibuznych Ize adnexektomii jako jedinou Uc¢innou metodu prevence individualné zvazit.

Klicova slova
geny - BRCAT - BRCA2 - genetické testovani — profylaktickd mastektomie — profylakticka adne-
xektomie - vysokokapacitni nukleotidové sekvenovani
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DOPORUCENI PRO SLEDOVANI ZEN SE VZACNEJSIMI GENETICKYMI PRICINAMI NADORU PRSU A OVARI

Summary

An inherited predisposition to breast cancer underlies 5-10% of breast tumors. High-risk BRCAT and BRCA2 genes result in an 85% lifetime risk of breast
cancer and a 20-60% lifetime risk of ovarian cancer. Next-generation sequencing or massive parallel sequencing are now established testing methods
that enable screening for many genes that predispose to heterogeneous hereditary cancer syndromes (22 genes are required by the health insurance
companies). In addition to BRCAT and BRCA2, inherited mutations in other genes predispose to breast and/or ovarian cancer. High-risk breast cancer
genes include TP53, STK11, CDH1, PTEN, PALB2, and NF1, while moderate-risk (2-4 times increased risk) breast cancer genes include ATM, CHEK2, and
NBN. Moderate risk is also suggested for Lynch syndrome, MUTYH, BRIP1, RAD51C, RAD51D, BARD1, FANCA, FANCC, FANCM, BLM, WRN genes. In hete-
rozygotes for other recessive syndromes the risk of developing breast cancer is subject to current research. Low-risk genes are (mostly) irrelevant from
a clinical perspective. Other genes that increase the risk of ovarian cancer include the genes for Lynch syndrome, the BRIP1, RAD51Cand RAD51D genes.
Preventive care should be proposed based on assumed cumulative breast cancer risk (see http://www.mamo.cz): a risk of >20% for BRCA1/2, TP53,
PTEN, STK11, CDH1, PALB2, CHEK2, ATM, and NF1; and a risk of 10-20% for BRIP1, RAD51C, RAD51B, BARD1, FANCA, FANCC, FANCM, NBN, BLM, and WRN.
The genetic risk should be assessed by a geneticist and be based on inherited mutations and empirical risk according to family history. Prophylactic
mastectomy is considered for high-risk gene carriers but not for moderate-risk gene carriers; however, it may be considered if there is an underlying fa-
mily history, a risk of parenchyma of the mammary gland, or other risk factors. Ovarian cancer risk increases significantly in carriers of the BRIP1,RAD51C,
and RAD51D genes. For prevention of ovarian cancer, prophylactic salpingo-oophorectomy is an important component of preventive care. In ovarian
cancer families with no identified risk germline mutation, preventive salpingo-oophorectomy is not routinely recommended but may be considered as

the only efficient method of prevention due to the increased empirical risk (4 times) of ovarian cancer in first-degree relatives.

Key words

genes - BRCAT — BRCA2 - genetic testing — prophylactic mastectomy - salpingo-oophorectomy - high-throughput nucleotide sequencing

Uvod

Je odhadovéno, Ze asi 5-10 % nadorud
prsu a az 20 % nadorud ovarii je asocio-
vano s dédi¢nou nadorovou predis-
pozici [1]. Identifikace pficinnych mu-
taci v genech BRCAT (MIM:113705)
a BRCA2 (MIM:600185) ma vyznamny vliv
na lécbu, dalsi sledovani a prevenci pa-
cientky, na prediktivni testovani rodinnych
prislusnikd a snizeni incidence nadoro-
vych onemocnéni v téchto rodinach [2,3].
Rizika nadorovych onemocnéni u nosi-
¢ek BRCAT a BRCA2 mutace jsou mnoho-
nasobné vyssi, nez ma ostatni populace,
pro nadory prsu 50-85 %, pro nddory ova-
rii 10-60 % [4]. Diky rychlému rozvoji ge-
netického testovani pomoci metody nové
generace sekvenovani (NGS) s vyuzitim
paralelniho sekvenovani velkého mnoz-
stvi rizikovych gend v ramci panelu, jsou
ziskdvana data o vyznamu dalSich riziko-
vych gen( pro nadory prsu a ovarii [4,5].
Tato metoda je pfinosna pro testovani he-
reditarnich nadorovych syndrom, které
jsou geneticky heterogenni.

Zakladnimi indikacemi k testovéani dé-
di¢né dispozice k nddorm prsu a ova-
rii jsou kritéria, kterd byla publiko-
véna v supplementu Klinické onkologie
2016 [6] na zakladé doporuceni NCCN (Na-
tional Comprehensive Cancer Network).
Nyni byla NCCN kritéria k testovéani modi-
fikovana a rozsitena. Podle téchto doporu-
¢eni navrhujeme nize uvedend rozsitend
indikacni kritéria k testovani.

Indikacni kritéria pro testovani
dédic¢né formy nadorti prsu a ovarii
(modifikovana dle NCCN [7],
National Comprehensive Cancer
Guidelines, 2019, schvalena
Spolecnosti lékarské genetiky 2019)
Sporadické formy
- karcinom ovaria/tuby/primarni perito-
nealni karcinom v jakémbkoliv véku;
- triple negativni karcinom (recep-
tory ER, PR a HER2 negativni) prsu do
60 let — medularni karcinomy prsu se
témér vzdy shoduji s triple negativnim
karcinomem prsu (triple-negative
breast cancer — TNBC);
unilateralni karcinom prsu do 45 let
(do 50 let, pokud neni viibec znama
rodinna anamnéza);
- dva samostatné primarni karcinomy
prsu, prvni do 50 let, nebo oba do
60 let (bilaterdIni nebo ipsilateralni/
synchronni nebo metachronni);
duplicita karcinomu prsu a slinivky
v jakémkoliv véku;
karcinom prsu u muze v jakémkoliv
véku.

Familiarni formy (karcinom ovaria,

tuby nebo primarni peritonealni

v rodinné anamnéze je vzdy indikaci

k testovani)

3 pfibuzni:

- alespon 3 pfibuzni (v¢. probandky)
s karcinomem prsu v jakémkoliv véku;

2 pfibuzni:

- 2 pfibuzni (v¢. probandky) s karci-

nomem prsu, alespon jedna dia-

gnostikovana ve véku pod 50 let, nebo
obé do 60 let (empirické riziko karci-
nomu prsu je pro pfimé pfibuzné nad

20 %, tj. vysoké, a doporucujeme mag-

netickou rezonanci (magnetic reso-

nance imaging - MRI) prsou);
probandka s karcinomem prsu v ja-

kémkoliv véku a pfimy pfibuzny s

- karcinomem ovaria;

» TNBC/meduldrnim karcinomem
prsu;

- karcinomem prsu u muze;

- karcinomem slinivky;

- high-grade (Gleason score > 7) nebo
primdrné metastatickym karcino-
mem prostaty.

Zjisténi somatické mutace v tumoru

(mutace IARC (International Agency for

Research on Cancer) class 4-5 — mutace

pravdépodobné patogenni nebo pato-

genni) v genech asociovanych s hereditér-
nim karcinomem prsu a ovaria v tumoru

(prsu, ovaria, ale i jinych typech nador().

Indikace k testovani pro nadory
prostaty (modifikace doporuceni
testovani BRCA1/2 - Modra kniha
€0S52017,s.110) [8]

- > 2 prtipady karcinomu prostaty u bliz-
kych pfibuznych, alespon u jednoho
ve véku < 55 let;

- > 3 piipady karcinomu prostaty u bliz-
kych pribuznych;
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- karcinom prostaty (Gleason
score = 7 nebo primarné metastaticky
karcinom) a = 1 pfipad karcinomu
prsu, ovaria nebo pankreatu u blizkych
pfibuznych (viz vyse).

V soucasné dobé jsou indikovana

geneticka testovani BRCA1/2 genli

z duvodu lécby

- indikace vhodné operacni 1é¢by, roz-
hodnuti o vhodné chemoterapii
(u pacientek s TNBC zafazeni platino-
vého derivatu do 1é¢by), pacientka by
viak méla spliovat indikacni kritéria
k testovani;

- pro zafazeni pacientky do lé¢by PARP

(poly-adenozindifosfat-ribézo-poly-

merdzy) inhibitory u nadord ovarii

(high-grade serézni);

v téchto pfipadech onkolog nebo gyne-

kolog odesila pacientku urgentné na ge-

netickou konzultaci a k testovani a vzdy
uvede, do jakého terminu je nutny vy-
sledek pro klinické rozhodovani;

- o dalsich indikacich k testovani z dd-
vodu lécby pacienta rozhoduje oset-
fujici |ékaf vzhledem k rychle se rozvi-
jejicim moznostem novych lé¢ebnych
postup.

Prediktivni testovani znamé rodinné
mutace provadime u pfibuznych od
18 let véku (ve zvlastnich pfipadech in-
dividualné). Mutace vhodné k testovani
zdravych pfibuznych jsou klasifikovany
jako patogenni (IARC class 5) nebo prav-
dépodobné patogenni (IARC class 4).

Genetické poradenstvi je vzdy nutné
k indikaci testovani a k interpretaci
vysledkd.

PUvodni kritéria jsou rozsifend o indi-
kace testovani karcinomu slinivky a ag-
resivniho nebo metastatického karci-
nomu prostaty v souvislosti s dalSim
ptibuznym s nddorem prsu, ovaria. Z do-
savadnich udajl [9,10] je ziejmé, Ze ne-
selektované karcinomy slinivky jsou
v 3,5-5,5 % dédic¢né, zplisobené prede-
v$im zarode¢nymi mutacemi v genech
BRCA2, méné casto BRCAT, ale i v dalSich
genech (ATM, PALB2, MLH1, MSH2, MSH6,
TP53, CDKN2A, APC, STK11). Karcinom sli-
nivky je agresivni, ¢asto letalni onemoc-
néni, genetické testovani by mélo byt
indikovano nasledné po diagnéze one-
mocnéni. Zjisténi zarode¢né mutace by
mohlo vést k indikaci cilené |écby.

Obr. 1. Seznam genti panelu CZECANCA verze 1.1. (NimbleGene EZ Choise Seq-
Cap Target Enrichment).

Seznam zahrnutych 226 gen(: AlP; ALK; APC; APEX1; ATM; ATMIN; ATR; ATRIP; AURKA;
AXIN1; BABAM1; BAP1; BARD1; BLM; BMPR1A; BRAP; BRCA1; BRCA2; BRCC3; BRE; BRIP1;
BUB1B; C110rf30; C190rf40; casp8; CCND1; CDC73; CDH1; CDK4; CDKN1B; CDKN1C;
CDKN2A; CEBPA; CEP57; CLSPN; CSNK1D; CSNK1E; CWF19L2; CYLD; DCLRE1C; DDB2;
DHFR; DICER1; DIS3L2; DMBT1;DMC1; DNAJC21; DPYD; EGFR; EPCAM; EPHX1; ERCC1;
ERCC2; ERCC3; ERCC4; ERCC5; ERCC6; ESR1; ESR2; EXO1; EXT1, EXT2; EYA2; EZH2; FAM175A;
FAM175B; FAN1; FANCA; FANCB; FANCC; FANCD2; FANCE; FANCF; FANCG; FANCI; FANCL;
FANCM; FBXW?7; FH; FLCN; GADD45A; GATA2; GPC3; GRB7; HELQ; HNF1A; HOXB13; HRAS;
HUS1; CHEK1; CHEK2; KAT5; KCNJ5; KIT; LIG1; LIG3; LIG4; LMO1; LRIG1; MAX; MCPH1;
MDC1; MDM2; MDM4; MEN1; MET; MGMT; MLH1; MLH3; MMP8; MPL; MRE11A; MSH2;
MSH3; MSH5; MSH6; MSR1; MUS81; MUTYH; NAT1; NBN; NCAM1; NELFB; NF1; NF2;
NFKBIZ; NHEJ1; NSD1; OGG1; PALB2; PARP1; PCNA; PHB; PHOX2B; PIK3CG; PLA2G2A;
PMS1; PMS2; POLB; POLD1; POLE; PPM1D; PREX2; PRF1; PRKAR1A; PRKDC; PTEN; PTCH1;
PTTG2; RAD1; RAD17; RAD18; RAD23B; RAD50; RAD51; RAD51AP1; RAD51B; RAD51C;
RAD51D; RAD52; RAD54B; RAD54L; RAD9A; RB1; RBBP8; RECQL; RECQL4; RECQLS5; RET;
RFC1; RFC2; RFC4; RHBDF2; RNF146; RNF168; RNFS8; RPA1; RUNX1; SBDS; SDHA; SDHAF2;
SDHB; SDHC; SDHD; SETBP1; SETX; SHPRH; SLX4; SMAD4; SMARCA4; SMARCB1; SMARCE1;
STK11; SUFU; TCL1A; TELO2; TERF2; TERT; TLR2; TLR4; TMEM127; TOPBP1; TP53; TP53BP1;
TSC1; TSC2; TSHR; UBE2A; UBE2B; UBE2I; UBE2V2; UBE4B; UIMCI; VHL; WRN; WT1; XPA;

XPC; XRCC1; XRCC2; XRCC3; XRCC4; XRCC5; XRCC6; ZNF350; ZNF365.

TNBC je zpUsoben BRCAT nebo BRCA2
mutaci u 9,3-13 % neselektovanych na-
dor0 [11-13]. Vzhledem k duleZitosti na-
lezu zarode¢né mutace pro predikci rizika
v rodiné a pro indikaci [é¢by s pouZitim
platinovych derivatli je vhodné rozsiteni
testovani TNBC v souvislosti s vyskytem
dalsiho nadoru prsu v rodiné, nador( ova-
ria, slinivky a agresivniho nddoru prostaty.

Testovani pomoci nové generace
sekvenovani

Jako hlavni metoda testovani heredi-
tarnich nddorovych syndrom( je v po-
slednich letech pouzivdna metoda ma-
sivniho paralelniho sekvenovani, ktera
umozniuje paralelni sekvenaci velkého
mnozstvi gentll a ziskani komplexni ge-
netické informace u jednoho pacienta.
Viechna pracovisté v CR musi pouzivat
k diagnostice dédi¢né nadorové pre-
dispozice NGS panel, ktery zahrnuje
$kalu minimalné 22 uréenych gend. La-
boratofe musi byt akreditovany Ces-
kym institutem pro akreditaci dle normy
ISO 15189, jinak nemohou testovani
v klinické genetice poskytovat. Uvedené
vysetfeni panelem je hodnoceno pojis-
tovnou jednotnou cenou. Cely postup
testovani, a predevsim hodnoceni dat se
vsak muze lisit dle pracovisté, které mo-
lekuldrné genetické testovani provadi.

Pracovisté mlze pouzivat panel gent,
které jsou specifické pro predpokladanou
diagndzu. Vétsinou je potom hodnocen
mensi panel genli a nemusi byt zjistény
méné pravdépodobné pficiny dédicné
dispozice, tzv. diskordantni ndlezy. Mize
byt prfehlédnuta neocekavang, ale velice
dilezitd skute¢nost, napf. jiné vzacné
dédi¢né syndromy.

Dalsi mozZnosti je vytvoreni komplex-
niho panelu (pan-cancer), ktery zahr-
nuje véechny dosud zndmé hereditarni
nadorové syndromy a u kazdého pa-
cienta umoznuje maximalni vyuziti dia-
gnostického potencidlu NGS metody.

Ve spolupracujicich pracovistich Vseo-
becné fakultni nemocnice v Praze, Ma-
sarykova onkologického Gstavu (MOU),
GENNET, Agel, Kliniky GHC, Pronatal, Fa-
kultni nemocnice Plzer a Fakultni nemoc-
nice Olomouc je uzivdn komplexni panel
CZECANCA (CZEch CAncer paNel for Cli-
nical Application) [14,15], ktery umoziuje
vysetfit v souc¢asné dobé viechny predis-
pozi¢ni geny pro zndmé dédi¢né nado-
rové syndromy, pro vzacné autozomalné
recesivni (AR) syndromy s rizikem nadort
v détském véku, geny regulujici buné¢ny
cyklus a opravy chyb v DNA, které mohou
byt potencialné dullezité jak pro prevenci,
tak v budoucnu predevsim pro lé¢bu pa-
cientl pomoci cilené écby (obr. 1).
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Graf 1. Absolutni pocet patogennich zarode¢nych mutaci u pozitivné testovanych pomoci sekvenovani nové generace s C50 nebo

vysokym rizikem C50 (celkem 175 mutaci).

Hodnocena jsou sekvena¢ni data pre-
devsim téch gend, které lékafsky gene-
tik ur¢i jako moznou pfi¢inu onemoc-
néni v rodiné. V rozsahu téchto gen( se
také provadi CNV analyza (analyza varia-
bility po¢tu kopii segment’ DNA), ktera
umoznuje zachytit i velké prestavby
genii (velké delece, inzerce). V MOU jsou
standardné hodnoceny i mutace v ge-
nech, které nejsou v seznamu genetikem
uréenych gend, a mdze tak byt zachycen
i neocekavany nadorovy syndrom. Tyto
diskordantni vysledky jsou mélo ¢asté,
nicméné mohou byt dilezité pro rodinu,
pro testovani pfibuznych a naslednou
prevenci. PfestoZe nékdy nelze s urcitosti
fici, zda je zjisténa patogenni/ pravdépo-
dobné patogenni mutace jednoznacné
pfi¢inou nddorového onemocnéni u pa-
cienta, mdze to ovlivnit jeho dalsi sledo-
vani a prediktivni testovani v rodiné.

Vysledky panelového testovani
nadord prsu v MOU

Geneticka testovani v MOU byla prova-
déna pomoci TruSight Cancer panelu
(Ilumina, 94 gent) a pozdéji NimbleGen
SeqCap EZ (Roche) panelu (CZECANCA,
226 genl). RozloZeni pozitivnich vy-
sledkl u Zen s nddory prsu nebo s rizi-
kem dédi¢né dispozice k nadorlim prsu
viz graf 1. Velka cast pacientek byla pred
rokem 2018 testovana standardnimi vy-
Setfovacimi metodami k testovani indi-
viduélnich gend (HRM, DHPLC, Sange-
rovo sekvenovéni a MLPA), tyto vysledky
zde nejsou uvedeny.

Z uvedenych 175 pozitivnich NGS vy-
sledkd vyplyva, Ze 46,8 % pozitivnich za-
chyt@ (82/175) tvoii mutace se zndmym
rizikem pro nadory prsu — BRCAT (29x),
BRCA2 (26x), PALB2 (8x), ATM (5x),
CHEK2 (7x), TP53 (Liliv-Fraumeniho syn-
drom 4x), PTEN (syndrom Cowdenové
2x), STK11 (Peutzliv-Jeghersiv syndrom
1x), v 8 pripadech (4,6 %) se jedna o geny
jinych nddorovych syndromt — VHL (von
Hippellv-Lindaudv syndrom 1x), RET
(MEN2 1x), SDHB (hereditérni paragan-
gliomy 1x), FH (hereditarni leiomyomy
a karcinomy ledvin 1x), PMS2 (Lynchlv
syndrom 1x), gen BRIP1 (riziko karci-
nomu ovarii 3x), u 85 pripadd (48,6 %)
byl nalez mutovanych recesivnich gent
a genl s nejasnym rizikem ke vzniku
nadoru prsu (napf. MRET1, NHEJ1, BLM,
HELQ, RECQL, MCPH, jiné mismatch re-
pair geny a dalsi) (graf 1).

Genetické hodnoceni rizika

a vyznamu pro klinickou praxi
Laboratorni zprava z vysetfeni pacienta
musi obsahovat zhodnoceni biologické
vyznamnosti zjisténych variant. U kaz-
dého pacienta je vétsinou zjisténo né-
kolik variant v rznych genech. Muze se
jednat o varianty klinicky nevyznamné,
varianty s nejasnym klinickym ua¢in-
kem, déle varianty pravdépodobné pa-
togenni (IARC class 4) a patogenni (IARC
class 5). Varianty pravdépodobné pa-
togenni a patogenni jsou hodnoceny
Iékafskym genetikem, jsou uréovéna
mozna klinickd rizika onemocnéni, je na-

vrhovan dalsi postup prevence a moz-
nost testovani zdravych pfibuznych.
Ostatni nejasné varianty (IARC class 1-3)
nejsou v soucasné dobé klinicky vyu-
Zitelné. Testovani hereditérnich nado-
rovych syndromi je vzdy provadéno
s genetickym poradenstvim pred a po
testovani.

Genetické poradenstvi by mélo

obsahovat

« nadvrh doporuceni preventivni péce
dle vysledku testovani a rodinné
anamnézy;

+ u vysoce rizikovych syndromd nadord
prsu edukovat o pfinosu profylaktické
mastektomie (risk redukujici mastek-
tomie - RRM) [16,17];

+ u vysokého rizika nador( ovarii edu-
kovat o vhodnosti profylaktické gyne-
kologické operace (risk redukujici sal-
pingo-oophorektomie — RRSO s nebo
bez hysterektomie) [18,19];

- u vysoce rizikovych syndromi pora-
denstvi o preimplantacni genetické
diagnostice [20,21];

- u pfenasect AR syndrom( je vhodné
poradenstvi pro riziko AR choroby pro
dalsi generaci
- mozné vysetieni partnera pred pla-

novanou graviditou - dle frekvence
v populaci, doporuceno pfi frekvenci
vyssinez 1:500 [22];

- u méné castého pfenasedlstvi je
vhodné nabidnout testovani part-
nera, pokud by v rodiné doslo k pfi-
buzenskému vztahu nebo pokud
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Tab. 1. Doporuceni preventivni péce a prediktivniho testovani u gend vysokého rizika pro karcinom prsu = 21 %.

Geny empirického rizika karcinomu prsu = 21 % u heterozygott (bez BRCA1/2)
Udaje o frekvenci heterozygotii v populaci [22]

Gen Riziko karcinomu prsu/ Riziko karcinomu  Jina doporuceni/PGD / predikce /
prevence ovaria / RRSO AR poradenstvi / testovani partnera
ATM [29,30] az 69 % missense mutace RRSO ne jina rizika — prevence dle RA (GIT, prostata)
gen pro AR Ataxia €.7271C>G/p.Val2424Gly - zvysena senzitivita k radiaci nebyla prokazéna
teleangiektasia dominantné negativni efekt poradenstvi - riziko AR syndromu u potomkd/
(1:100) az 40 % ostatni patogenni mutace testovani partnera ano, PGD pfi pozitivité
RRM dle situace a RA prediktivni testovani pfibuznych
CDH1 [31] lobulédrni karcinom pfedevéim/  neprokdzano dif. karcinom zaludku — gastroskopie/gastrektomie
hereditarni difuzni 39-52% PGD
karcinom Zaludku RRM dle situace a RA prediktivni testovani pribuznych
CHEK?2 [4,23,30] az 40 % patogenni varianty [22] RRSO ne jina rizika — dle RA, kolorektum?
RRM dle situace a RA prediktivni testovani pfibuznych
u missense variant jen UZ/MMG (ne u nizce rizikové mutace CHEK2 c.470T>C/
rocné p.lle157Thr - prevence jen u homozygott
adleRA)
NF1[32,33] az 30 %, vysoké riziko do 50 let neprokazano neurofibromy, neurinomy, gliomy, meningiomy,
neurofibromatéza véku, dale stfedni riziko GIST, sarkomy, neuroblastomy, leukemie aj.,
typ 1 30-50 let UZ nebo MMG/MRI celotélové MRI
> 50 let MMG ro¢né PGD
RRM dle situace a RA prediktivni testovani pfibuznych, i v détstvi
PALB2 [34] 40-60 % RRSO dle RA pankreas — EUS/MRI, prostata, mozné spektrum
gen pro AR-FANCN  RRM moznd karcinom jako u BRCA2
(<1:2000) prediktivni testovani pfibuznych
poradenstvi pro recesivni syndrom ne
PTEN [35] syndrom  25-50 % neprokazano kolorektum, stitnice, déloha, ledviny,
Cowdenové RRM mozna hysterektomie (28% melanomy aj.
riziko karcinomu PGD
délohy) po détech  prediktivni testovani ptibuznych
STK11[36] 45-50 % non epitelialni slinivka, kolorektum, zaludek, plic, ¢ipek, ovaria,
Peutzliv-Jeghersiv ~ RRM dle situace a RA RRSO testes
syndrom PGD
prediktivni testovani pfibuznych, i v détstvi
TP53[37,38] 50-90 % ? CNS, nadledviny, prsu, sarkomy, leukemie,
LiGv Fraumeniho RRM mozna melanomy, zaludek, kolorektum aj.
syndrom celotélové MRI

PGD

prediktivni testovani pfibuznych, i v détstvi

RRSO - risk redukujici salpingo-oophorektomie, PGD - preimplantaéni geneticka diagnostika, AR — autozomalné recesivni, RRM —
risk redukujici mastektomie, RA — rodinnd anamnéza, UZ - ultrazvukové vysetreni, MMG — mamografické vysetieni, MRl - magne-
ticka rezonance, GIT - gastrointestinalni soustava, GIST — gastrointestinalni stromalni tumor, EUS - endoskopicka ultrasonografie,

CNS - centrdlni nervova soustava

oba partnefi pochézeji z uzké geo-

grafické lokality; v téchto pfipa-

dech by bylo vhodné vysetieni part-

nera/partnerky na nosicstvi zjisténé

patogenni varianty; .
- kompletni testovani genu, v némz

byla zjisténa patogenni varianta —

je vhodné v pfipadé, Ze se v rodiné

partnera/partnerky jiz vyskytlo s nim
asociované AR onemocnéni, popf.
bylo vysloveno podezfeni na tuto
diagnézu;

u genl vysokého rizika nadora
a moznosti recesivniho syndromu
— BRCA2, BRIP1, PALB2, RAD51C - je
vhodné nabidnout moZnost testo-

vani partnera v pfipadé podezieni
na vyskyt syndromu v rodiné part-
nera dle rodinné anamnézy;

- rozhodnuti o moznosti a typu testo-
vani je vzdy individudlni dle genetic-
kého poradenstvi;

- navrh prediktivniho testovani zdra-

vych pfibuznych.
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Doporuceni pro primarni

a sekundarni prevenci u vzacnéjsich

genetickych pricin nador prsu

(modifikovano dle NCCN guidelines

2019, ESMO (European Society

for Medical Oncology) guidelines

2016) [4,7,23-26]

Geny vysokého rizika karcinomu

prsu ATM, CDH1, CHEK2, NF1, PALB2,

PTEN, STK11, TP53 (kumulativni riziko

nadoru prsu nad 20 %) [26] (tab. 1)

- sledovani prsou dle doporuceni -
MRI / ultrazvukové vysetieni (UZ) od
25-29 let, MRI / mamografické vyset-
feni (MMG) ve véku 30-65 let po 6 mé-
sicich, od 66 let UZ/MMG po 6 mési-
cich; event. zacit o 10 let dfive, nez je
nejc¢asnéjsi vyskyt v rodiné [25,26];

- u nosicek mutace v NF1 genu od 30 do
50 let MRI/UZ nebo MMG stfidat po
6 mésicich, od 50 let MMG 1krat ro¢né
(vysoké riziko predevsim do 50 let
véku);

- u genl TP53, PTEN, PALB2 doporu-
¢it RRM, u dalsich gent asociovanych
s vysokym rizikem (ATM, CDH1, CHEK2,
NF1 a STK11) zvazit RRM dle genealo-
gie, event. dalsich rizikovych faktor(;

+ po RRM ro¢ni kontroly prsou vhodnou
zobrazovaci metodou;

- uvedend doporuceni plati pro hete-
rozygoty mutaci;

- sledovani onkologem v ramci kom-
plexniho onkologického centra nebo
na jinych specializovanych pracovis-
tich s moznosti indikace MRI.

Geny stfredniho kumulativniho rizika
nadora prsu BARD1, BLM, BRIP1,
FANCA, FANCC, FANCM, MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2, EPCAM, MUTYH, NBN,
RAD51C, RAD51D, WRN (10-20 %)
[1,4,7,23,24,26,27] (tab. 2)

- UZ/MMG od 40-45 let po roce; UZ

zacit o 10 let dfive, nez je nejcasnéjsi

vyskyt v roding;

- pojistovny hradi pouze MMG od 45 let
ve 2letych intervalech. Dalsi doporu-
¢ena vysetieni hradi dle vyhlasky jen
v pfipadé, Ze je odhadované riziko na-
doru prsu celozZivotné vyssi nez 20 %.
Pokud je riziko nizsi, hradi si Zena vy-
Setieni jako samopléatkyné;

- rizika je nutné korigovat dle rizika ro-
dinné anamnézy (urci genetik); mu-
tace téchto gend mohou byt soucasti

polygenni etiologie; pokud je kumu-
lativni riziko nadord prsu dle rodinné
anamnézy vyssi nez 20 %, je nutné do-
porucit sledovani dle tohoto rizika;

- pokud je vysledny odhad rizika na-
dort prsu < 20 % kumulativniho rizika,
je mozné preventivni sledovani prsou
v ambulanci praktického Iékafe nebo
gynekologa, neni standardné doporu-
¢ovana MRI;

- uvedend doporuceni
heterozygoty;

- poradenstvi pro recesivni syndrom
v indikovanych pfipadech [22];

- u daldich gend pro AR syndromy a jiné
zavazné dédi¢né nadorové syndromy
doporucujeme sledovani pro nadory
prsu dle rodinné anamnézy a dostup-
nych publikovanych udajt.

plati pro

Diskuze

Pti genetickém testovani pomoci NGS
s pouzitim panelll vice genll je mozné
mnohem efektivnéji zachytit rizikovou
mutaci u geneticky heterogennich dé-
di¢nych nadorovych onemocnéni. NGS
zachyti i vzacné kombinace nélezd, kdy
se u pacientky vyskytuji mutace jak
v genu BRCAT, tak i v genu BRCA2, nebo
se jednd o kombinace mutaci BRCA genl
s jinymi geny nadorovych syndromdu.
Tito sloZeni heterozygoti se nachéazeji
vzacné, ale jejich diagnostika je dilezita
pro testovani pfibuznych v rodiné i pla-
novani dalsi preventivni péce.

Vysetieni mlze zachytit kombinace
mutaci v méné rizikovych genech nebo
v syndromech, které nejsou klinicky
predpokladané.

NGS posouva diagnostiku nadoro-
vych syndrom do mnohem senzitiv-
néjsi urovné, umoznuje genetické tes-
tovani i u méné zndmych genut a klade
tak velky ddraz na genetické poraden-
stvi s vysvétlenim rizik a mozné preven-
tivni péce. Biologicka a klinicka interpre-
tace vysledk( genetického testovani je
velice dllezita a méla by probihat v sou-
¢innosti molekuldrnich a lékafskych
genetikd.

Genetické poradenstvi je nezbytné jak
pfed testovanim, tak také k vysvétleni
vysledkl a praktického dopadu testo-
vani. Doporuceni dalSiho preventivniho
sledovani by mélo byt soucasti zéve-
re¢né genetické zpravy. Tato doporuceni

by méla vychéazet ze zndmych a publiko-
vanych empirickych rizik mutaci v nale-
zenych genech, ale musi zohlednit i ri-
ziko rodinné anamnézy. U méné castych
a méné rizikovych gen( neni ¢asto dost
dukazl pro presnéjsi ur¢eni mozného
nddorova rizika a je vhodné upozornit
na rizika nadorl prostiednictvim one-
mocnéni u blizkych ptibuznych. Obecné
je mozné doporucit zacatek preven-
tivniho sledovani 10 let pfed vyskytem
onemocnéni u pfibuzného.

Prace s NGS panely a analyza vysledkd
se muze lisit dle pracovisté, coz maze
ovliviiovat senzitivitu testovani. V MOU
a v nékolika dalsich centrech pouzivdme
panel s 226 geny pro viechny vyznamné
nddorové syndromy a dale s geny po-
tencidlniho nddorového rizika. Labora-
tof MOU hodnoti jak nélezy ve vysoce
rizikovych genech, tak i v téch méné ri-
zikovych, v celém spektru gend dostup-
nych na panelu. Zachycujeme tedy i na-
lezy v neocekdvanych a méné rizikovych
genech. Na jinych pracovistich analy-
zuji pouze geny, které byly indikovany
IékaFskym genetikem.

Pro vysoce rizikové geny BRCAT a BRCA2
jiz byla publikovdna doporuceni pro
preventivni péci [25,28]. Navrhujeme
mozna doporuceni preventivni péce pro
daldi geny, které maji vliv na riziko na-
doru prsu a vaje¢nikd. Doporuceni pro
jiné vzacné nadorové syndromy jiz byla
publikovana dfive.

Preventivni chirurgické zakroky, profy-
laktickd mastektomie a profylaktickd ad-
nexektomie (event. s hysterektomif) jsou
dulezitou soucasti primarni prevence.
Rozhodovani o téchto operacich je pro
Zenu vzdy velice slozité. Kazdy pfipad je
nutné hodnotit pfisné individualné.

Zaver

Molekularné genetické testovani se vy-
viji rychle jak v oblasti dédi¢nych one-
mocnéni, tak v oblasti testovani tumoru
a zjistovani prediktivnich faktorl pro
[écbu. Jak molekuldrni, tak lékaisti ge-
netici se uci interpretovat rGznorodé vy-
sledky testovani a pouzit je v praxi ve
prospéch prevence nadord u testova-
nych osob. Doporuceni preventivnich
opatreni se budou déle vyvijet dle roz-
Sifovani znalosti o riziku onemocnéni
u vzacnych gend.
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Tab. 2. Doporuceni preventivni péce a prediktivniho testovani u gent stfedniho rizika pro karcinom prsu < 20 %.

Geny empirického rizika karcinomu prsu < 20 % pro heterozygoty

Udaje o frekvenci heterozygotii v populaci [22]

Gen

BARD1

BLM - gen pro AR
BloomUyv syndrom
(1:1800)

BRIP1
gen pro AR syndrom
FANCJ (1:1 300)

FANCA (1 : 235)
FANCC (1 : 500)
FANCM (< 1:2000)
(AR geny pro
Fanconiho anémii)

MLHT, MSH2, MSH6,
PMS2 a EPCAM -
Lynchliv syndrom
[39]

MUTYH (AR syndrom
mnohocetné
polypozy)
(1:70-100) [40]

NBN

gen pro AR syndrom
Nijmegen Breakage
(1:150)

RAD51C

gen pro AR
Fanconiho anémii
typ O

(<1:2000)

RAD51D

WRN

gen pro AR Werner(v
syndrom
(1:300-500)

Riziko karcinomu prsu/

prevence

10-20 % / UZ/MMG

10-20 % / UZ/MMG

10-20 % / UZ/MMG

10-20 % / UZ/MMG

10-20 % / UZ/MMG

10-20 % / UZ/MMG

10-20 % / UZ/MMG

(nejcastéjsi slovanska mutace

c.657del5)

10-20 % / UZ/MMG

10-20 % / UZ/MMG

10-20 % / UZ/MMG

Riziko karcinomu
ovaria/RRSO

?

Ov 8-11x
RRSO 45-50 let
nebo dle RA

Ov 5x

RRSO

a hysterektomie
do 40 let

?

ne

Ov 6x
RRSO 45-50 let
nebo dle RA

Ov 8-11x
RRSO 45-50 let
nebo dle RA

Predikce / rizika jinych nadoru /
doporuceni

prediktivni testovani pfibuznych
rizika dle RA

prediktivni testovani pfibuznych

rizika dle RA, kolorektum?

poradenstvi - riziko AR syndromu u potomk /
testovani partnera ano

- jedna mutace c.1642C>T/p.GIn548Ter
(slovanskad), PGD pfi pozitivité

prediktivni testovani pfibuznych

rizika dle RA

poradenstvi pro recesivni syndrom ne /
jendle RA

prediktivni testovani pfibuznych

rizika dle RA (FANCC - slinivka?)

poradenstvi — AR syndromu u potomkd,
testovani partnera jen u FANCA a FANCC, PGD
pfi pozitivité

prediktivni testovani pfibuznych

kolorektum, zaludek, kozni, déloha, ovarium aj.
PGD

prediktivni testovani pfibuznych -

u heterozygotl kolonoskopie po 3-5 letech
(u polypdzy — dotestovani dvou nejcastéjsich
mutaci ¢.536A>G, c.1187G>A), u homozygotQ
jako u Lynchova syndromu

prediktivni testovani pfibuznych

rizika dle RA

poradenstvi - riziko AR syndromu u potomk
/ testovani partnera - tfi mutace c.657del5,
€.643C>T, c.511A>G, PGD pii pozitivité
moznd zvysena citlivost k ioniza¢nimu zéareni

prediktivni testovani pfibuznych
rizika dle RA
poradenstvi - riziko AR syndromu — ne / dle RA

prediktivni testovani pfibuznych
rizika dle RA

prediktivni testovani pfibuznych

rizika dle RA, kozni

poradenstvi — AR syndromu u potomkii /
testovani partnera ano (mutace c.1105C>T),
PGD pfi pozitivité

RRM - risk redukujici mastektomie, RRSO - risk redukujici salpingo-oophorektomie, UZ — ultrazvukové vysetfeni, MMG — mamo-
grafické vysetieni, RA - rodinnd anamnéza, AR — autozomalné recesivni, PGD - preimplantacni geneticka diagnostika
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PREHLED

Rizika solidnich nadorU u heterozygotnich

prenasecu recesivnich syndromu

Risks of Solid Tumors in Heterozygous Carriers of Recessive

Syndromes

Koudova M., Puchmajerova A.

Centrum lékarské genetiky a reprodukéni mediciny GENNET, Praha

Souhrn

Rozsifené panelové testovani dédi¢nych nadorovych dispozic metodou masivné paralelniho sek-
venovani vede k nalezu heterozygotnich patogennich variant v genech pro autozomalné recesivné
dédicné nadorové syndromy. Ke stanoveni miry rizika rozvoje solidnich nador( a vhodné dispenza-
rizace pro heterozygoty nejsou u vétsiny téchto gen(l v soucasnosti k dispozici klinicka guidelines
ani neni definovan postup pro dalsi genetické vysetieni v rodiné a u jejich partnerd. Nasim cilem
bylo na zakladé soucasnych poznatkl vytvorit ,ceské guidelines” pro tyto pripady. V predkladané
praci uvadime prehled vybranych gentll pro autozomalné recesivné dédi¢né nadorové syndromy,
rozdéleny do dvou skupin - geny pro Fanconiho anémii a geny pro ostatni autozomalné recesivné
dédicné nadorové syndromy. V kazdé ¢asti je vytvoiena souhrnnd tabulka, ktera obsahuje frekvenci
heterozygotl mutace daného genu v populaci, riziko nddorl u heterozygotd a névrh dispenzarizace
a doporuceni pro predikce v rodiné a ke genetickému vysetieni partnerd heterozygotd. Prediktivni
vysetfeni je vhodné provadét tam, kde je u heterozygotli zvysené riziko nadorovych onemocnéni
a/nebo je predpoklad dalsi reprodukce a vyssi frekvence heterozygotl v populaci, tedy i zvyseného
rizika autozomalné recesivniho syndromu pro déti nosi¢ce mutace. Uvedené navrhy a doporuceni
vychazeji ze soucasnych poznatkl a v budoucnosti je bude potieba dale korigovat dle pfibyvajicich
znalosti o stavajicich nebo dalsich, dosud neprozkoumanych, genech.

Klicova slova
dédi¢né nadorové syndromy — autozomalné recesivni dédic¢nost - heterozygot — mutace - ri-
ziko nadord - prediktivni testovani

Summary

Expanded gene panel testing for hereditary cancer predispositions using massive parallel sequenc-
ing can identify heterozygous pathogenic variants of genes that cause autosomal recessive inheri-
ted cancer syndromes. There are no clinical guidelines regarding assessment of the risk of develop-
ing solid tumors or for developing appropriate surveillance strategies for heterozygotes for most
of these genes, nor is there delineation with respect to the management for genetic testing of
relatives and partners. Based on current knowledge, our aim was to create “Czech guidelines” for
these cases. Here, we present an overview of the selected genes for autosomal recessive inherited
tumor syndromes. The genes were divided into two groups: genes causing Fanconi anemia and
genes causing other autosomal recessive inherited tumor syndromes. A summary table was crea-
ted for each group. The table shows the population frequency of heterozygotes, the cancer risk for
heterozygotes, the proposed surveillance strategy, and recommendations for family prediction and
genetic testing of partners. Predictive testing should be performed in the case of heterozygotes
that have an increased risk of cancer and/or as prerequisite to further reproduction of heterozygo-
tes for a given gene with significant population frequency (this allows an estimation of the risk of
autosomal recessive syndrome for children of heterozygote for mutation). These suggestions and
recommendations are based on current knowledge and would need to be further corrected in the
future based on increasing knowledge of existing or as-yet-unidentified genes.

Key words
hereditary cancer syndromes - autozomal recessive inheritance — heterozygote — mutation —
risk of cancer - predictive testing
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Uvod

Hereditarni nddorové syndromy pfed-
stavuji okolo 3 % vsech nadorovych one-
mocnéni a jsou zpUsobeny vrozenymi
nebo de novo vzniklymi zarode¢nymi
mutacemi v predisponujicich, vysoce pe-
netrantnich genech. Vysetfovani germi-
nalnich nadorovych dispozic je v sou-
casnosti provadéno metodou masivné
paralelniho sekvenovani (next genera-
tion sequencing - NGS) a je cileno na
celé skupiny gend, které mohou byt aso-
ciovany s rizikem rozvoje nadorového
onemocnéni, tzv. NGS onkopanely [1].
Vétsina genetickych pracovist v CR vyu-
zivd onkopanel CZECANCA (CZEch CAn-
cer paNel for Clinical Application) vy-
vinuty Kleiblem et al (Ustav biochemie
a experimentalni onkologie, 1. LF UK
v Praze) [2], ktery zahrnuje targetové sek-
venovani 226 gent pro klinické a/nebo
vyzkumné ucely. Pro komplexni vyset-
feni genl je kromé detekce jednonuk-
leotidovych polymorfizmu a kratkych in-
delli nutné vyhodnotit i vétsi prestavby
genu nebo jednotlivych exond, tzv. va-
riabilitu v poctu kopii (copy number va-
riations — CNV). Detekce CNV je stan-
dardné provadéna pomoci analyzy MLPA
(multiplex ligation-dependent probe
amplification) s vyuZzitim komercnich
kith pro jednotlivé geny [3]. S rozvojem
bioinformatické analyzy je vyhodnoceni
CNV mozné také na zakladé principu
normalizace vzorkli amplikonového sek-
venovani panelu z hlediska hloubky sek-
venovani a vypoctu multifaktorialnich
dat pro jednotlivé amplikony, jako napf.
ONCOCNYV [4] nebo CNVEkit [5]. Hodno-
ceni klinického vyznamu nalezenych va-
riant podléhd kodifikovanym pravidldm
dle ACMG [6], ENIGMA [7] a Sherloc [8].
Od ledna 2018 je minimalni pocet re-
portovanych gen( v souvislosti s Uhra-
dou genetického laboratorniho vyset-
feni ze zdravotniho pojisténi pacienta CR
v rdmci tzv. Stratifikace vykon( odbor-
nosti 816 (Laboratofr Iékafské genetiky)
definovan bali¢ckovym vykonem 94981 -
Hereditarni nadorové syndromy (NGS do
100 gen(). Vykazani a thrada tohoto vy-
konu ze zdravotniho pojisténi je podmi-
néna kompletnim NGS vysetfenim v¢.
CNV pifedem definovanych 22 gend -
ATM, APC, BARD1, BRCAT, BRCA2, BRIP1,
CDH1, CHEK2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6,

MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, PTEN, RAD50,
RAD51C, RAD51D, STK11, TP53 [9]. Tento
vykon Ize vykazat pouze jednou za zivot
pojisténce, ale vybrané geny nepokryvaji
veskeré potieby klinické praxe, nebot
nezahrnuji viechny klinicky vyznamné
geny, jejichz vysetifeni mlize byt v indiko-
vanych pfipadech klinickym genetikem
pozadovano. Za optimalni postup pro
genetické laboratore se proto v pfipadé
panelového sekvenovani u pacienta do-
porucuje reportovat viechny zjisténé kli-
nicky vyznamné varianty class 4-5, tj. va-
rianty suspektné patogenni a patogenni
(dale v ¢lanku oznacené jako mutace)
u vsech klinicky vyznamnych gentl da-
ného onkopanelu. Laboratof by méla ve
svych standardnich operac¢nich postu-
pech a na vysledné laboratorni zpravé
vzdy definovat seznam aktualné hod-
nocenych a reportovanych gent. Ten by
mél byt pravidelné aktualizovan a po-
stupné rozsifovan tak, jak budou k dispo-
zici novd publikovana guidelines a infor-
mace o klinickém vyznamu dalsich gent
v asociaci s rizikem rozvoje nadord.

S rozsifenym panelovym NGS testova-
nim souvisi i vy$si zachyt tzv. neocekdva-
nych nélez(, tj. ndlezu patogennich va-
riant v genech, které nemusi byt vzdy
spojeny s danym nadorovym onemoc-
nénim vyskytujicim se u pacienta nebo
vjehoroding, ale jsou dilezité z hlediska
stanoveni predispozice k jinym nadorlm
u pacienta nebo pro primarni prevenci
dédi¢ného nadorového onemocnéni
dale v rodiné. Mezi né patii i prokazané
heterozygotni mutace v genech pro au-
tozomalné recesivné (AR) dédi¢né nado-
rové syndromy. Tyto geny patfi do sku-
pin gent vétdinou se stfedni az nizkou
penetranci (za arbitrarné stanovenou
hranici se pro geny s nizkou penetranci
povazuje relativni riziko ~2 a pro geny
se stfedni penetranci se relativni riziko
vyskytuje v intervalu 2-5 [10]) a jejich
mutace jsou v populaci relativné ¢asté
(1-30 %), na rozdil od mutaci vysoce pe-
netrantnich gen(i (~0,1-0,01 %). | kdyz se
tyto geny vyznacuji klinicky méné zavaz-
nym ovlivnénim rizika onemocnéni, je-
jich vysoka alelicka frekvence umoznuje
kooperativni Uc¢inek nizko ¢i stfedné pe-
netrantnich alel, a tim mohou byt pfi-
¢inou zvyseného vyskytu nddorového
onemocnéni v rodinach [9]. Ke stano-

veni miry rizika rozvoje solidnich nador(
adoporucenisledovani heterozygotnich
nosi¢d mutaci nejsou u vétsiny téchto
genl v soucasnosti k dispozici klinicka
guidelines a neni jasné definovan po-
stup vysetfovani dalsich pokrevnich pfi-
buznych a partner( k zajisténi primarni
prevence AR dédi¢ného onemocnéni
u déti pacienta a v jeho rodiné. Cilem
tohoto ¢lanku je proto vytvofit ,Ceské
guidelines” pro tyto pfipady s ohledem
na jejich cetnost, abychom poskyto-
vali témto pacientlim a jejich rodinam
na vsech genetickych pracovistich opti-
malni a srovnatelnou péci.

Autozomalné recesivné dédicné
nadorové syndromy

AR dédi¢né nadorové syndromy jsou
zpUsobeny bialelickymi mutacemi gent
kédujicich enzymy zajistujici reparaci
DNA. Dlsledkem poruchy téchto repa-
racnich procesU je hypersenzitivita k ur-
¢itym genotoxickym agens a naruseni
strukturni integrity chromozomd, proto
hovofime o tzv. syndromech chromo-
zomalni nestability. V pfedkladané praci
uvadime prehled vybranych genl pro
AR dédi¢né nddorové syndromy rozdé-
leny do dvou skupin — geny pro Fanco-
niho anémii a geny pro ostatni AR dé-
di¢né nadorové syndromy. V kazdé casti
je vytvofena jedna souhrnnd tabulka,
kterd je pak doplnéna podrobnéjsimi
informacemi v textu. V tabulce je k da-
nému genu uvedena frekvence hete-
rozygotd v populaci, riziko nddorl u he-
terozygott, doporuceni dispenzarizace,
predikce v rodiné a vysetieni partnera.

Fanconiho anémie

Fanconiho anémie (FA) je heterogenni
onemocnéni, v soucasné dobé je po-
psano az 22 gend(, které jsou za toto
onemocnéni zodpovédné. Podle muto-
vaného genu je pacient zafazen do pfi-
slusné komplementacni skupiny [11,12].
Dédic¢nost je AR, v dusledku bialelické
mutace pfislusného genu. Vyjimkou je
autozomalné dominantni dédi¢na FA-R
v dUsledku heterozygotni mutace genu
RAD51 a gonozomalné recesivni dé-
di¢na FA-B v dUsledku hemizygotni mu-
tace genu FANCB. Frekvence prenasect
FA v populaci je uvddéna cca 1z 181. In-
cidence FA v populaci je uvadéna cca
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Tab. 1. Komplementacni skupiny Fanconiho anémie, jejich geny, riziko nadorovych onemocnéni u heterozygotd, frekvence he-

terozygotu v populaci.

KS Gen % FA

FA-A FANCA 60-70 %

FA-B FANCB cca2 %

FA-C FANCC cca 14 %
FA-D1  BRCA2 cca3%
FA-D2 FANCD2 cca3%

FA-E FANCE cca3 %

FA-F FANCF cca2%

FA-G XRCC9 cca10 %

FA-I FANCI ccal%

FA-J BRIP1 cca2%

FA-L PHF9  sporadické pfipady
FA-M  FANCM  sporadické pfipady
FA-N PALB2  sporadické pfipady
FA-O  RAD51C  sporadické pripady
FA-P SLX4 sporadické pfipady
FA-Q ERCC4  sporadické pfipady
FA-R RAD51  sporadické pfipady
FA-S BRCAT  tfi popsané pFipady
FA-T UBE2T  sporadické piipady
FA-U XRCC2  sporadické pripady
FA-V  MAD2L2 sporadické pfipady
FA-W  RFWD3  sporadické pripady

Riziko nadort Dédicnost
FA
stiedni riziko ca prsu AR
nepopsano X-linked
stiedni riziko ca prsu, AR
risk faktor ca pankreatu
popsany syndrom hereditarni AR
nadorové predispozice (HBOC)
risk faktor pro nadory AR
nepopsano AR
nepopsano AR
risk faktor ca pankreatu AR
risk faktor pro nadory AR
ca ovaria, susp. ca prsu AR
nepopsano AR
stiedni riziko ca prsu AR
ca prsu, pankreatu, ovaria, AR
prostaty
ca ovaria, susp. ca prsu AR
nepopsano AR
nepopsano AR
leukemie AD
popsany syndrom hereditarni AR
nadorové predispozice (HBOC)
nepopsano AR
susp. ca prsu AR
nepopsano AR
nepopsano AR

Frekvence o jikce Vysetieni
heterozygotu s
vrodiné  partnera
- populace
1:235 ano ano
ne ne
1:500 ano ano
1:1000 ano ne
1:1000 ne S
1:1000 ne ne
1:1300 ne S
1:550 ne ne
1:1800 ne S
1:1300 ano ne
<1:2000 ne s
<1:2000 ano ne
<1:2000 ano ne
<1:2000 ano ne
<1:2000 ne s
<1:2000 ne ne
<1:2000 ano ne
1:600 ano ne
<1:2000 ne e
<1:2000 ne ne
<1:2000 ne S
<1:2000 ne ne

KS - komplementacni skupina FA, FA - Fanconiho anémie, ca — karcinom, susp. — suspektni, HBOC - hereditarni karcinom prsu
a vajecnikl, AR — autozomalné recesivni, AD — autozomalné dominantni, X-linked — dédi¢nost vazana na chromozom X

1z 130 000. Nejvice pacientl (60-70 %)
je zafazeno do komplementacni skupiny
FA-A v dlsledku mutace genu FANCA,
frekvence prenasecl je cca 1z 235.FA je
charakterizovana typickymi klinickymi
projevy, jako je maly vzrist, mikrocefalie,
skeletalni anomalie, abnormalni kozni
pigmentace, opozdéni vyvoje, vrozené
srde¢ni vady, vrozené vady ledvin, u né-
kterych typl FA i vrozené vady mozku.
V prvni dekddé Zivota se manifestuje
pancytopenii, kterd vede k selhdni kostni
dfené. Pacienti s FA maji zvysené riziko

hematologickych malignit a solidnich
tumord. Pro komplementacni skupinu
D1 neni typickym projevem na rozdil od
ostatnich skupin selhdvani kostni dfené,
ale ¢asné se manifestujici leukemie
a specifické solidni tumory, nej¢astéji
meduloblastom a Wilmsav tumor ledvin.
Etiologicky vznika v dlsledku bialelické
mutace genu BRCA2 [13,14]. Pro kom-
plementacni skupinu FA-S jsou typické
i facialni stigmatizace, vysoké riziko na-
dor0, predevsim karcinomu prsu a va-
je¢nika. Etiologicky je zodpovédna bia-

lelickd mutace genu BRCAT, kterd byva
vétSinou letélni, a dosud byly popsany
jen ojedinélé pfipady [15,16]. U nékte-
rych typl FA je zvy3ené riziko nadoro-
vych onemocnéni i u heterozygotl mu-
tace prislusného genu (tab. 1). Frekvence
heterozygott mutace jednotlivych gent
v populaci uvedend v tabulce je pfi-
bliznd a je stanovena podle uddvané
frekvence FA v populaci 1z 130 000 a je
vypoctena podle odhadovaného zastou-
peni jednotlivych komplementacnich
skupin FA.
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Nadorovd onemocnéni u nosi¢t mu-
tace genl BRCAT a BRCA2 a doporu-
¢end preventivni opatfeni jsou popsana
v ¢lanku Foretové et al [17].

U nosic¢ek mutace genu BRIP1 (BRCAT
interaction protein C-terminal helicase
1 gene) je podle NCCN (National Com-
prehensive Cancer Network) guidelines
zvy$ené riziko karcinomU ovaria stej-
ného histologického typu jako u nosicek
mutace BRCA gen( [18-20]. Celozivotni
riziko (do 80 let véku) je uvadéno okolo
6 %. Jako preventivni opatfeni je uva-
déna preventivni adnexektomie, kterd
by méla byt provedena ve 45-50 le-
tech Zivota. V pfipadé vyskytu karci-
nomu ovaria v rodiné v mladsim véku
se tato preventivni operace doporu-
¢uje i v mladsim véku. Souvislost mutaci
genu BRIP1 se zvysenym rizikem karci-
nomu prsu nebyla jednoznacné proka-
zana, i kdyzZ je v nékterych publikacich
moznd souvislost uvadéna v¢. databézi
OMIM a ClinVar [21-23].

Gen PALB2 (partner a localizator of
BRCA2) je tumor supresorovy gen kédu-
jici PALB2 protein, jehoZ funkci je vazat
a stabilizovat BRCA2 protein. Patfi mezi
stfedné penetrantni geny vyssiho rfadu
pro dédi¢nou predispozici ke vzniku kar-
cinomu prsu. U nosicek mutace genu
PALB2 je vyrazné zvy3ené riziko vzniku
karcinomu prsu, a to 2-6krat oproti
bézné populaci - pro Zeny ve véku 70 let
se celozivotni kumulativni riziko kar-
cinomu prsu pohybuje od 33 % (v pfi-
padé negativni rodinné anamnézy) az
po 58 % (v pfipadé dvou a vice pokrev-
nich pfibuznych s karcinomem prsu).
Mirné zvysené je také riziko vzniku dal-
sich nddord, predevsim pankreatu, ova-
ria (u Zen) a prostaty (u muz().

S ohledem na funkéni blizkost
PALB2 s BRCA2 a podobné spektrum
nadorové dispozice u nosi¢d mutaci
v téchto genech maji byt nosicky pato-
gennich mutaci genu PALB2 zafazeny
do sledovacich programd, stejné jako
nosicky mutaci v genu BRCA2 a v pfi-
padé vysoké rodinné zatéze, kdy pa-
togenni mutace segreguje s nadoro-
vym onemocnénim, i v¢. doporuceni
preventivnich chirurgickych zékrokd
(preventivni adnexektomie a mastek-
tomie) [18,19,22,24,25]. Asociace se zvy-
Senym rizikem karcinomu ovaria ne-

byla sice zatim u nosicek mutace genu
PALB2 jednoznacné prokazana, presto je
vhodné tuto preventivni operaci dopo-
rucit minimalné v téch rodinach, kde se
karcinom ovaria vyskytuje.

Nosi¢ky mutaci v genu RAD51C maiji
zvysené riziko karcinomu ovarii - celo-
zivotni riziko je udavano 5-10 %, vyssi
riziko karcinomu prsu u nosicek mu-
tace genu RAD51C nebylo zatim jedno-
znacné prokazano, i kdyz mutace genu
RAD51C byly popséany i v rodinach s kar-
cinomem prsu. Literatura neudava do-
porucené sledovani pro nosi¢ky mutace
v tomto genu, plan preventivniho sledo-
vani pro nosi¢ky mutace genu RAD51C
se stanovuje predevsim podle empiric-
kych rizik nddorovych onemocnéni sta-
novenych na zékladé anamnestickych
udajud v rodiné. Sledovani na mamologii
je unosicek mutace genu RAD57C dopo-
ru¢ovano, stejné jako u zen se stfednim
rizikem karcinomu prsu, pokud z genea-
logie nevyplyva empirické riziko kar-
cinomu prsu vys$si. U nosi¢ek mutace
genu RAD51C by ale méla byt zvazena
preventivni adnexektomie ve 45-50 le-
tech (event. dfive, vék posuzovat podle
nejc¢asnéjsiho vyskytu karcinomu ovaria
v rodiné, podobné jako u nosi¢ek mu-
tace genu BRIP1) [18,20,22,23].

Gen XRCC2 se ucastni v ramci 4dilného
komplexu (RAD51B, RAD51C, RAD51D,
XRCC2) opravy deoxyribonukleové ky-
seliny (DNA) - dvojvlaknovych zlom0
homologni rekombinaci — a je jednim
z gen, které ziejmé zvysuji riziko kar-
cinomu prsu. Asociace mutaci tohoto
genu s timto naddorovym onemocné-
nim a jinymi nddory zatim ale neni zcela
jasnd a bude v budoucnosti predmétem
dalsich studii. Literatura neudava dopo-
ru¢ené sledovani pro nosi¢cky mutace
v tomto genu, plan preventivniho sledo-
vani pro nosi¢ky mutace genu XRCC2 se
stanovuje predevsim podle empirickych
rizik nddorovych onemocnéni stanove-
nych na zakladé anamnestickych udaju
v rodiné.

V nékterych dostupnych publikacich
byl popsan vyssi zachyt mutace genu
FANCA, FANCC, FANCD2, XRCC2, FANCI,
FANCM u pacientl s nadorovym one-
mocnénim, predevsim s karcinomem
prsu a pankreatu ve srovnani s neselek-
tovanou populaci. Stfedni riziko karci-

nomu prsu je uvadéno u nosicek hete-
rozygotni mutace gent FANCA, FANCC
a FANCM [26-28]. Heterozygotni nosic-
stvi mutace gend FANCC a XRCC9 [27,29]
je ziejmé rizikovym faktorem pro kar-
cinom pankreatu. U heterozygotnich
nosi¢l mutace genl FANCD2 a FANCI
je uvadéno obecné vyssi riziko nado-
rovych onemocnéni, zatim neni blize
specifikovano [30]. Literatura neudava
doporuceni ohledné preventivniho sle-
dovani u nosic/ek mutace v téchto ge-
nech v heterozygotnim stavu. V pfipadé
nosic¢stvi mutace gend FANCA, FANCC,
FANCM je vhodné Zeny sledovat po-
dobné jako Zeny se stfednim rizikem kar-
cinomu prsu, pokud z genealogie nevy-
plyva riziko vyssi. Preventivni opatieni
z ddvodu rizik dalsich nadorovych one-
mocnéni je vhodné urcit podle rizik ply-
noucich z rodinné anamnézy.

U ostatnich gend, které jsou popiso-
vany v souvislosti s AR dédi¢nou FA, ne-
bylo zvy3ené riziko nadorovych one-
mocnéni pro jejich nosice heterozygotni
mutace popsano.

Prediktivni vy3etieni ¢lenG rodiny je
vhodné tam, kde je u nosicl heterozy-
gotni mutace zvysené riziko nadorovych
onemocnéni a/nebo kde je predpoklad
dalsi reprodukce a frekvence heterozy-
gotd v populaci vyssi nez 1/500 (0,2 %),
nebot v takovém pripadé nosi¢iim mu-
tace doporucujeme i vysetfeni partnera.
Vysetieni partnera by mélo zahrnovat
vysetieni celého genu. U genU s frek-
venci heterozygotl v populaci méné
nez 1/500 je rezidudlni riziko AR dédi¢-
ného onemocnéni méné nez 1/2 000,
tj. 0,05 %. Nase zavéry a doporuceni shr-
nuje tab. 1.

Geny pro ostatni AR dédi¢né
nadorové syndromy

NBN

Gen NBN (NBS1; OMIM*602667) kéduje
protein nibrin. Nibrin je spolu s proteiny
MRE11/RAD50 soucasti heterotrimer-
niho MRN komplexu, ktery ma zakladni
ulohu v reparaci dvouretézcovych zlom(
a procesech rekonfigurace imunitnich
gen(, telomer a meiotické rekombinace.
Bialelické mutace v genu NBN zpUsobuiji
AR onemocnéni Nijmegen Breakage
Syndrom (NBS, OMIM*251260) charak-
terizovany mikrocefalii, ristovou retar-
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daci, imunodeficienci, hypersenzitivitou
na ionizujici zareni a zvysenym rizikem
vzniku lymfoidnich malignit [31]. Vét-
$ina NBS pacient(i pochazi z vychodni
Evropy a je homozygotni pro mutaci
c.657_661del (dFivéjsi ndzev c.657del5,
p.Lys219Asnfs*16, rs587776650), ktera
vede ke vzniku dvou trunkacnich frag-
mentl p26- and p70 nibrinu. Vysoka
frekvence heterozygotnich nosi¢l této
mutace (1/130-1/177) byla popsana
u slovanské populace v Polsku, Ceské re-
publice, Slovensku, Ukrajiné a Némecku,
zvlasté pak mezi pacienty s onkologic-
kym onemocnénim [31,32]. V literatute
je u nosicl této mutace opakované po-
psano zvysené riziko rozvoje nadord (OR
2,79), predevsim karcinomu prsu (OR
2,51), prostaty (OR 5,87) a lymfomu (OR
2,93) [33]. V publikované ¢eské studii se
ale vyskyt této mutace u pacientek s kar-
cinomem prsu nelisil od vyskytu v kont-
rolni populaci [34]. Déle byly v genu NBN
ve zvysené frekvenci prokdzany dvé mis-
sense mutace. Mutace c.643C>T (p.Ar-
g215Trp, rs34767364) je uvadéna v da-
tabazi ClinVar jako patogenni ve vztahu
k NBS a dle metaanalytickych studii
v heterozygotnim stavu statisticky vy-
znamné nezvysSuje riziko karcinomu
prsu, ale mlze zvySovat riziko jinych na-
dord (OR 1,77) [33]. Misto mutace je loka-
lizovano mezi dvéma BRCT (C-terminalni
doména proteinu BRCA1) doménami
a poskozuje jejich orientaci, tim je po
indukci poskozeni DNA znemoZnéna
vazba histonu y-H2AX, coz vede ke zpoz-
déni v reparaci dvouretézcovych zloml
DNA (double strand break) [35]. Mu-
tace ¢.511A>G (p.lle171Val, rs61754966)
genu NBN zménou struktury proteinu
vede k poskozeni jedné z N-terminal-
nich BRCT domén, coz narusi interakci
s dal$imi proteiny DNA reparace a bu-
nécné regulace. Mutace byla popsana
u slovanskych pacient(i s NBS. Dle meta-
analyz je u nosic¢l této mutace zvysené
riziko rozvoje nadort (OR 3,93), prede-
vsim lymfomu (OR 25,98) [36], ale jednd
se 0 mutaci s vysokou ¢etnosti v evrop-
ské populaci — 0,2 % (ExAC). Ve vztahu
k nddorovym onemocnénim bychom
za rizikovou alelu s mirnou az stfedni
penetranci mohli povazovat mutaci
c.657del5, ostatni dvé mutace c.643C>T
a ¢.511A>G bychom ve vztahu k nado-

ram v soucasnosti méli hodnotit spise
jako risk faktory a dat doporuceni ke
sledovani dle empirického rizika vy-
plyvajiciho z rodinné anamnézy. Kon-
krétni plan sledovani pro nosi¢e mutace
c.657del5 NBN genu literatura neuvadi.

Pro zeny plati doporuceni jako u Zen se

stredné zvySenym rizikem karcinomu

prsu, event. vy$sim, pokud tomu bude
odpovidat empirické riziko vyplyvajici

z rodinné anamnézy (viz Clausovy ta-

bulky k odhadu empirického rizika na

www.linkos.cz):

- samovysetreni prst kazdy mésic;

« klinické vysetieni Tkrat ro¢né;

- ultrazvukové vysetfeni prsu nebo ma-
mografie 1krat rocné (metodu urci
radiodiagnostik podle charakteru
prsni zlazy) od 40 let, u pozitivni ro-
dinné anamnézy o 10 let dfive, nez byl
nejc¢asnéjsi vyskyt nadoru v rodiné;

- gynekologické vysetfeni 1krat rocné
v¢. transvagindlniho ultrazvuku.

Pro muze doporucujeme populaéni
screening karcinomu prostaty pohma-
tem skrz kone¢nik a zkrve stanoveni pro-
statického antigenu Tkrat ro¢né s cas-
néjsim zacatkem, tj. od 45 let, event. se
zac¢atkem 5-10 let pred vyskytem karci-
nomu prostaty v rodiné. Pro zeny i muze
dale plati béZny populaéni screening ko-
lorektélniho karcinomu - test na okultni
krvaceni do stolice 1krat ro¢né od 50 let,
od 55 let kolonoskopické vysetfeni (pfi
negativité 1krat za 10 let) nebo test
na okultni krvaceni do stolice 1krat za
2 roky a event. dalsi vysetieni s prihléd-
nutim k pfipadnym jinym onkologic-
kym onemocnénim v rodiné. Nosi¢i mu-
taci NBN genu mohou byt vice citlivi na
ionizujici zareni, proto je vhodné pokud
mozno snizit frekvenci rentgenového za-
feni a vyvarovat se nadmérnému slunéni
(ultrafialové (UV) zafeni).

Vzhledem k tomu, ze se vsechny tfi
uvedené mutace genu NBN vyskytuji
v Ceské populaci ve zvysené frekvenci
a soucasné patii mezi nejcastéji dete-
kované, doporucujeme v pfipadé jejich
nalezu prediktivni vysetfeni pokrevnich
pfibuznych, tj. rodi¢d (k uréeni dédi¢né
linie mutace), sourozenct a déti. Pro no-
sice mutace pak nastaveni vhodné on-
kologické prevence, a pokud jsou ve
fertilnim véku a planuji rodinu, pro-

vést vysetieni genu NBN u jejich part-
nerd k prevenci NBS v rodiné. Za dosta-
tecné lze povaZovat vysetieni partner(
na vyse uvedené tfi ¢asté mutace NBN
genu, nebot rezidualni riziko prenasec-
stvi NBN mutace u partnera ze stredo-
evropské populace je pfi negativnim vy-
sledku takového vysetfeni nevyznamné,
u pacienta z ostatnich populacich je
1/514. Riziko postizeni potomka NBS pfi
negativnim vysledku partnera ze stfedo-
evropské populace pak je téméf zane-
dbatelné, u partnera z jiné nez stiedoev-
ropské populace je 1/2 000.

RAD50

Gen RAD50 (OMIM* 604040) kéduje dalsi
z protein(, ktery je soucasti jiz zminéného
MRN komplexu. Bialelické mutace vtomto
genu zpuUsobuji AR dédi¢ny NBS-like syn-
drom (OMIM *613078), ktery je charakte-
rizovan podobnym fenotypem jako NBS,
tj. mikrocefalii, poruchou rdstu, chromo-
zomalni instabilitou a stfedné zvysenou
citlivosti na radiaci, ale bez imunodefi-
citu a rizika malignity. Heterozygotni no-
si¢stvi mutaci v genu RAD50 bylo v litera-
tufe spojovano s mirné zvysenym rizikem
rozvoje nadorovych onemocnéni, pre-
devsim karcinomu prsu a vajecnik(, ale
podle poslednich studii jsou mutace spise
prediktorem horsiho preziti pacientek
s karcinomem prsu nez zvy3eného rizika.
Nosi¢stvi mutaci v genu RAD50 je v nasi
populaci vzécné, v ¢inské populaci je frek-
vence tfi nej¢astéjSich mutaci zastoupena
v 0,18 % [37]. Jednd se o vzacné mutace
avzhledem k zatim ne zcela jasné asociaci
se zvysenym rizikem rozvoje nador(i neni
nutné v pripadé nalezu mutace provadét
dal3i prediktivni vySetfeni v rodiné. Rizika
pro pokrevni pfibuzné a sledovéani dopo-
rucit dle empirického rizika vyplyvajiciho
z RA, riziko onemocnéni NBS-like syndro-
mem pro budouci dité nosice mutace je
zanedbatelné a neni divodem k vysetieni
partnera.

MRET11

Gen MRE11 (OMIM*600814) koduje dalsi
z protein MRN komplexu, ktery se vy-
znacuje endonukledzovou a 3’k 5’ exo-
nukledzovou aktivitou. Bialelické mutace
v tomto genu jsou pficinou vzacného
AR dédi¢ného onemocnéni ataxia te-
leangiectasia-like disorder 1 (ATLD1,
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OMIM*604391), které je klinicky velmi
podobné onemocnéni ataxia telean-
giectasia, ale pacienti nemaji telean-
giektazie. Homozygotni trunkaéni mu-
tace genu MRET1 byly popsany také
u AR onemocnéni nephronophthisis-re-
lated ciliopathies (NPHP-RC), které patfi
mezi AR dédi¢né poruchy fasinek s mul-
tisystémovym postizenim ledvin, sitnice,
jater a mozecku [38]. Mutace v tomto
genu jsou jesté vzacnéjsi nez v genu
RAD50, v nasi studii jsme tuto mu-
taci prokazali pouze u jedné pacientky.
Jedna se o vzacné mutace a vzhledem
k zatim ne zcela jasné asociaci se zvyse-
nym rizikem rozvoje nador( neni nutné
provadét dalsi prediktivni vysetieni v ro-
diné nebo vysetfeni partnera, podobné
jako v pfipadé mutace genu RAD50.

LIG4

Gen LIG4 (OMIM*601837) kdduje DNA li-
gazu LIG4, ktera je nezbytna pro rekom-
binaci a opravu DSB pomoci nehomo-
logniho spojovani koncd vidken DNA.
Bialelické mutace v genu LIG4 zpUsobuji
vzacné AR onemocnéni LIG4 syndrom
(OMIM*606593), ktery klinicky upomina
NBS. Na svété bylo popséno jen néko-
lik pacientl s timto syndromem, mutace
tohoto genu jsou v nasi populaci vzacné.
Dle nékterych studii se mohou polymor-
fizmy genu LIG4 podilet na multifakto-
ridlnim ,risk skére” rozvoje karcinomu
prsu pravdépodobné z dlvodu ovliv-
néni DNA reparace [39].Vzhledem k uve-
denému neni v soucasnosti nutné pro-
vadét dalsi prediktivni vysetieni v rodiné
nebo vysetieni partnera.

MUTYH

Gen MUTYH (MYH; OMIM*604933) ko-
duje enzym MYH glykosyldzu, kterd se
podili na odstrafiovani chyb replikace
DNA pfi pfipravé k déleni bunék. Biale-
lické zarode¢né mutace v genu MUTYH
zpUsobuji AR dédi¢nou polypdézu stfev
(MUTYH-asociovana polypdza, MAP,
OMIM*608456) charakterizovanou mno-
hocetnymi stfevnimi polypy, s pramér-
nym vékem diagnézy kolem 55 let (pocet
polypl je celkové mensi nez u FAP, po-
hybuje se od 5 do nékolika set). Pacienti
s MAP maji zvysené riziko rozvoje ko-
lorektdlniho karcinomu a také poly-
pdzy horniho gastrointestindlniho traktu

(tubularni nebo tubulovilézni ade-
nomy) [40]. Frekvence prenasec¢li mu-
tace MUTYH genu je v evropské populaci
odhadovéna na 1/80 (1-1,5 %), ale po-
psané mutace vykazuji vyznamnou po-
pulacni specificitu. V severozapadni Ev-
ropé prevazuji dvé mutace - ¢.536A>G

(p.Tyr179Cys, rs34612342, dfive oznaco-

vand jako Y165C) v exonu 7 a c.1187G>A

(p.Gly396Asp, rs36053993, dfive G382D)

v exonu 13, které tvofi az 80 % vsech re-

portovanych mutaci MUTYH genu, za-

timco v asijské populaci nebyly tyto mu-

tace zatim popsany [41].

U heterozygotl patogenni mutace
MUTYH genu je popséano asi 2krat zvy-
Sené riziko rozvoje kolorektalniho karci-
nomu (colorectal cancer — CRC) od 45 let
(OR 1,5-2,1), které odpovida riziku CRC
u prvostupniovych pfibuznych pacienta
se sporadickym ¢asnym CRC [41]. Né-
které studie uvadéji také 2krat zvysené
riziko karcinomu prsu, predevsim ve
specifickych populacich (zidovska,
holandskd) [42], v italské populaci do-
konce i u muzd [43]. Mirné zvysend nad
bézné populacni riziko jsou i rizika roz-
voje dalSich nadorovych onemocnéni
(délohy, zaludku, jater), sumarné jsou
vsak tato rizika stale spise nizka, bez spe-
cidlnich doporuceni stran preventivniho
sledovani [44].

Pro nosi¢e mutace hodnotime ri-
ziko CRC a doporucujeme sledovani
jako pokrevnim pfibuznym pacienta
se sporadickym CRC ve véku do 45 let,
tj. empirické riziko CRC je 5krat zvy-
$ené nad populaéni riziko, které je v CR
3,13 % pro zeny a 6,44 % pro muze.
Pro Zeny plati doporuceni jako u Zen
se stfedné zvySenym rizikem karci-
nomu prsu, event. vy$sim, pokud tomu
bude odpovidat empirické riziko vyply-
vajiciho z rodinné anamnézy (viz Clau-
sovy tabulky k odhadu empirického ri-
zika na www.linkos.cz). Doporucené
schéma sledovani u nosi¢i mutace genu
MUTYH:

- koloskopické vysetfeni ve 2-5letych
intervalech od 45 let (5lety interval
v pfipadé normalniho nélezu v tlus-
tém stfevé, pfi ndlezu benignich zmén
kazdé 2-3 roky dle typu zmén, jako
je cetnost a velikost adenomd, dys-
plastické zmény), u pozitivni rodinné
anamnézy je vhodné zacit se sledova-

nim o 5-10 let dfive pfed nejcasnéjsim
vyskytem nadoru v rodiné;

test na okultni krvaceni do stolice Tkrat
rocné (mezi koloskopiemi), pfi makro-
skopickém vyskytu krve ve stolici kolo-
skopie okamzité, test na okultni krva-
ceni neprovadét;

dalsi vysetteni s prihlédnutim k pfi-
padnym jinym onkologickym onemoc-
nénim v rodiné.

Pro Zeny déle vhodné:

- samovysetfeni prsd kazdy mésic;

« klinické vySetfeni 1krat rocné;

« ultrazvukové vysetieni prsu nebo ma-
mografie 1kradt rocné (metodu urci
radiodiagnostik podle charakteru
prsni zlazy) od 40 let, u pozitivni ro-
dinné anamnézy o 10 let dfive, nez byl
nejc¢asnéjsi vyskyt nadoru v rodiné;
gynekologické vysetieni Tkrat ro¢né
v¢. transvaginalniho ultrazvuku.

Pro muze plati dale populacni screen-
ing karcinomu prostaty.

Doporucujeme prediktivni vySetfeni
pokrevnich pfibuznych a pro nosice
mutace pak nastaveni vhodné onkolo-
gické prevence a v pfipadé planovani re-
produkce vysetfeni genu MUTYH u je-
jich partnerG k prevenci MAP v rodiné.
Za dostatecné lze povaZovat vysetieni
partnerd na vyse uvedené dvé nejcas-
t&jsi mutace MUTYH genu, nebot rezi-
dudlni riziko pfenasecstvi MUTYH mu-
tace u partnera z evropské populace
bude pfi negativnim vysledku vysetieni
nevyznamné.

ATM

Gen ATM (OMIM* 607585) kéduje pro-
tein, ktery je umistén primarné v jadie
bunék, kde pomaha fidit rychlost rdstu
a déleni bunék. Hraje také dulezitou roli
v normalnim vyvoji a aktivité nékolika
télesnych systém, v¢. nervového a imu-
nitniho systému, kde pomahd rozpo-
znavat vlakna DNA poskozena jak che-
mickymi latkami, tak zafenim. Bialelické
zarodec¢né mutace v genu ATM zpUso-
buji onemocnéni ataxia teleangiectasia
(AT). Klinickému obrazu dominuji neu-
rologické ptiznaky (cerebeldrni ataxie
s rozvojem jiz v dobé, kdy dité zacind
chodit) a teleangiektézie bulbl a v ob-
lastech exponovanych slune¢nimu za-
feni (pfitomné kolem 7. roku véku).
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Pacienti maji defekt bunécné i protilat-
kové imunity a jsou infertilni. Dvé tie-
tiny pacientd maji zvysenou hladinu
sérového alfa-fetoproteinu. Az 30 %
pacientd s AT onemocni nadorem, nej-
Castéji se jedna o leukemie a lymfomy,
v dospélosti je riziko rozvoje i jinych na-
dorl (napf. Zaludku, meduloblastomu,
gliomu). V rdmci IéCby je u pacient(l s AT
nutné vyvarovat se zvysené radiacni za-
téZe, nelze pouzivat konvencni davky
radioterapie ani radiomimetické che-
moterapie. Frekvence pfenasec¢d mu-
tace ATM genu je odhadovana v popu-
laci az na 1 % a popsany jsou populacné
specifické mutace (napf. u Amist nebo
na Sardinii) [45]. Nosi¢cky mutace ATM
genu maji az 3-5krat zvysené riziko
karcinomu prsu (celozivotni kumula-
tivni riziko je cca 38 %, celkové se pohy-
buje dle studii mezi 17-52 %) a mély by
byt sledovany od 40 let dle doporuceni
pro zeny s vysokym rizikem karcinomu
prsu v¢. kazdoro¢ni magnetické rezo-
nance prsou. Riziko rozvoje karcinomu
prsu se zda byt zavislé na typu mutace
ATM genu, napfiklad missence mutace
c.7271T>G (p.Val2424Gly, rs28904921)
je diky dominantné negativnimi vlivu na
funkci proteinu spojena az s 69% rizikem
karcinomu prsu, tedy mnohem vy3sim,
nez je udavano u jinych trunkacnich mu-
taci [46]. Dle NCCN neni u nosi¢cek ATM
mutace jasné prokazan benefit z prove-
deni preventivni bilatelarni mastekto-
mie ke snizeni rizika, ale na zakladé na-
lezu nebo rodinné anamnézy lze tento
vykon i u téchto pacientek doporucit.
Ackoli je nékterymi studiemi uvadéno
i mirné zvysené riziko karcinomu vajec-
nikd, neni divodem k preventivni ope-
raci. Dle NCCN studie WECAR prokazala
zvysené riziko vzniku kontralateldrniho
karcinomu prsu po expozici radiaci u no-
sicek ATM mutace, ale jind metaanalyza
neprokazala kontraindikaci radia¢ni te-
rapie standardnimi davkami zareni,
v soucasnosti tedy dle NCCN neexistuji
jednoznacné dikazy proti radiacni tera-
pii pacientek - nosi¢ek ATM mutace, ale
je vhodné k tomuto riziku v ramci |é¢by
pacientky pfihlédnout. Nékteré studie
popisuji asi 2-3krat vyssi riziko rozvoje
i dalSich nadord, predevsim gastrointes-
tindlniho traktu (karcinom slinivky, jicnu,
Zaludku a kolorekta), prostaty a lymfob-

lastickych malignit, ale jasné schéma do-
poruceného sledovani literatura neu-
vadi [45]. U nosic¢ll mutace je popsana
vys$si mortalita nejen z dlvodu rizika
rozvoje nadord, ale i rizika rozvoje ische-
mické choroby srdecni [46].

Pro nosicky mutace ATM plati dopo-
ruceni jako pro zeny s vysokym rizikem
vzniku karcinomu prsu:

- samovysetieni prs kazdy mésic;

- klinické vysetfeni Tkrat ro¢né;

+ harmonogram vy3etieni prst od 40 let
(u pozitivni rodinné anamnézy o 10 let
dfive, nez byl nej¢asnéjsi vyskyt nadoru
v rodiné) - stfidat po pUlrocnich inter-
valech ultrazvuk a magnetickou rezo-
nanci, event. mamografii - vhodné
individudlné posuzovat, zhodnoti
radiodiagnostik podle typu zlazy, po
profylaktické bilateralni mastektomii
ro¢ni kontroly prsd vhodnou zobrazo-
vaci metodou;

gynekologické vysetieni 2krat ro¢né
v¢. transvaginalniho ultrazvuku.

Pro muze je vhodny populacni screening
karcinomu prostaty, ale s ¢asnéjsim za-
¢atkem od 45 let. Dale pro muze i zeny
doporucujeme:

- koloskopické vysetfeni ve 3-5letych
intervalech od 45 let (5lety interval
v pfipadé normalniho nélezu v tlus-
tém stfevé, pfi ndlezu benignich zmén
kazdé 2-3 roky dle typu zmén, jako
je cetnost a velikost adenomd, dys-
plastické zmény), u pozitivni rodinné
anamnézy je vhodné zacit se sledova-
nim o 5-10 let dfive pted nejcasnéjsim
vyskytem nadoru v roding;

test na okultni krvaceni do stolice Tkrat
ro¢né (mezi koloskopiemi);

dalsi vysetfeni s pfihlédnutim k pfi-
padnym onkologickym onemocnénim
v rodiné, vhodny ultrazvuk bfisnich or-
ganu kazdoroc¢né od 30 let;

ochranu pfed ionizujicim zafrenim -
pokud mozno eliminovat ¢i snizit frek-
venci rentgenového vysetfeni nebo
terapie a vyvarovat se nadmérného
slunéni (UV zafeni).

Doporucujeme prediktivni vysetfeni po-
krevnich pfibuznych a pro nosi¢e mutace
pak nastaveni vhodné onkologické pre-
vence a v pfipadé planovani reprodukce
vysetfeni celého genu ATM u partnert he-
terozygott k prevenci AT u jejich déti.

BLM

Gen BLM (RECQL3; OMIM*604610) kéduje
protein z rodiny RecQ helikaz. Tyto en-
zymy uvolruji obé vldkna molekuly DNA,
coz je nezbytné pro nékolik procesu v bu-
nécném jadru, v¢. replikace DNA pfi pfi-
pravé bunécného déleni a opravy po-
Skozené DNA. Helikdzy RecQ pomahaiji
udrzovat strukturu a integritu DNA, proto
jsou nékdy oznacovény jako tzv.,spravci
genomu”. Bialelické zarode¢né mutace
v genu BLM zpUsobuji vzécné AR dé-
di¢né onemocnéni Bloomudv syndrom
(BS, OMIM* 210900), ktery se vyznacluje
prenatalni i postnatalni rlstovou retar-
daci, mikrocefalii, typickymi koznimi pfi-
znaky (teleangiektazie, hypo- a hyperpig-
mentace), opakovanymi infekty z dGvodu
defektu imunity, pred¢asnym starnutim
a zvysenym rizikem vzniku réznych typt
nadorl — v détstvi lymfoidnich malignit
(leukemie, Hodgkinav lymfom) a Wilm-
sova tumoru a v dospélosti malignitami
gastrointestindIniho traktu (jicnu, tlus-
tého stfeva) a ledvin. MuZi s BS jsou ¢asto
neplodni a u Zen s BS se rozviji meno-
pauza jiz po 30. roce. Pacienti s BS jsou
fotosenzitivni, tj. maji zvysenou citlivost
na slunecni zareni (typicky erytém v ob-
liceji po oslunéni) [47]. Frekvence pre-
nasec¢l mutaci BLM genu se odhaduje
na 1/1 800, s vyznamné vyssim vysky-
tem az 1/100 v askendzské Zidovské po-
pulaci [48]. Ve slovanské populaci je nej-
Castéjsi mutace c.1642C>T (p. GIn548Ter,
rs200389141). Heterozygotni nosi¢stvi
této mutace je v literaturie spojovano se
zvySenym rizikem rozvoje karcinomu
prsu (asi dvojnasobné oproti populac-
nimu riziku), event. dalich nadoru (karci-
nomu kolorekta a ovaria) [49]. Konkrétni
plan sledovéani pro nosi¢e mutace BLM
genu literatura neuvadi. Pro Zeny plati do-
poruceni jako u zen se stfedné zvySenym
rizikem karcinomu prsu, event. vyssim,
pokud tomu bude odpovidat empirické
riziko vyplyvajici z rodinné anamnézy.

WRN

WRN gen (RECQL2; OMIM*604611) ko-
duje multifunkéni jaderny protein z ro-
diny RecQ helikdz s exonukledzovou
a helikdzovou aktivitou a patfi (podobné
jako BLM) mezi geny, které koduji pro-
tein zrodiny RecQ helikaz. Bialelické mu-
tace zpUsobuji AR dédi¢ny Wernerdv
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Tab. 2. Geny pro autozomalné recesivni dédi¢né syndromy, frekvence heterozygotti v populaci, riziko nadort u heterozygotu
a dispenzarizace, predikce v rodiné a vysetreni partnera.

Frekvence . Vy3etieni partnera a roz-
o .. . . . . Predikce Y . .
Gen heterozygotu Riziko nadort Dispenzarizace . . sahvysetieni (cely gen
v rodiné sy vews
(populace) nebo nejcastéjsi mutace)
1/140-1/200 ca prsu, ca prostaty, mutace c.657de|5vstr§dn!, r|.z’|klo
NBN X ca prsu, ochrana pred ionizujicim ano ano (3 mutace)
(slovanska) lymfomy (oo
zafenim
RAD50  vzacné (1/550 cinska) nepopsano dle RA ne ne
MRET1 vzacné nepopsano dle RA ne ne
LIG4 vzacné multirisk skére ca prsu dle RA ne ne
o o TV
MUTYH 1/70-1/100 CRC, caprsu 10% riziko CR(FI)}SsSrednl riziko ca ano ano (2 mutace)
caprsuuzen,caGIT vysoké riziko ca prsu
(pankreas jicen, zalu-  u zen (pramér 38 %), 2-3x vyssi ,
ATM 1/100 dek, kolorektum), riziko ca GIT a prostaty, ochrana ano ano (cely gen)
ca prostaty, leukemie pred ionizujicim zarenim
1/1 800 ano (1 mutace slovanska
BLM (1/100 askendzska ca prsu stfedni riziko ca prsu ano populace, cely gen aske-
zidovska) nazské zidovské populace)
1/300-1/500 (1/140 stfedni riziko ca prsu, ochrana klize . ,
(s S Yo T ano (1 mutace, u japonské
WRN Italie, Sardinie, ca prsu pred ionizujicim zafenim ano
o, populace 2 mutace)
Japonsko) a slunénim
o . NI
SBDS 1/250 .(10 % mutaci aplastickd anémie (risk dle RA ano R A
vznik de novo) faktor)?
dle RA, kontrola kiize
ERCC2 <1/3300 nepopsano 1x ro¢né, ochrana pred ultrafialo- ne ne

vym zafenim, nekufactvi

ca - karcinom, CRC - kolorektalni karcinom, GIT — gastrointestindIni trakt, RA — rodinnd anamnéza

syndrom (WS; OMIM* 277700), jehoz kli-
nické projevy pfedcasného starnuti (ka-
tarakta, subkutanni kalcifikace, poruchy
kozniho pigmentu a viedy, pfedcasné
Sedivéni a plesatost, predcasna arterio-
skleréza, pred¢asnd menopauza, po-
ruchy cyklu a neplodnost) se manifes-
tuji od puberty. U pacientd je vyznamné
zvysené riziko rozvoje nador( kize (me-
lanom, bazoceluldrni karcinom), me-
zenchymalnich nadort (liposarkom, fib-
rosarkom) a leukemie [50]. Frekvence
pfenasecd v populaci je odhadovana
na 1/300-500, v Japonsku, na Sardinii
a v Itélii je WS castéjsi, s frekvenci no-
sict 1/150. Nejcastéji je v japonské po-
pulaci detekovadna splicing mutace
¢.3139-1G>C (rs113993961), u pacientl
nejaponské populace mutace ¢.1105C>T
(p.Arg369Ter, rs17847577), kterd je sou-
¢asné druhou nejcastéjsi mutaci v ja-
ponské populaci, proto se predpoklada,
ze jde o ,mutacni hotspot” napfic¢ viemi

etnickymi skupinami [51]. U heterozy-
gotnich nosi¢ek mutaci a variant v genu
WRN byla v nékolika studiich popséna
asociace se zvysenym rizikem rozvoje
karcinomu prsu [52,53]. Za soucasného
stavu pozndni povaZzujeme mutaci genu
WRN za variantu s mirnou az stfedni pe-
netranci ve vztahu ke karcinomu prsu
a pro pacientky doporucujeme sledo-
vani jako u Zen se stfedné zvysenym ce-
loZivotnim rizikem vzniku karcinomu
prsu, event. vy$sim, pokud tomu bude
odpovidat empirické riziko vyplyva-
jici z rodinné anamnézy. Lze doporucit
ochranu kaze pred ionizujicim zafenim
a nadmérnym slunénim (UV zéareni).

SBDS

SBDS gen (OMIM*607444) kdéduje SBDS
protein, jehoz funkce neni zatim presné
znama, dle studii ma vyznam pro zpraco-
vani RNA a tvorbu ribozomd. Bialelické mu-
tace zpUsobuji AR dédi¢ny Shwachman-

-Diamond syndrom (SDS; OMIM*260400),
ktery se manifestuje chronickou leukope-
nii, poruchou zevné sekretorické funkce
pankreatu, anomaliemi skeletu a dysfunk-
ci kostni diené v¢. zvyseného rizika rozvo-
je myelodysplastického syndromu / akut-
ni myeloidni leukemie. Neutropenie se
manifestuje casto jiz v kojeneckém véku.
U casti pacientl se rozviji selhani kost-
ni diené. Popisovéany jsou také metafyzar-
ni dysostézy, anomalie Zeber a hrudniho
koSe, osteoporo6za, neprospivani, porucha
rlstu. Frekvence prenasec¢t mutaci SBDS
v populaci je odhadovéana na 1/224 [54].
Nejcastéji detekovanymi mutacemi
u pacientll jsou ¢.258+2T>C(rs113993993)
a ¢.183_184delinsCT (p.Lys62Ter,
rs120074160) [55]. Byla popsana i komplex-
ni alela ¢.[183_184delinsCT; 258+2T>(C],
ktera vznika konverzi genu SBDS s jeho
pseudogenem SBDSP, proto je nutné
u pacienta s témito mutacemi provést
vysetfeni rodi¢l k urceni pozice mutaci
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trans/cis. Ackoli podle nékterych studii he-
terozygoti s jednou patogenni alelou SBDS
mohou mit vyssi nez priimérné riziko pro
aplastickou anémii [56], tak dle jinych stu-
dii aplastickd anémie nebyla pozorova-
na u nosi¢d mutace z vice nez 200 rodin
se SDS v Severni Americe a frekvence he-
terozygotni mutace byla stejna u pacient(
s akutni myeloidni leukemii jako u zdravych
kontrol [57]. Prediktivni vysetfeni pfibuz-
nych doporucujeme z dlivodu prevence
SDS v rodinég, ale pfi genetické konzultaci je
nutné zduraznit, Ze i kdyz se jednd o AR dé-
di¢né onemocnéni, tak v 10 % pfipadd po-
stizeny jedinec nese jednu patogenni mu-
taci od rodi¢e a druha vznikla de novo [58].
V pripadé planovani rodiny doporucujeme
vysetfeni partnera na vyse uvedené dvé
nejcastéjsi mutace SBDS genu.

ERCC2

Gen ERCC2 (OMIM* 126340) kéduje XPD
protein, ktery je podjednotkou skupiny
proteind TFIIH komplexu, jehoz hlavni
funkcije genova exprese a reparace posko-
zené DNA vlivem UV zafeni, ale i radiaci,
chemickymi latkami a volnymi radikaly.
Bialelické mutace v genu ERCC2 zpUsobuji
vzacnd AR dédicnd onemocnéni, Xero-
derma pigmentosum, skupina D (XP typ D,
OMIM*278730) a fotosenzitivni trichothio-
dystrofii 1 (OMIM*601675), ale popisovény
jsou také kombinované klinické projevy
XP s trichothiodystrofii (XP/TTD kom-
plex) nebo s Cockaynovym syndromem
(XP/CS komplex). Tato onemocnéni jsou
charakterizovéna hypersenzitivitou k UV
zafeni s koznimi a neurologickymi pro-
jevy. Pacienti s XP maji kozni zmény v ob-
lastech exponovanych slune¢nimu zareni
a rozvijeji mnohocetné kozni malignity
(bazoceluldrni a squamozni karcinomy,
melanomy) s prdmérnym vékem manifes-
tace prvniho nédoru v 8 letech a zvysené
je riziko i dalSich nadord (melanomu oka,
karcinomu jazyka, plic, Zaludku, nadortd
mozku a leukemie). Buriky pacient(i s XP
jsou hypersenzitivni i k mutagentim typu
benzopyrend obsaZenych v cigaretovém
koufi, proto by pacienti méli byt chranéni
pred pasivnim koufenim. Na svété bylo
popsano jen nékolik pacientll s témito
syndromy. Mutace genu ERCC2 jsou v nasi
populaci vzacné, frekvence nosicd mu-
taci ve vSech genech asociovanych s XP
(XPA, ERCC3, XPC, ERCC4, ERCC5) se odha-

duje na 1/330 [59]. Heterozygotni mutace
genu ERCC2 byly prokazany ve skupiné
pacientld s HBOC, v¢. ¢eskych pacientd,
nicméné také u kontrolni populace [60].
Asociace mutaci ERCC2 v heterozygotnim
stavu s nadorovym onemocnénim neni
zcela jasné a bude v budoucnosti predmé-
tem dalSich studii. Za souc¢asného stavu
pozndni se tedy nelze k jejich vyznamu
presnéji vyjadrit a ani je pro klinické ucely
dale v rodiné nebo u partnerd nosicl vy-
Setfovat. Nosi¢m mutaci genu ERCC2 Ize
mimo sledovéni dle empirickych rizik do-
porucit ro¢ni kontroly klize, ochranu proti
UV zéfeni (odév, krémy s vysokym fak-
torem, bryle s UV filtrem, minimalizovat
denni pobyt venku) a nekufactvi.

Nase zdvéry a doporuceni shrnuje
tab. 2.

Zaver

V ptipadé onkogenetického vysetieni
pacienta metodou NGS a nalezu mu-
tace nebo suspektné patogenni varianty
(class 4) v genu pro néktery z AR dédic-
nych nadorovych syndromd, i mimo
oblast nasi indikace, bychom o tomto
nalezu méli pacienta informovat a dopo-
rucit vhodné preventivnionkologické sle-
dovani dle rizika. Sou¢asné je nutné resit
i otdzku prediktivniho testovani ostat-
nich ¢lend rodiny. Dilezitymi aspekty
pro rozhodnuti, zda provadét prediktivni
vysetieni dale v rodiné nebo u partner(
pacienta, jsou jednak rizika nddorovych
onemocnéni u heterozygotl mutace pfi-
slusného genu a jednak vyse rizika one-
mocnéni AR dédi¢nym syndromem pro
potomky, které se odviji od frekvence
nosi¢d mutace pfislusného genu v po-
pulaci. Prediktivni vysetieni ¢len( rodiny
na pfitomnost mutace pfislusného genu
je proto vhodné nabidnout tam, kde je
u nosi¢l heterozygotni mutace zvysené
riziko nddorovych onemocnéni a vysle-
dek tohoto vysetieni ovlivni preventivni
péci o tyto pacienty (preventivni sledo-
vani, operace). Pokud u heterozygotu ur-
¢itého genu neni zatim jasna asociace
s nadory a je teprve predmétem dal-
$iho zkoumani, neni nyni pfinosné pre-
diktivni vysetieni v rodiné déle provadét.
V pfipadé nalezu mutace u osob planu-
jicich reprodukci je vhodné vysetfit i je-
jich partnera, ale doporuceni a rozsah
tohoto vysetieni zavisi na frekvenci he-

terozygotl v populaci partnera a zda se
v daném genu vyskytuji urcité specifické
mutace ve vysoké frekvenci, ¢i nikoli. Vy-
Setfeni partnera tedy mlze zahrnovat
cely gen (napf. geny FANCA, ATM) nebo
jen nejcastéjsi mutace daného genu
(napt. geny NBN, SBDS, MUTYH apod.),
nebot rezidudlni riziko nosi¢stvi mutace
a riziko AR syndromu pro budouci dité
po vylouceni téchto nejcastéjSich mu-
taci u partnera bude velmi vyznamné
snizené az zanedbatelné. U partnert
—-nosi¢l mutace genu BRCAT - toto neni
obecné nabizeno i z dlivodu prevazné
letdlniho efektu bialelické mutace genu
BRCA1. V pfipadé konsanguinity mezi
partnery doporucujeme vysetieni part-
nera cilené jen na zjisténou mutaci pfi-
slusného genu, i u gend s nizkou frek-
venci heterozygotl v populaci.

V souvislosti s pfibyvajicimi znalostmi
o danych genech a mutacich v rdmci bu-
douciho poznani a na zékladé vysledku
dalsiho zkoumani bude nutné nami uve-
dena doporuceni a navrhy dale revido-
vat a zpfesnovat. V soucasné éfe exo-
mového a genomového sekvenovani
Ize ocekdvat nové poznatky nejen k sta-
vajicim, ale i dalSim, dosud neprozkou-
manym genlim, kde bude také potieba
sjednotit postupy v ramci reportovani
nalez( a doporuceni ke sledovani a dal-
simu testovani v rodiné pacienta.
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Karcinom prsu u nosi¢ek mutaci v genu
BRCA1/2 —|éc¢ime ho jinak? Zaméreno
na systémovou terapii u mutaci v genu

BRCA1/2

Breast Cancer in BRCA1/2 Mutation Carriers — Do We Treat It
Differently? Focus on Systemic Therapy for BRCA1/2 Associated

Breast Cancer

Palacova M.

Klinika komplexnf onkologické péce, Masarykdv onkologicky ustav, Brno

Souhrn

Hereditarni syndrom karcinomu prsu je spojen s vyssim rizikem vzniku karcinomu prsu a tvofi
5-10 % v3ech nadorl prsu. Je mozné mutace v genech BRCA1/2, které jsou reparac¢nimi geny,
vyuZit cilené v systémové terapii rozdilné od sporadického karcinomu prsu? Kromé antracyk-
linG byl prokdzan benefit taxan(, pfedevsim u nador(i s BRCA2 mutaci. Vyrazny efekt platino-
vych derivatd byl prokazan predevsim u metastatického karcinomu prsu ve studii TNT. Data
z neadjuvantnich klinickych studii u triple negativnich nador( potvrzuji vétsi efekt neadju-
vantni chemoterapie ve srovnani se sporadickymi nadory, ale efekt karboplatiny nebyl na rozdil
od sporadického karcinomu statisticky signifikantni. Novou |é¢ebnou skupinou, specidlné u na-
dorl s mutaci v genu BRCA1/2, jsou PARP inhibitory, u nichz byl prokazan efekt nejenom u triple
negativnich nador(, ale i u luminalnich nadord.

Klicova slova
karcinom prsu — mutace BRCA1/2 - genomické testy — platinové derivaty — PARP inhibitory

Summary

Hereditary breast cancer syndrome is associated with a higher risk of developing breast cancer
and accounts for 5-10% of all breast tumors. Is it possible that mutations in BRCA1/2 genes
(which are involved in DNA repair genes) should be treated differently from sporadic breast
cancer? In addition to anthracyclines, taxanes are effective against tumors with a BRCA2 mu-
tation. A TNT trial showed that platinum derivatives have marked effects against metastatic
breast cancer. Data from neoadjuvant trials testing efficacy in triple negative cancer confirm
that neoadjuvant chemotherapy is more effective against sporadic tumors, whereas the effect
of carboplatin is not statistically significant, as opposed to sporadic cancer. A new group of
therapeutics, particularly for tumors with mutations in BRCA1/2 genes, is PARP inhibitors. These
treatments were effective not only against triple negative tumors but also against luminal tu-
mors.
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breast cancer - BRCA1/2 mutation — genomic tests — platinum salts — PARP inhibitors
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KARCINOM PRSU U NOSICEK MUTACIV GENU BRCA1/2 — LECIME HO JINAK?

Uvod

Mutace genl BRCA1/2 zpUsobuiji zvy-
Sené riziko vzniku rdznych malig-
nit, predevsim karcinomu prsu a ova-
rii. CelozZivotni riziko vzniku karcinomu
prsu u nosicek mutaci genu BRCAT je
40-87 % a u nosi¢ek mutaci genu
BRCA2 18-88 %. Celozivotni riziko vzniku
ovaridlniho karcinomu u nosic¢ek mutaci
genu BRCAT je 22-65 % a u nosi¢ek mu-
taci BRCA2 10-35 %. Riziko vzniku kon-
tralateralniho karcinomu prsu u nosicek
mutaci je také vysoké. Kumulativni riziko
vzniku kontralateralniho karcinomu prsu
u pacientek s diagnézou jednostran-
ného karcinomu prsu ve véku 70 let je
83 % pro nosi¢ky mutaci BRCAT a 62 %
pro nosi¢ky mutaci BRCA2 genu [1].

Histopatologicka charakteristika
karcinomu prsu spojenych

s mutaci v genu BRCA1/2
Histopatologie je u nadord s mutaci
v genu BRCAT rozdilna ve srovnani se
sporadickymi karcinomy. Vétsina na-
dord jsou invazivni adenokarcinomy
(74 %). Castéji se vyskytuji nadory me-
dularni (9 vs. 2 %) [2]. Lobularni karci-
nomy se vyskytuji u nddori s BRCAT
mutaci vyjimec¢né (0,58 %), u nadort
s mutaci v genu BRCA2 u 10 % a u na-
dor0 sporadickych se jejich vyskyt po-
pisuje v 5-10 % [3]. Ostatni histologické
typy se vyskytuji pfiblizné srovnatelné
se sporadickymi nadory. U nddor(i s mu-
taci v genu BRCAT je Casto popisovan
vysoky grade, vysokd mitotickd akti-
vita, nizkd exprese ER, PR a HER2 neu.
U nadorli s BRCA2 mutaci je nejcastéj-
$im histologickym typem také invazivni
duktélni karcinom. Cast&ji se vyskytuji
i nadory kribriformni, pleomorfni lobu-
larni a tubularni ve srovnani se sporadic-
kymi nddory. Nadory jsou castéji s vys-
$im gradem - 2 nebo 3. Imunofenotyp
nadord u BRCA2 mutaci je podobny
sporadickému imunofenotypu. Dle dat
velké epidemiologické studie zahrnu-
jici témér 6 000 pacientek s germindini
BRCA1/2 mutaci je u nosi¢ek BRCAT mu-
tace 78 % nadorQ ER (estrogenovy re-
ceptor) negativnich, 79 % PR (proge-
steronovy receptor) negativnich, 90 %
HER2 negativnich a triple negativni imu-
nofenotyp byl popsdn u 69 % nador(.
U nosi¢ek BRCA2 mutace je pouze 23 %

nador( ER negativnich, 36 % PR nega-
tivnich, 87 % HER2 negativnich a 16 %
triple negativnich. U nador s mutaci
v genu BRCAT prevazuje vysoky grade,
ktery ale klesa s narudstajicim vékem.
Tento trend nebyl pozorovan u nadorud
s mutaci v genu BRCA2. Frekvence ER
negativnich nador0 klesa u nosicek
mutace v genu BRCAT s vékem, a na-
opak stoupa s vékem u nosicek s mutaci
v genu BRCA2. Tento efekt nebyl pozo-
rovan u HER2 statusu. Vyskyt triple ne-
gativnich nador( (triple negative breast
cancer — TNBC) klesa s vékem u nosicek
BRCA1, narGsté u nosi¢ek BRCA2. P¥i srov-
nani véku — u Zen mladsich 50 let se jed-
noznacné vyskytuje vyssi grade, vyssi
je i vyskyt meduldrniho histologického
typu [2]. Letos byla publikovana prace
danskych autord, ktefi zkoumali roz-
lozeni subtypl u geneticky podminé-
nych karcinom prsu. Z celkového poctu
413 nadorl bylo 20 % luminal-A, 28 %
luminal-B, 6 % HER2 pozitivnich a 46 %
basal-like. Vétsina nadord u nosicek mu-
tace v genu BRCAT méla basal-like pod-
typ (65 %), zatimco vétSina nddord u no-
sicek mutace v genu BRCA2 patfila mezi
lumindlni nddory (75 %). Nadory lumi-
nal-A se vyskytovaly u mutace v genu
BRCAT pouze v 9 vs. 35 % u mutace
v genu BRCA2. Vétsina luminal-B nador(
byla grade 3 [4].

Genomické testy

Nédory spojené s mutaci v genu
BRCAT a BRCAT maji rozdilny profil ge-
nové exprese ve srovnani se sporadic-
kymi nadory. Doposud existuji limi-
tovana data tykajici se genomickych
vysetieni u nadorl spojenych s témito
mutacemi. Az v poslednich 3 letech byly
publikovany tfi prace srovnavajici vy-
sledky genomického testu Oncotype
DX u geneticky podminéného a spo-
radického karcinomu prsu. Vsechny tfi
soubory byly s limitovanym poctem
pacientek. Ve viech tfech byly vysledky
recurrence score (RS) srovnatelné - pod-
statné nizsi procento nizkého RS u mu-
taci v obou genech (kolem 15 % ve
srovnani s 50-53 % u sporadického), na-
opak vyssi vyskyt vysokého rizika RS -
kolem 28 % - ve srovnani s nizkym rizi-
kem (7-9 %) u sporadického karcinomu.
V jedné z praci byly samostatné vyset-

feny pacientky s BRCAT mutaci, kde byl
nalez vysokého RS 50 %. VSechny prace
jednoznacné prokazaly u nadorl ge-
neticky podminénych horsi biologické
vlastnosti ve srovnani se sporadickym
karcinomem [5-7].

Lokalni terapie a role
profylaktickych operaci

Riziko lokélni recidivy karcinomu prsu
u nadord nosicek mutace BRCA1/2 je po
konzervativnim operacnim vykonu a na-
sledné radioterapii (RT) podobné jako
u sporadickych karcinoma prsu [8-10].
Na zékladé informaci o schopnosti ioni-
zujiciho zéfeni indukovat zlomy v DNA
a zapojeni BRCAT a BRCA2 genu do repa-
race dvojSroubovice DNA byla diskuto-
vana nachylnost nadort s BRCA1/2 mu-
taci k vyssi toxicité RT. V klinické praxi
nebyla potvrzena vyssi lokalni toxicita
u nadord prsu u nosi¢ek mutaci v genu
BRCA1/2. V soutasné dobé by neméla
byt u téchto pacientek indikovana ak-
celerovana parcialni RT prsu, a to pfede-
vsim kvali chybéjicim datdim nez z da-
vodu vyssi toxicity RT. Jedina prace na
toto téma byla publikovdna nedavno.
Nebyl prokdzan nizsi efekt akcelerované
parcialni RT prsu v parametru lokalni re-
kurence ani sekundarni malignity, ale
prace zahrnovala pouze 11 Zen s mutaci
v BRCA1/2 genech (z celkového poctu
341) [11].

Efekt preventivni salpingo-oophorek-
tomie (SOE) na prevenci vzniku kar-
cinomu prsu u premenopauzalnich
pacientek s mutaci v genu BRCAT z(-
stdva kontroverzni [12,13]. U preme-
nopauzalnich pacientek s karcinomem
prsu a mutaci v genu BRCA1/2 bylo né-
kolika velkymi studiemi prokazano, ze
provedeni oophorektomie vyrazné re-
dukuje vznik karcinomu prsu i morta-
litu [14-16]. V praci, kde zkoumali efekt
brzy provedené SOE po diagndze karci-
nomu prsu, prokazali redukci rizika Umrti
spojeného s karcinomem prsu. Vétsi
efekt byl prekvapivé prokdzén u zen se
SR negativnim karcinomem prsu nez
u Zen se SR pozitivnim naddorem. Na za-
kladé téchto vysledkd autofi doporucuji,
Ze by v pfipadé nové diagnostikovaného
karcinomu prsu u zen s mutaci v genu
BRCA1/2 méla byt provedena nasledné
SOE jako ¢ast jejich 1é¢ebného planu,
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nicméné tento pfistup je kontroverzni
a doposud neni Siroce akceptovan [17].

Systémova terapie

Je potfeba se na geneticky podminény
karcinom prsu divat z hlediska systé-
mové terapie jinak nez na sporadicky
karcinom prsu? Prognostickd informace
spojend s pfitomnosti mutace v genu
BRCA1/2 je doposud nejasna. Bylo publi-
kovano velké mnozstvi praci, které srov-
navaji vysledky terapie sporadického
a geneticky podminéného karcinomu
prsu a ty jsou rozporuplné [18-21]. Sys-
tematické review a metaanalyza 60 stu-
dii prokézala lepsi celkové preziti pouze
u nadord TNBC u nosi¢ek mutace ve
srovnani se sporadickymi nadory. Pro
vsechny podtypy nadord u mutace
v genu BRCAT bylo horsi nejenom cel-
kové preziti (overall survival - OS), ale
i specifické preziti karcinomu prsu u kli-
nického stadia I-1ll, u BRCA2 mutace byly
horsi vysledky pouze v parametru speci-
fického preziti karcinomu prsu, celkové
preziti bylo srovnatelné se sporadickymi
nadory [22]. V lofiském roce byly publi-
kovany vysledky prospektivni prace an-
glickych autor(i u mladych pacientek do
40 let. Pfi medianu sledovani 8,2 roku
nebyl nalezen statisticky signifikantni
rozdil v parametru celkového preziti
mezi nosickami mutace a pacientkami
se sporadickym karcinomem prsu. Hod-
noceni probéhlo po 2, 5 a 10 letech. Pfi
srovnani pouze triple negativniho imu-
nofenotypu nadoru mély nosicky mu-
tace lepsi preziti ve 2 letech, ale ne
v 5 a 10 letech sledovani [23].

Geny BRCAT a BRCA2 hraji roli v pro-
cesu reparace DNA, proto germinalni
mutace v téchto genech vede k posko-
zeni homologni reparace zlomd dvo-
jité Sroubovice DNA. Toto predisponuje
pacientky k chromozomalni instabilité
a soucasné to umoznuje vyuzit v tera-
pii cytostatika poskozujici DNA, ioni-
zujici zafeni a PARP (poly(ADP-ribéza))
inhibitory [24-25].

Systémova terapie u nadori

s mutaci v genu BRCA1/2

Platinové derivaty a ¢asny karcinom
prsu

Platinové derivaty cisplatina (cDDP)
a karboplatina (CBDCA) se v terapii kar-

cinomu prsu pouzivaji limitované vzhle-
dem k jejich minimalnimu efektu u SR
pozitivnich nadord [26]. Jejich mecha-
nizmem ucinku je poskozeni Sroubo-
vice DNA a tim indukce vzniku apop-
t6zy. Proto se predpoklada, ze pravé
u onemocnéni, kde je porucha reparace
DNA - u genll BRCAT a BRCA2 — mohou
byt tyto latky nejefektivnéjsi. Prvni data
o0 mozné efektivité platinovych derivatl
u nadord spojenych s mutaci v genu
BRCA1/2 z in vitro praci byla publikovana
v roce 2000 a nésledné v dalSich letech.
Prokazan byl pravé benefit platinovych
derivatd a antracyklin(i, nebyl proka-
zan benefit inhibitord mikrotubuld (ta-
xany) [27-29]. Prvni studii, kterd se za-
byvala podanim platiny — konkrétné
cDDP u pacientek s mutaci v genu
BRCAT - byla studie polskych autord.
Jednalo se o velmi selektovanou popu-
laci 107 pacientek s ¢asnym karcinomem
prsu s mutaci pouze v genu BRCAT, které
byly [é¢eny neoadjuvantni chemotera-
pii, kromé jinych rezimu i pouze ¢tyimi
sériemi cDDP s naslednym opera¢nim
feSenim. Patologické komplexni remise
(patological complete remission — pCR)
bylo dosazeno u 61 % zZen. Studie je bo-
huzel pouze jednoramenn4, s velmi li-
mitovanym poctem pacientek lé¢enych
pouze cDDP, bez srovnani se standard-
nim rezimem [30]. Ve velké retrospek-
tivni analyze kohorty ¢inskych pacientek
s TNBC byl prokazan vétsi vyskyt pCR
u nosi¢ek mutace v genu BRCAT ve
srovnani se sporadickym karcinomem
(53,8 vs. 29,7 %); BRCA1 status byl pfi-
znivym nezavislym prediktorem pCR.
Pacientky s mutaci v genu BRCAT do-
sahly lepsi odpovédi na neoadjuvantni
chemoterapii zalozenou na antracykli-
nech ve srovnani se sporadickymi na-
dory. V rameni taxan/karboplatina bylo
dosazeno nizsiho procenta pCR ve srov-
nani s chemoterapii (CHT) zalozenou na
antracyklinech (40 vs. 57 %), ale efekti-
vita CBDCA u nosi¢ek mutace BRCAT vs.
pacientek se sporadickym karcinomem
byla bez rozdilu [31]. Déle byla efekti-
vita platiny u pacientek s mutaci v genu
BRCA1/2 zkoumdna také v randomi-
zované studii GeparSixto. Z celkového
poc¢tu 291 hodnocenych pacientek
s TNBC byla mutace v jednom z gent
nalezena u 50 z nich. Pacientky byly Ié-

¢eny kombinaci paclitaxelu a lipozomal-
niho doxorubicinu podéavanych jednou
tydné spolu s bevacizumabem, s ran-
domizaci do ramene s CBDCA v tyden-
nim poddni. Pfi srovnani bylo prekva-
pujici, ze vétsi benefit ptidani CBDCA
byl prokdzan u pacientek se sporadic-
kym karcinomem ve srovnani s nadory
s pritomnosti mutace - u sporadického
karcinomu byl nalezen rozdil v pCR
19 %, u nadorud geneticky podminénych
pouze 2 %.V roce 2017 byla publikovana
jiz i data tykajici se preziti bez nemoci
(disease-free survival — DFS). U nadort
s mutaci v genu BRCAT a BRCA2 nebyl
pfidanim CBDCA nalezen statisticky sig-
nifikantni rozdil (82,5 vs. 86,3 % pii me-
didnu sledovani 35 mésicl). Vysledek se
nejcastéji vysvétluje vyssi chemosen-
zitivitou geneticky podminénych na-
dor@ [32]. Rozdilnych vysledkl efekti-
vity CBDCA v neoadjuvantnim podani
bylo dosazeno ve dvou velkych rando-
mizovanych klinickych studiich - CALGB
40603 a GEICAM 2006-03. Ve studii
CALGB 40603 bylo 433 pacientek ran-
domizovano do ¢tyf ramen — paclitaxel
jednou tydné v monoterapii, paclitaxel
jednou tydné v kombinaci s bevacizu-
mabem, dédle kombinace paclitaxel jed-
nou tydné a CBDCA AUC6 a kombinace
paclitaxel + CBDCA AUC 6 + bevacizu-
mab. Nasledné byla viem pacientkam
podana dose dense kombinace AC (do-
xorubicin/cyklofosfamid). Po dokonceni
CHT nésledovalo operacni feseni a dale
adjuvantni RT. Pridani CBDCA zvysilo
mnozstvi dosazenych pCR ze 41 na 54 %.
Ve studii CALGB 40603 nebyl nalezen
statisticky signifikantni rozdil v parame-
tru DFS (71 vs. 76 %) na rozdil od studie
GeparSixto, kde byl potvrzen 3lety bene-
fit v parametru DFS ve skupiné pacientek
[écenych i CBDCA ze 76,1 na 85,8 % [33].
Ve studii GEICAM nebyl potvrzen bene-
fit pridani CBDCA [34]. Bohuzel v zadné
z téchto studii nejsou data specifickd pro
nosicky mutaci BRCA1/2 genu. Efektivita
platiny spolu s PARP inhibitorem u TNBC
s mutaci v genu BRCA1/2 byla zkouména
také ve studii BrighTNess, kde byla mu-
tace nalezena u 46 Zen. Taktéz v této
studii nebyl prokazan statisticky signifi-
kantni benefit pridani CBDCA do kombi-
nace. Rozdil v parametru pCR byl 23 % ve
prospéch CBDCA u sporadického TNBC,
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u geneticky podminéného nadoru rozdil
¢inil pouze 9 % [35,36].

Platinové derivaty u metastatického
karcinomu prsu

Efektivita platiny u metastatického kar-
cinomu prsu (metastatic breast cancer —
MBC) je podstatné méné prozkoumana
ve srovnani s ¢asnym karcinomem prsu.
Jedna z prvnich praci byla Byrskim publi-
kovana v roce 2012. Jednalo se o skupinu
20 pacientek s BRCAT mutaci, které byly
Iéceny cDDP v monoterapii. Objektivni
odpovéd byla zaznamendana u 80 % Zen,
45 % dosahlo kompletni remise, 35 %
parcidlni remise; nebyl pozorovan roz-
dil mezi 1. a dalsimi liniemi |é¢by (89 vs.
73 %), stejné tak jako nebyl rozdil v efek-
tivité mezi TNBC a lumindlnimi typy na-
doru (80 % u obou), ackoliv pocet kom-
pletnich remisi byl vy$si u TNBC. Podédno
bylo Sest cykll CHT a doba do progrese
byla 12 mésicd; 17 mésicl u pacientek,
které dosahly kompletni remise. Median
OS byl 30 mésicl a u 4 pacientek bylo
dosazeno 4 let preziti [37]. Nicméné tato
data je nutno brat s rezervou s ohledem
na velmi maly soubor pacientek a ne-
moznost oddélit efekt platiny od jinych
preparat, kterymi byly pacientky |é¢eny
nasledné. V roce 2015 byly publikovany
vysledky dalsi studie faze Il, ve které
bylo 86 pacientek Ié¢eno ¢cDDP nebo
CBDCA v 1. nebo 2. linii pro MBC. Od-
povédi bylo dosazeno ve 29 % v 1. linii
a pouze u 12 % pacientek ve 2. linii.
Efektivita cDDP byla témér dvojnasobna
(32,6 vs. 18,6 %). Pouze 11 pacientek
mélo mutaci v genu BRCA1/2, u nich
byla objektivni odpovéd 54 %. Nebyl
bohuzel zaznamenan signifikantni za-
sadni rozdil v parametru pfeziti bez
progrese (progression-free survival -
PFS) (3,3 vs. 2,8 mésice) a OS (13,7 vs.
10,9 mésice) mezi geneticky podminé-
nym a sporadickym karcinomem [38].
Nejvétsi studie vénovand MBC byla stu-
die TNT, kde byly pacientky s TNBC ran-
domizovény do ramene s CBDCA nebo
s docetaxelem; v pfipadé progrese byl
povoleny crossover. Pacientky s mu-
taci v genu BRCA1/2 doséhly v rameni
s CBDCA vys3si |é¢ebné odpovédi (68 vs.
33 %) a del$iho PFS (6,8 vs. 4,4 mé-
sice), benefit v preziti ale tato studie
neprokazala [39].

Latky ovliviujici mikrotubuly

Do této skupiny 1ékl patfi predevsim ta-
xany - paclitaxel a docetaxel, které se re-
verzibilné vdzou na mikrotubuly, tim je
stabilizuji, interferuji s normalnim pro-
cesem reorganizace a vedou k disrupci
mitdzy. Nékolik studii zkoumalo efekti-
vitu taxan( u pacientek s mutaci genu
BRCA1/2 a jejich efekt byl u této sku-
piny pacientek mensi. Tento nizsi efekt
byl také prokazan v jiz zmifiované stu-
dii TNT. Nékteré studie prokazuji, ze
nizsi efekt taxanl je vazan pouze na
mutace v genu BRCAT.V roce 2010 byly
na ASCO publikovény vysledky efekti-
vity taxan( u pacientek s BRCA2 mu-
taci, kde bylo dosazeno vétsiho efektu
ve srovnani se sporadickym karcino-
mem (lé¢ebna odpovéd (response rate —
RR) - 75 vs. 36 %), PFS bylo ale stejné
(4,6 vs. 4,7 mésice) [40]. V San Antoniu
2015 byla prezentovana prace, ve které
byly pacientky Iéceny v neoadjuvanci
v Uvodu taxanem, nasledné rezimem
AC nebo FEC (5-fluorouracil, epirubicin,
cyklofosfamid). Po vodnim podani ta-
xanu byly presetfeny pomoci magne-
tické rezonance a dosahly nasledujicich
vysledkud - ve skupiné 4 pacientek s mu-
taci BRCAT nebyl zaznamenan zadny
efekt, ve skupiné 8 Zen s BRCA2 mutaci
byl efekt 25 % a u sporadického karci-
nomu prsu 16 % [41]. Tato data nazna-
Cuji, ze BRCA status predikuje rezistenci
na taxany, ale je rozdil v efektivité mezi
mutaci v genech BRCAT a BRCA2.

PARP inhibitory v monoterapii,
kombinaci

Dalsi z 1ékd, které jsou zkoumany u na-
dorl prsu spojenych s mutaci v genu
BRCA1/2, jsou PARP inhibitory. Proteiny
rodiny PARP polymerazy, predevsim
PARP1 a PARP2 hraji vyznamnou roli
v opravé jednovlaknovych zloma DNA
mechanizmem nahrazovani jednotli-
vych bazi (base excision repair). S nej-
vétsi pravdépodobnosti se podileji i na
regulaci dalsich druhl reparace, pre-
devsim homologni rekombinace. In-
hibice PARP vede ke kumulaci jedno-
vldknovych zlomG DNA a v dsledku
kolapsu replika¢ni vidlice k nahroma-
déni dvouvldknovych zlomd DNA. Tyto
zlomy jsou standardné opravovany
jinym repara¢nim mechanizmem - ho-

mologni rekombinaci, kde hraji vyznam-
nou roli pradvé geny BRCAT a BRCA2.
Klinické vyuziti PARP inhibitor( v mo-
noterapii u naddord spojenych s mutaci
v genu BRCA1/2 bylo zaloZzeno na prin-
cipu bunéc¢né letality, kde pouze kom-
binace uvedené mutace a inhibice PARP
vede k bunéc¢né smrti [42]. Tento kon-
cept neni ale jediny. Pfi kombinaci PARP
inhibitoru s CHT zvy3uje PARP inhibitor
efektivitu konvencni terapie tim, Ze za-
brani reparaci poskozené DNA, ktera
vznikla v disledku podané terapie (nej-
Castéji platinovych derivatl) [43]. Nové
jsou k dispozici jiz data na bunécnych
modelech, kterd prokazuji synergisticky
ucinek PARP inhibitoru s inhibitorem
PI3K nejenom u nadorl s mutaci v genu
BRCA1/2, ale i u sporadickych TNBC [44].
Zkoumdano je pét PARP inhibitor( - ola-
parib, rucaparib, niraparib, talazoparib
a velaparib. Klinické studie probihaji ne-
jenom v monoterapii, ale i v Ié¢ebnych
kombinacich.

Schvaleni Utadem pro kontrolu po-
travin a léciv (FDA) a Evropskou léko-
vou agenturou (EMA) pro klinickou
praxi u karcinomu prsu ma zatim pouze
olaparib na zdkladé registracni studie
OlympiAD. Jednalo se o randomizova-
nou, nezaslepenou klinickou studii faze
I, kde byl olaparib srovnévan s CHT.
Dvé tretiny pacientek s mutaci v genu
BRCA, HER2 negativnich, byly predlé-
¢eny 1 nebo 2 liniemi CHT. Ve studii byly
pacientky léceny olaparibem v ddvce
300mg 2krat denné nebo standardni
CHT (monoterapii) dle vybéru osetfuji-
ciho |ékare (kapecitabin, eribulin nebo
vinorelbin). Olaparib byl ve srovnani se
standardni CHT efektivnéjsi v parametru
PFS (7,0 vs. 4,2 mésice; p < 0,001) a v pro-
centu dosazenych lécebnych odpovédi
(RR -59,9 vs. 28,8 %) [45].

Nové byla v letosnim roce publiko-
véna jiz data tykajici se celkového preziti,
kde nebylo v rameni s olaparibem do-
sazeno statisticky vyznamného rozdilu
oproti standardni CHT v monoterapii;
medidn OS byl 19,3 mésice ve skupiné
s olaparibem vs. 17,1 mésice ve skupiné
[é¢ené CHT (HR 0,90; 95% Cl 0,66-1,23;
p = 0,513) [46]. Vliv pfedchoziho podani
platinovych derivatl na efektivitu PARP
inhibitorll zUstavd doposud nejasny
(PARP inhibitory mohou indukovat zkfi-
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zenou rezistenci k pfedchozi CHT u latek
ovliviujicich poskozeni DNA).

Dalsim z PARP inhibitoru je talazopa-
rib, u kterého byla také prokazéna efek-
tivita u MBC u pacientek s BRCA1/2 mu-
taci. V podobné designované studii faze
Il EMBRACA byla srovnavana efekti-
vita talazoparibu s terapii dle volby lé-
kate (kapecitabin, eribulin, gemcita-
bin nebo vinorelbin) u 431 pacientek
s BRCAT nebo BRCA2 mutaci. Talazopa-
rib signifikantné prodlouzil PFS - 8,6 vs.
5,6 mésice (HR 0,542; p < 0,001) [47].

Veliparib (inhibitor PARP1/2) byl zkou-
man jak ve studiich pro metastatické
onemocnéni, tak ve studiich u ¢asného
karcinomu prsu, nejc¢astéji v kombinaci
s CHT. U metastatického onemocnéni
ve studii faze Il BROCADE Il byl poda-
van v kombinaci s CBDCA a paclitaxe-
lem, v jednom z ramen byl kombinovén
s temozolomidem. V rameni s temozo-
lomidem benefit prokdzan nebyl (PFS
7,4, mésice; OS 19,1 mésice), v rameni
s kombinovanou CHT byl prokazan stati-
sticky nesignifikantni benefit pro kombi-
naci s veliparibem — median PFS 14,1 vs.
12,3 mésice (HR 0,789; p = 0,227), me-
didn OS 28,3 vs. 25,9 mésice (HR 0,71;
p = 0,156) [48]. Studie faze Il BROCADE
Il probihala také u metastatického one-
mocnéni; pacientky byly lé¢eny kom-
binaci paclitaxel tydné / CBDCA = veli-
parib, data doposud nejsou k dispozici.
Veliparib byl zkouman i v neadjuvant-
nim podani — ve studii I-SPY2, kde byly
[éceny pacientky s klinickym stadiem I
alll. Jedno z experimentalnich ramen za-
hrnovalo veliparib a CHT (CBDCA s pacli-
taxelem, nasledné kombinaci AC) nebo
pouze standardni CHT (paclitaxel v mo-
noterapii, nasledné kombinace AC).V ra-
meni s CBDCA a veliparibem bylo dosa-
zeno pCR 51 % ve srovnani s pCR 26 %
ve standardnim |é¢ebném rameni.
U pacientek s mutaci v genu BRCA bylo
dosazeno v experimentalnim rameni
pCR 17 vs.5 % ve standardnim |é¢ebném
rameni [49].

Rucaparib je zkoumdan v monoterapii
nebo v kombinaci s cDDP u pacientek
s TNBC nebo s mutaci v genu BRCA1/2,
HER2 negativnich, po predchozi neadju-
vantni CHT zaloZené na antracyklinech
a taxanech (studie BRE09-146). Primarni
cil, 2lety DFS, byl srovnatelny v obou

ramenech - 28,3 % s ¢cDDP vs. 63,1 %
u kombinace cDDP/rucaparib. BRCA sta-
tus nemél vliv na vysledky v jednotlivych
ramenech (pouze 22 pacientek s BRCA
mutaci ze 128 vsech TNBC) [50].

V soucasnosti zUstava nejasné, jak nej-
lépe identifikovat pacientky s karcino-
mem prsu, které budou nejlépe profi-
tovat z terapie s PARP inhibitory kromé
vySetieni BRCA mutace. Jednim z pre-
diktivnich faktord mulze byt samotny
fenotyp nadoru, vzhledem k efektivité
i u sporadickych TNBC, ale celkova od-
povéd je mensi ve srovnani s nadory,
které maji mutaci v genu BRCA1/2. Do
nékterych studii s PARP inhibitory jiz
byly zafazeny i pacientky s pozitivi-
tou hormondlnich receptord (studie
ICEBERG 1, Study 42, OlympiAD) a ve
vsech byl nalezen benefit PARP inhibi-
tord i u nddord SR pozitivnich. Stejné
tak i ve studii ABRAZO s talazoparibem
byla prokazdna témér srovnatelnd efek-
tivita u SR pozitivnich nddor a TNBC -
29 vs. 26 % [51]. Je urcité potfeba jesté
dalsich dat, nicméné jiz ted' Ize ¥ici, ze
PARP inhibitory jsou efektivni i u SR po-
zitivnich nadort s mutaci BRCA1/2 genu.
Perspektivni se mohou jevit i v terapii
mozkovych metastaz, pfedevsim u TNBC
vzhledem k jejich priiniku hemato-ence-
falickou bariérou [52]. A¢ jsme se zatim
v klinické praxi setkali s PARP inhibitory
pouze v rdmci klinickych studii, jsou jiz
zndmé i mechanizmy rezistence. Jed-
nim z nich je reverzni mutace v genu
BRCA1/2, déle inaktivace DNA reparac-
nich proteint (53 BP1 a REV7) nebo zvy-
Send aktivita RAD51, coz jsou viechny,
které obnovuji funkci homologni
rekombinace.

Jednou z moznosti prekondni rezis-
tence bude volba Ié¢ebnych kombinaci,
napf. s imunoterapii (durvalumabem)
a dalsimi [53].

Jak tedy pristupovat k systémové
terapii geneticky podminéného
karcinomu prsu v kazdodenni
klinické praxi?

Soucasné studie prokazuji vysokou che-
mosenzitivitu nddord spojenych s mu-
taci v genu BRCA1/2. Byla zde prokédzana
vysokd efektivita platinovych derivat(
pfedevsim v neadjuvantnim podani
a u MBC, predevsim u TNBC spojeného

s mutaci v genu BRCAT1/2. U metasta-
tického onemocnéni Ize na zakladé kli-
nické studie TNT podavat platinovy de-
rivat u TNBC hned v 1. linii onemocnéni,
v dalsich liniich pak taxany a jina cyto-
statika. V neoadjuvanci jsou prekvapiva
data, kde benefit CBDCA zdsadné ne-
zvysil dosazeni pCR u nadort spojenych
s mutaci. Tudiz Ize TNBC u BRCA1/2 no-
sicek lécit stejné jako sporadicky TNBC
chemoterapii zaloZzenou na antracykli-
nech a taxanech v sekvenc¢nim podani
u pacientek s vybornou odpovédi na
CHT. Pfi nevyrazné odpovédi Ize stejné
jako u sporadického nadoru volit po
antracyklinech kombinaci taxanu s pla-
tinovym derivatem. Déle Ize primarné
pfidani platinového derivatu v neoad-
juvanci zvazovat u pacientek s pozitiv-
nimi axildrnimi uzlinami, stejné jako je
soucasné doporuceni pro pacientky se
sporadickym TNBC. Zda existuje sku-
pina pacientek, u kterych bude dostacu-
jici pouze podani platinového derivatu,
popf. jeho kombinace s PARP inhibito-
rem, zatim neni jasné. To ndm ukdazou
vysledky pravé probihajicich klinickych
studii. V adjuvanci data podporujici po-
déni platinového derivatu nejsou, lze jej
zvazovat ve vyjimecnych situacich, napf.
u pacientek, u kterych nelze podat ant-
racyklin, popf. u pacientek s HER2 po-
zitivnim nadorem, kde Ize zvolit rezim
TCH (docetaxel/CBDCA/trastuzumab).
U nadora s pozitivnimi SR by méla byt
zvazovana standardni CHT, dokud ne-
budou k dispozici data, kterd proka-
zuji benefit platiny i u téchto podtypl
nadorl. U drobnych nadorl I. klinic-
kého stadia pfi mutaci v genu BRCAT je
vhodné indikovat CHT jiz i u velikosti n&-
dord pT1b (u nadord nad 5mm). Podani
CHT i u velmi malych nador( podpo-
ruji data z retrospektivni analyzy z roku
2014, kde pacientky lé¢ené CHT u pT1b
a pT1c - pfedevsim SR negativni — mély
pfi medidnu sledovani témér 15 let lepsi
preziti ve srovnani s pacientkami, u kte-
rych CHT nebyla podéna [54,55]. Co
se tykd podani hormondlni 1é¢by, ne-
jsou k dispozici specificka data, kterd
by podporovala podani ur¢itého prepa-
rdtu u urcitého subtypu nadoru u gene-
ticky podminénych nador(, proto plati
pro podani hormonalni [é¢by stejna do-
poruceni jako u sporadického karci-
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nomu prsu. PARP inhibitor (olaparib)
v monoterapii Ize podat u metastatic-
kého, HER2 negativniho nadoru prsu
u pacientek predlécenych maximalné
2 liniemi paliativni CHT - na zakladé
dat z klinické studie OlympiAD. Pouze
olaparib ma v soucasné dobé EMA re-
gistraci, u nds neni doposud schvalena
uhrada.

Zaveér

Nez budou zcela zfejmé indikace po-
dani platinového derivatu u nador( no-
sicek BRCA1/2 na zakladé probihajicich
klinickych studii, benefit podani plati-
nového derivatu by mél byt zvazovan
ve svétle vyssi chemosenzitivity téchto
nadord a vyssi toxicity platinovych de-
rivatd. Hledani prediktivnich markerd
nadm snad do budoucna pomuze lépe
identifikovat skupinu pacientek, u kte-
rych by podani platinového derivéatu za-
sadné ovlivnilo [é¢ebny efekt i za cenu
vyssi toxicity. Dokud nebude k dispozici
vice informaci, pfidani platinového de-
rivatu do neadjuvantniho CHT rezimu
by mélo byt individualizovano. Taktéz
neni zcela zfejmé optimalni davkovani
platinovych derivétl, sekvence poda-
vani a CHT rezim, kam nejlépe prepa-
rat inkorporovat. V soucasné dobé je
akceptovatelné podani platinového de-
rivatu u pacientek s ¢asnym karcinomem
prsu s triple negativnim fenotypem na-
doru u nosi¢ek mutace v genu BRCA1/2,
u inflamatorniho karcinomu, u lokalné
pokrocilého onemocnéni a tam, kde
uvodni podani antracyklind ptineslo
jen minimalni efekt. Soucasné je ale po-
tfeba brat v Uvahu i vétsi vyskyt vedlej-
Sich ucinkd, ktery byl potvrzen ve viech
studiich zkoumajicich efekt platinovych
derivat(. Zatim jesté nenastal Cas, kdy by
mohl byt antracyklin zcela nahrazen pla-
tinovym derivatem.
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Zhodnoceni U¢innosti neoadjuvantni
chemoterapie s platinovym derivatem u pacientek
se zarodec¢nou mutaci v genech BRCAT a BRCA2 —
retrospektivni analyza souboru pacientek

s karcinomem prsu lé¢enych v MOU Brno

Effectiveness of Neoadjuvant Therapy with Platinum-Based Agents for
Patients with BRCAT and BRCAZ Germline Mutations — A Retrospective
Analysis of Breast Cancer Patients Treated at MMCI Brno

Holanek M.", Bilek O.", Nenutil R.?>3, Kazda T.#, Selingerova 1.2,
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Souhrn

Vychodiska: Mutace v genech BRCAT a BRCA2 je spojend s vysokym rizikem vzniku karcinomu
prsu. U onemocnéni vznikajicich na podkladé této mutace se predpoklada vétsi efektivita
platinovych derivat(. Jejich role a Ucinnost ve smyslu zvy3eni pravdépodobnosti patologické
kompletni remise (pathological complete remission — pCR) v rdmci systémové neoadjuvantni
chemoterapie karcinomu prsu u pacientek s BRCAT a BRCA2 mutaci je opakované diskutovana,
nicméné neexistuji jednoznacna doporuceni. Soubor pacientii a metody: Na souboru pacientek
s BRCA1/2 mutovanym nadorem prsu [é¢enych v letech 2010-2017 neoadjuvantni chemotera-

pii retrospektivné hodnotime pfinos pfidani platinového derivatu na dosazeni pCR. Odpovéd

na neoadjuvantni chemoterapii byla hodnocena patologem z definitivniho resekatu. Jako pCR
byl oznacen stav, kdy doslo k Gplnému vymizeni invazivniho karcinomu z prsu a event. spa-
dovych lymfatickych uzlin. Vysledky: V celkovém souboru 76 pacientek (medién 39 let, 62 %
triple negativni karcinom (triple negative breast cancer - TNBC), 70% BRCA1 pozitivita) bylo
platinovym derivatem I[é¢eno 37 nemocnych. Pacientky 1é¢ené platinovym derivatem mély
signifikantné castéji pCR (57 vs. 23 %, p = 0,005). Pacientka s platinovym rezimem ma 4,4krat
vétsi Sanci na dosazeni pCR nez pacientka bez platinového rezimu za predpokladu stejného
fenotypu tumoru (TNBC nebo SR+/HER2-). Zdvér: Neoadjuvantni chemoterapie s platinovym
derivatem je u pacientek s BRCA1/2 mutaci spojena s vy$si pravdépodobnosti dosazeni pCR,
ktera ma dulezity vztah k dalsi prognéze pacientky. Zvazovana by méla byt predevsim u pa-
cientek s TNBC fenotypem.

Klicova slova
karcinom prsu - geny BRCAT - geny BRCA2 - neoadjuvantni terapie - cisplatina — karboplatina
- patologicka kompletni remise
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Summary

Background: Mutations in the BRCAT and BRCA2 genes are associated with a high risk of developing breast cancer. Tumors arising from this mu-
tation are expected to be more sensitive to platinum-based drugs. The role of platinum-based drugs in systemic neoadjuvant BRCA1/2 breast
cancer therapy, and its efficacy in increasing the probability of pathological complete remission (pCR) are discussed repeatedly; however, there
are no clear recommendations. Patients and methods: We retrospectively evaluated the contribution of a platinum-based antineoplastic drug to
the achievement of pCR in a set of patients with BRCA1/2 mutant breast cancer treated with neoadjuvant chemotherapy from 2010 to 2017. The
response to neoadjuvant chemotherapy was evaluated by a pathologist using definitive surgical specimens. A pCR was defined as a condition in
which complete invasive breast cancer, and (eventually) positive lymph nodes, had disappeared. Results: Of 76 patients (median age, 39 years;
62% with triple negative breast cancer (TNBC); 70% with BRCAT positivity), 37 were treated with platinum-based drugs. More patients treated
with platinum derivatives achieved pCR (57% vs. 23%, p = 0.005). Patients treated in a neoadjuvant setting with platinum-based antineoplastic
drugs had a 4.4x greater chance of achieving pCR than those not treated with platinum, assuming the same tumor phenotype (TNBC or SR+/
HER2-). Conclusion: Neoadjuvant platinum-based chemotherapy for patients with a BRCA1/2 mutation is associated with a higher probability of
achieving pCR, which is important for subsequent prognosis. This treatment should be considered particularly for patients with BRCAT mutation

and a TNBC phenotype.

Key words

breast cancer — genes, BRCAT - genes, BRCA2 — neoadjuvant therapy - cisplatin - carboplatin — pathologic complete response

Uvod

Karcinom prsu je nej¢astéjsim zhoub-
nym nadorovym onemocnénim u zZen,
s neustdle stoupajici incidenci [1]. Jedna
se 0 zna¢né heterogenni skupinu one-
mocnéni s riznou odpovédi na Iécbu,
atedyirdznou progndzou. Celozivotniri-
ziko vzniku karcinomu prsu je 6-7 % [2].
Nosi¢ky mutace v tumor supresorovych
genech BRCAT (BReast CAncer; chromo-
zom 17921, 24 exon) a BRCA2 (chromo-
zom 13q12-13, 27 exonU) maji oproti
zdravé populaci vyrazné vyssi riziko
vzniku karcinomu prsu a ovarii; mutace
v téchto genech je tak spojena s here-
ditdrnim syndromem karcinomu prsu
a ovarii (produkty jmenovanych genli
se Ucastni oprav poskozené DNA a kon-
troly buné¢ného cyklu) [3,4]. CeloZivotni
riziko vzniku karcinomu prsu u nosic¢ek
BRCAT mutace je 40-87 %, u nosi¢ek mu-
taci v BRCA2 18-88 % [5].

Celkové preziti (overall survival - OS)
je u pacientek s karcinomem prsu
aBRCA1/2 mutaci stejné jako u pacientek
s karcinomem prsu bez pfitomnosti mu-
tace [6]. Nadory spojené s BRCAT mu-
taci jsou casto triple negativni (triple
negative breast cancer - TNBC), tento
typ onemocnéni je charakterizovan ab-
senci exprese estrogenového a proge-
steronového receptoru a absenci over-
exprese HER2 receptoru na nadorovych
bunkach. Vyskyt mutaci v BRCAT genu
je u pacientek s TNBC 9-21 %. Az 39 %
pacientek mladsich 40 let s TNBC jsou
nosicky BRCAT nebo BRCA2 mutace [7].

TNBC je agresivnim podtypem karci-
nomu prsu, ktery je charakteristicky vy-
sokym rizikem relapsu a ¢asnym me-
tastazovanim. Progndéza pacientek
s metastatickym TNBC je Spatnd, OS se
pohybuje kolem 18 mésici a méné [8].
Snahou je proto v ramci lé¢by ¢asného
karcinomu prsu pouzit co mozna nej-
efektivnéjsi Iécbu.

U pacientek s BRCA1/2 mutaci se
predpoklada kvili poskozeni reparace
dvouvldknovych zlomd DNA cestou ho-
mologni rekombinace lepsi efektivita
platinovych derivatd [9-11]. Platinové
derivaty (cisplatina, karboplatina, oxali-
platina) maji podobny ucinek jako alky-
la¢ni cytostatika, ale DNA pfimo nealky-
luji (nemaji alkylacni skupinu). Vazou se
na DNA, dochdzi ke vzniku interkalac¢-
nich vazeb, coz zamezuje replikaci nuk-
leovych kyselin. Cisplatina se stava ak-
tivni az v intracelularnim prostiedi, kde
je méné chloridovych iontl. Nasledné
dochazi ke vzniku nukleofilniho radi-
kalu, ktery reaguje s purinovymi bazemi
nukleovych kyselin. Vznikaji tak vnitrore-
tézcové vazby i pfimo zlomy [12]. Role
platinového derivatu jakozto soucdsti
neoadjuvantni chemoterapie (NACHT)
je u pacientek s mutaci BRCA1/2 opako-
vané diskutovdna, hlavné ve smyslu zvy-
Seni pravdépodobnosti dosazeni pato-
logické kompletni remise (pathological
complete remission — pCR). Ta je charak-
terizovana jako patologem potvrzené
uplné vymizeni invazivniho karcinomu
z prsu a event. spadovych lymfatickych

uzlin po podani NACHT. Zném je vztah
mezi pCR a prognézou onemocnéni; pa-
cientky s pCR maji lepsi prognézu nez
pacientky s rezidudlnim onemocné-
nim [13]. Zatim vsak nejsou k dispozici
7zadnd jednoznacnd lécebna doporu-
Ceni. Ke zvazeni je podani platinového
derivatu jakozto soucasti NACHT hlavné
u pacientek s BRCAT mutaci a TNBC
fenotypem [14].

Cilem této retrospektivni analyzy
je zhodnoceni |é¢ebné odpovédi na
NACHT u pacientek s BRCA1/2 mutaci
s dGirazem na analyzu zavislosti dosazeni
pCR na pfidani platinového derivatu.

Metodika

Soubor pacienti

Do studie byly zafazeny pacientky s ¢as-
nym, event. lokalné pokrocilym karcino-
mem prsu (klinické stadium Il a vyse), se
zarode¢nou mutaci v genech BRCA1/2,
které byly v letech 2010-2017 léceny
NACHT v Masarykové onkologickém
ustavu v Brné. Vylu€ujicim kritériem
bylo vzdalené metastatické onemoc-
néni a nejednoznacny zavér histopatolo-
gického vysetteni. Hodnoceny byly pa-
cientky TNBC a pacientky s hormonalné
dependentnim onemocnénim (ER+
a/nebo PR+). Pacientky s HER2 pozitiv-
nim onemocnénim byly z hodnoceni
vylouceny.

Neoadjuvantni chemoterapie
V rdmci NACHT byly pacientky lé¢eny
standardnimi rezimy s antracykliny
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(napf. doxorubicin, cyklofosfamid - AGC;
epirubicin, cyklofosfamid - EC; 5-fluo-
rouracil, epirubicin, cyklofosfamid — FEC)
a event. taxany (paklitaxel a docetaxel).
U casti pacientek bylo indikovano po-
dani platinového derivatu (cisplatina
nebo karboplatina). Zafazeni platino-
vého derivatu do NACHT nebylo stan-
dardizovano, rezim s platinou byl volen
dle individualniho zvazeni osetfujiciho
Iékare s ohledem na doporuceni multi-
disciplinarni komise pro nadory prsu.

Hodnoceni lé¢ebné odpovédi
Odpovéd na NACHT byla hodnocena
patologem z definitivniho resekatu
po provedeni opera¢niho vykonu po-
moci semikvantitativni klasifikace re-
grese (tumor regression grade — TRG)
dle Parka et al [15]. Jako pCR byl hod-
nocen stav, kdy po podani NACHT doslo
k Uplnému vymizeni invazivniho karci-
nomu z prsu a event. spadovych lymfa-
tickych uzlin (dle Parka et al TRG 1 - pCR
karcinomu prsu po NACHT; nebo 2 - tak-
fka totalni vymizeni nadoru po NACHT,
kdy perzistuji pouze ojedinélé skupiny
bunék in situ).

Statisticka analyza

Deskriptivni analyza pacientek byla pro-
vedena pomoci zékladnich popisnych
statistik (median a rozsah, resp. primeér
a smérodatna odchylka pro kontinudlni
data; pocet a procenta pro data katego-
ridlni). Nezdvislost proménnych v kon-
tingencni tabulce byla hodnocena Fis-
herovym exaktnim testem. Multivaria¢ni
analyza dosazeni pCR v zavislosti na
typu chemoterapie (standardni chemo-
terapie vs. chemoterapie s platinovym
derivatem) byla provedena pomoci lo-
gistické regrese. V ramci této analyzy byl
spocitdn pomér sanci (odds ratio — OR),
Zeni pCR a OR > 1 vyssi Sanci dosazeni
pCR. Za hranici statistické vyznamnosti
byla uvazovana hodnota 0,05. Pro zpra-
covani byl vyuzit statisticky software
R verze 3.5.2.

Vysledky

Charakteristika pacientek

a jejich lécba

Retrospektivné bylo hodnoceno celkem
76 pacientek, 53 (70 %) s BRCAT mutaci

a 23 (30 %) s BRCA2 mutaci. Median véku
pacientek v dobé diagnézy byl 39 let
(rozsah 23-74 let), nejcastéji se jednalo
o pacientky s lokalné pokrocilym one-
mocnénim. Nejvice zastoupenym his-
tologickym typem onemocnéni byl in-
vazivni karcinom nespecidlniho typu
grade 3. Dalsi popisné charakteristiky
pacientek jsou shrnuty v tab. 1.
Signifikantné vice TNBC pacientek bylo
ve skupiné s BRCAT mutaci (42/53 pa-
cientek; 79 %) ve srovnani s BRCA2 mu-
taci (5/23 pacientek; 22 %), p < 0,001.
Délka NACHT byla 3-6 mésicu, antra-
cykliny a taxany byly podavany ve stan-
dardnim davkovanidle platnych doporu-
¢eni. U 10 pacientek byl pouzit davkové
denzni rezim AC. Délka podéavani plati-
nového derivatu nebyla standardizo-
vana. Platinovy derivat byl podavan cel-
kem u 37 (49 %) pacientek. Podavani
platinového derivatu nebylo zavislé na
typu BRCA mutace (29/53; 55 % ve sku-
piné BRCAT a 8/23; 35 % ve skupiné
BRCA2; p = 0,138) ani na kategorizaci pa-
cientek dle hormondlniho profilu (25/47;
53 % ve skupiné TNBC a 12/29; 41 % ve
skupiné SR+/HER2—; p = 0,353).
Cisplatina byla nej¢astéji podavana
v monoterapii 4krat kazdé 3 tydny
v ddvce 75mg/m? V pripadé karbopla-
tiny bylo nejcastéji voleno konkomitantni
podani s taxanem jednou tydné v davce
AUC 1,5-2, v tomto rezimu byla karbo-
platina poddna maximalné 12krat. Lécba
pacientek probihala ambulantné, pouze
pacientky, které byly |éceny rezimy s cis-
platinou, byly hospitalizovany vzhledem
k délce aplikace chemoterapeutického
rezimu. Souhrn pouzitych chemotera-
peutickych rezimi je uveden v tab. 2.

Kompletni patologickd odpovéd

byla dosazena u 30 (39,5 %) pacientek,
46 (60,5 %) pacientek pCR nedosahlo.
Signifikantné vice pCR bylo ve skupiné
s BRCAT mutaci (27/53 pacientek; 51 %)
ve srovnani s BRCA2 mutaci (3/23 pa-
cientek; 13 %), p = 0,002 a také ve sku-
piné s TNBC tumorem (25/47 pacientek;
53 %) ve srovnani s SR+/HER2— tumo-
rem (5/29 pacientek; 17 %), p = 0,002.

Vztah mezi typem NACHT a pCR

Pacientky |é¢ené platinovym derivatem
mély signifikantné ¢astéji pCR (21/37 pa-
cientek s platinou; 57 %) ve srovnani

Tab. 1. Zakladni popisné charakteris-
tiky souboru pacientek.

Charakteristika n=76
vék v dobé diagnézy (roky)
median 39

rozsah 23-74

rozsah onemocnéni (n; %)

operabilni (T1,2) 15 (20 %)
lokalné pokrocily o
(T3,4; jakékoliv T a N+) 58 (76 %)
inflamatorni (T4d) 3 (4 %)

stav lymfatickych uzlin (n; %)

NO 22 (29 %)
N1 45 (59 %)
N2-3 9 (12 %)

hormonalni status ER (n; %)
ER+ 27 (36 %)
ER- 49 (64 %)

hormonalni status PR (n; %)

PR+ 24 (32 %)

PR- 52 (68 %)
0,

TNBC (n; %) cEA)

histologicky typ (n; %)

NST 75 (99 %)
lobularni 0(0 %)
jiny 1(1%)
grade (n; %)

1 0 (0 %)
2 3 (4 %)
3 73 (96 %)
BRCA pozitivita (n; %)

BRCAT+ 53 (70 %)
BRCA2+ 23 (30 %)

ER - estrogenovy receptor, PR - proge-
steronovy receptor, TNBC - triple ne-
gativni karcinom, BRCA - BReast CAn-
cer tumor supresorovy gen
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Tab. 2. Chemoterapeutické rezimy
pouzité v neoadjuvantni lécbé. Re-
zimy obsahujici platinovy derivat
jsou zvyraznény.

Chemoterapeuticky

rezim (n; %) n=76
antracyklin + taxan 25 (33 %)
antracyklin + cDDP 18 (24 %)
zgtl;actzklin +PTX + 15 (20 %)
DD AC+PTX + CBDCA 2(3%)
DD AC + PTX + cDDP 2 (3%)
DD AC + cDDP 6 (8 %)
antracyklin 10 (13 %)
taxan 3 (4 %)
:Bg:cyklin + taxan + 3(4%)
PTX + CBDCA 1(1 %)
CMF 1(1 %)

cDDP - cisplatina, PTX - paklitaxel,
CBDCA - karboplatina, CMF - cyklo-
fosfamid, metotrexat, 5-fluorouracil;
DD - davkové denzni, AC - doxoru-
bin, cyklofosfamid

s pacientkami bez pfidani platinového
derivatu k NACHT (9/39 pacientek;
23 %), p = 0,005. Multivaria¢ni analyza
pravdépodobnosti dosazeni pCR uka-
zala jako signifikantni faktory typ NACHT
(pfitomnost platinového derivatu) a fe-
notyp tumoru (TNBC vs. SR+/HER2— tu-
mory). Typ BRCA mutace (BRCAT vs.
BRCA2) nedosahl v multivaria¢ni analyze
statistické vyznamnosti. Pfidani platino-
vého derivatu zvysuje Sanci na dosazeni
pCR. Pacientka s platinovym rezimem
ma 4,4krat vétsi Sanci na dosazeni pCR
nez pacientka bez platinového rezimu,
za predpokladu stejného typu tumoru
(TNBC nebo SR+/HER2-) (tab. 3).

Diskuze

Dle vysledkd této retrospektivni stu-
die bylo dosazeno pCR po NACHT u pa-
cientek s BRCAT a BRCA2 mutaci cel-
kem u 39,5 % pacientek z celkového
poctu 76. Pravdépodobnost vyskytu
pCR se lisila dle typu mutace, feno-
typu onemocnéni a typu NACHT. Potvr-

Tab. 3. Multivaria¢ni analyza pravdépodobnosti dosazeni patologické kompletni

regrese.

typ tumoru

platinovy derivat ano vs. ne

TNBC vs. SR+/HER2—

OR (95% CI) p hodnota
5,5(1,8-19,9) 0,005
4,4 (1,6-13,5) 0,006

TNBC - triple negativni karcinom, SR - steroidni receptor, OR - pomér sanci, Cl - kon-

fidenc¢ni interval

zen byl pfinos platinového derivétu;
pacientky |é¢ené témito rezimy mély
vétsi pravdépodobnost dosazeni pCR
nez pacientky Ié¢ené rezimy standard-
nimi. Nejvétsi benefit byl pozorovan
u TNBC pacientek.

Zhodnoceni ucinnosti platinového
derivatu ve smyslu ovlivnéni pravdé-
podobnosti vyskytu pCR u pacientek
s karcinomem prsu bylo pfedmétem
nékolika klinickych studii a praci. Re-
trospektivni analyza NACHT pacientek
s BRCAT mutaci prokdazala vyssi prav-
dépodobnost dosazeni pCR pfi pou-
Ziti cisplatiny ve srovnani se standard-
nimi rezimy [16]. Prace byla podkladem
vzniku prospektivni studie, kterd kon-
statovala vyborny efekt cisplatiny v mo-
noterapii u pacientek s BRCAT mutaci,
kdy pCR bylo dosazeno u 61 % pa-
cientek [17].V nasem souboru pacientek
s BRCAT mutaci bylo dosazeno 51 %
pCR. Studie PrECOG 0105 [18] hodno-
tila dosazeni pCR po NACHT u pacientek
s TNBC a/nebo BRCA1/2 mutaci. Ve sku-
piné pacientek s BRCA1/2 mutaci bylo
56 % pCR. V rdmci NACHT vsak byly pa-
cientky lé¢eny kromé kombinace karbo-
platiny a gemcitabinu i PARP1 inhibito-
rem iniparibem. Studie GeparSixto [19]
prokdzala pozitivni vliv karboplatiny
na dosazeni pCR u pacientek s TNBC
a HER2+ karcinomem prsu. Pacientek
s BRCA1/2 mutaci bylo zafazeno celkem
50 z celkového poctu 315. Pridani kar-
boplatiny je spojeno s vy$sim zastou-
penim pCR, hlavné ve skupiné TNBC.
Pacientky s BRCA1/2 mutaci ¢astéji do-
sahovaly pCR s vétsim benefitem po
pfidani platinového derivatu. Po 3 le-
tech sledovani bylo zhodnoceno pfreziti
bez zndmek onemocnéni (disease-free
survival — DFS) ve vztahu k podanému
typu chemoterapie; 85,5 % pacientek

[é¢enych karboplatinou bylo bez zna-
mek aktivity onemocnéni ve srovnani
s 76,1 % pacientek, které karboplatinu
nedostaly. Co se tyce vztahu BRCA sta-
tusu a DFS, profit z karboplatiny mély
hlavné pacientky bez BRCA mutace, ve
skupiné pacientek s BRCA mutaci nebyl
vyraznéjsi efekt karboplatiny pozoro-
van. Divodem muze byt mensi mnoz-
stvi pacientek nebo obecné vysoka cit-
livost této skupiny pacientek k terapii.
Maly pocet pacientek [é¢enych v nasem
souboru karboplatinou znemoznuje va-
lidni hodnoceni vysledkl |é¢by v této
podskupiné.

Publikovany byly i vysledky, které ne-
poukazuji na benefit platinového de-
rivatu. Studie GEICAM/2006-03 [20]
hodnotila pfinos pfidani karboplatiny
k docetaxelu po antracyklinovém re-
Zimu u pacientek s TNBC. Bez ohledu
na rezim bylo dosazeno shodného za-
stoupeni pCR (30 %). Dosazeni pCR ve
vztahu k typu chemoterapie a BRCA sta-
tusu bylo hodnoceno i v rdamci dalsich
studii [21,22].

Dosazeni pCR je obecné spojeno
s lepsi progndézou, hlavné u pacientek
s TNBC a HER2+ karcinomem. Ty pa-
ziko relapsu onemocnéni a lepsi OS
nez pacientky s rezidudlnim onemoc-
nénim [23-25]. Neni viak jednoznacné
zndmo, jaky vliv ma dosaZeni pCR na pa-
rametr DFS a event. OS u podskupiny pa-
cientek s BRCA1/2 mutaci. Doposud také
neni k dispozici studie faze lll, ktera by
jednoznacné prokazovala benefit plati-
nového derivatu u vyse uvedenych pod-
skupin pacientek.

Zhodnoceni odpovédi na NACHT je
v soucasné dobé dulezité i ve vztahu
k optimalni volbé adjuvantni |é¢by. Pa-
cientky s pCR jiZ nejsou standardné ad-
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juvantni chemoterapii lé¢eny, naopak
pacientkdm s rezidudlnim onemocné-
nim Ize nabidnout na zékladé vysledkd
studie CREATE-X [26] adjuvantni terapii
kapecitabinem.

| pfes vyse citované vysledky dopo-
sud neni k dispozici jednoznac¢né dopo-
ruceni, kdy terapii platinovym derivatem
v rdmci NACHT volit, a neni ani zndmo,
zda je lé¢ba platinovym derivatem u pa-
cientek s BRCA mutaci jednoznaéné spo-
jena s lepsi prognézou. Indikace tohoto
typu lécby se tedy odviji stale spise od
zkudenosti lékare a individualniho zva-
Zeni rizikovych faktorl konkrétniho
pacienta.

Nase prace potvrzuje vysledky vyse
uvedenych studii; vliv platinového de-
rivatu na dosazeni pCR byl pozorovan
hlavné u pacientek s TNBC, kde bylo za-
stoupeni pCR nejvyssi. Limitaci této ana-
lyzy je retrospektivni hodnoceni, malé
mnozstvi hodnocenych pacientek (pfe-
devsim v podskupiné a mutaci BRCA2),
pouziti chemoterapeutickych rezimi
o rlzném davkovani a nejednotny po-
stup v indikaci konkrétniho typu NACHT.
Tyto limitace reflektuji skute¢nost, ze se
jedna o retrospektivni data z kohorty pa-
cientek z bézné klinické praxe.

Zaver

NACHT s platinovym derivatem je u pa-
cientek s BRCA1/2 mutaci spojena s vyssi
pravdépodobnosti dosazeni pCR, ktera
ma vztah k dalsi 1é¢bé a progndze pa-
cientky. Zvazovana by méla byt prede-
vsim u pacientek s TNBC fenotypem.
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biologicka a klinicka relevance
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Vychodiska: Dédi¢né mutace v genu CHEK2 kodujicim CHK2 proteinkindzu zpUsobuji stfedné zvy- met the ICMJE recommendation for biomedical
$ené riziko vzniku karcinomu prsu (breast cancer — BC) a dalich nadorovych onemocnéni. Vysoka papers.

populacni variabilita CHEK2 mutaci a vyskyt vzacnych missense variant nejasného vyznamu (variants

of unknown clinical significance - VUS) komplikuje odhad rizika vzniku nddorovych onemocnéni =

u nosict germindlnich variant. Soubor pacientti a metody: Mutacni analyzu CHEK2, v¢. analyzy velkych MUDT. Petra Kleiblova, Ph.D.

prestaveb, jsme provedli u 1 526 vysoce rizikovych pacientek s BC a 3 360 kontrol z CR. Nalezené VUS

Ustav biochemie a experimentalni
jsme klasifikovali pomoci funkéni analyzy v modelovém systému lidské bunécné linie RPE1-CHEK2- P

-KO, ve které byly obé& endogenni alely inaktivovany metodou CRISPR/Cas9. Vysledky: Cetnost 10 rliz- ?nll_(: ISE '€

nych trunkacnich mutaci CHEK2 byla vyznamné vyssi u pacientek s BC (2,62 %) nez u kontrol (0,11 %; ’ .

p=4,1x107"?),23 rdznych missense variant jsme nalezli u 4,5 % pacientek a 4,0 % kontrol. Nej¢ast&jsi U Nemocnice 5

alteraci predstavovala p.1157T se srovnatelnou ¢etnosti u pacientek a kontrol (3,08 vs. 3,10 %). Funk¢ni 120 00 Praha 2

analyza identifikovala u 9 VUS zasadni poruchu kinazové aktivity, zatimco u dalSich 9 zachovanou ki- e-mail: pekleje@Ifl.cuni.cz
néazovou aktivitu. Zbyvajici VUS a p.1157T byly castecné funkéni. Riziko BC zvysovaly trunkacni mutace

(OR 8,19; 95% Cl 4,11-17,75) a nefunkéni missense mutace (OR 4,06; 95% Cl 1,37-13,39). Caste¢né prof. MUDr. Zdenék Kleibl, Ph.D.
funkeni (v¢. p.1157T) a pIné funkeni missense varianty riziko neovliviiovaly. Pacientky s trunkacnimi Ustav biochemie a experimentalni
a funkéné-defektnimi missense variantami CHEK2 vyvinuly BC (pfevézné ER-pozitivni s vyssim gra- onkologie

dingem) v primérném véku 44,4 a 50,7 roku a signifikantné castéji vyvinuly sekundarni tumory nez 1.LF UK

nosicky mutaci v BRCAT/BRCA2/PALB2/p53 a nenosicky. Zdvér: Dédicné mutace v genu CHEK2 pied- U Nemocnice 5

stavuji vyznamnou komponentu dédi¢ného BC v CR. Riziko vzniku onemocnéni u nosi¢t patogennich 120 00 Praha 2

mutaci CHEK2 se zvy3uje s poc¢tem piibuznych s BC a dal$imi nddory v rodiné. U asymptomatickych
nosicu je indikovana dispenzarizace (jednou ro¢né ultrazvuk, mamografie nebo magneticka rezo-
nance) od 40 let véku a chirurgickd prevence v zavislosti na rodinné anamnéze. Prevence vzniku dal-
Sich nadort je ke zvazeni dle vyskytu nadorovych onemocnéni v rodiné.
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Summary

Background: Hereditary mutations in the CHEK2 gene (which encodes CHK2 kinase) contribute to a moderately increased risk of breast cancer
(BC) and other cancers. Large variations in the frequency of CHEK2 mutations and the occurrence of variants of unknown clinical significance
(VUS) complicate estimation of cancer risk in carriers of germline CHEK2 mutations. Patients and methods: We performed mutation analysis of
1,526 high-risk Czech BC patients and 3,360 Czech controls. Functional analysis was performed for identified VUS using a model system based
on a human RPE1-CHEK2-KO cell line harboring biallelic inactivation of endogenous CHEK2. Results: The frequency of ten truncating CHEK2 va-
riants differed markedly between BC patients (2.26%) and controls (0.11%; p = 4.1 x 107'2). We also found 23 different missense variants in 4.5%
patients and in 4.0% of controls. The most common was p.I157T, which was found in patients and controls with the same frequency. Functional
analysis identified nine functionally deleterious VUS, another nine functionally neutral VUS, and four intermediate VUS (including p.I157T). We
found that carriers of truncating CHEK2 mutations had a high BC risk (OR 8.19; 95% Cl 4.11-17.75), and that carriers of functionally deleterious
missense variants had a moderate risk (OR 4.06; 95% Cl, 1.37-13.39). Carriers of these mutations developed BC at 44.4 and 50.7 years, respectively.
Functionally neutral and functionally intermediate missense variants did not increase the BC risk. BC in CHEK2 mutation carriers was frequently
ER-positive and of higher grade. Notably, carriers of CHEK2 mutations developed second cancers more frequently than BRCA1/BRCA2/PALB2/p53
or mutation non-carriers. Conclusion: Hereditary CHEK2 mutations contribute to the development of hereditary BC. The associated cancer risk
in mutation carriers increases with the number of affected individuals in a family. Annual follow-up with breast ultrasound, mammography, or
magnetic resonance imaging is recommended for asymptomatic mutation carriers from the age of 40. Surgical prevention and specific follow-up

of other tumors should be considered based on family cancer history.

Key words

breast cancer - CHEK2 - hereditary mutations — variants of unknown significance - functional analysis

Vychodiska
Karcinom prsu (breast cancer — BC) patii
mezi nejcastéjsi onkologické diagnézy
v populaci zen v CR. P¥iblizné 10 % pi-
padu se vyviji na zakladé genetické pfi-
¢iny zpUsobené pFitomnosti patogenni
mutace v nékterém z genu predisponu-
jicich ke vzniku dédi¢né formy BC. Cha-
rakteristickou okolnosti vzniku vétsiny
dédi¢nych forem BC je jejich asociace
s hereditarnimi mutacemi v genech ké-
dujicich proteiny podilejici se na opra-
vach genomové DNA, predevsim na re-
paracich dvoufetézcovych zlomd DNA
cestou homologni rekombinace [1].
Dédi¢na forma BC se se zvysenou Cet-
nosti vyskytuje v rdmci syndromu dédi¢-
ného karcinomu prsu a ovaria zpUsobe-
ného vysoce penetrantnimi mutacemi
v hlavnich predispozi¢nich genech
BRCAT a BRCA2.Vzhledem k vysoké frek-
venci patogennich mutaci v téchto ge-
nech a dostate¢nému mnozstvi identifi-
kovanych nosicl existuji jiz v soucasné
dobé kvalitni indika¢ni kritéria pro ge-
netické testovéani, jakoz i doporuceni
pro klinicky management osob s mu-
taci [2,3]. Tretim klinicky nejvyznac¢néj-
$im genem s vysokou penetranci pro
vznik dédi¢né formy karcinomu prsu
je PALB2 [4]. Mezi dalsi vysoce pene-
trantni predispozi¢ni geny podminujici
vznik dédi¢né formy BC patii TP53, PTEN,
CDHT s extrémné vzacnym vyskytem za-
rode¢nych mutaci. Rddové ¢etnéjsi jsou

mutace v genech se stiedni penetranci
(s relativnim rizikem < 4), mezi nimiz
u pacientek s BC dominuji alterace gent
ATM a CHEK?2 [5]. Cetnost zarodeénych
mutaci v genu CHEK?2 je u pacientek s BC
v nasi populaci treti nejvyssi ze zndmych
nadorovych predispozi¢nich gend. Mu-
tace v CHEK2 jsou spojeny i se zvysenym
rizikem vyskytu dalSich malignit [6].
Gen CHEK2 (checkpoint kinase 2;
OMIM: 604373) je lokalizovén na chro-
mozomu 22q12.1 a kéduje serin/treo-
ninovou proteinkindzu CHK2 tvofenou
543 aminokyselinami. CHK2 kinaza je
aktivovana fosforylaci tyrozinu 68 zpro-
stfedkovanou proteinem ATM v ramci
bunécné odpovédi na pfitomnost dvou-
fetézcovych zlom( DNA [7]. Aktivacni
fosforylace katalyzuje homodimeri-
zaci dvou CHK2 molekul v oblasti FHA
(forkhead-associated) domény a umoz-
nuje naslednou autofosforylaci kinazové
domény podminujici plnou katalytic-
kou aktivitu CHK2. Aktivovana CHK2 ki-
naza fosforyluje fadu jadernych proteint
zapojenych do oprav poskozeni DNA
a do bunécné odpovédi na pfitomnost
téchto alteraci smérujicich k zastavé bu-
néc¢ného cyklu, indukci apoptdzy a zmé-
nam genové exprese [8]. Mezi substraty
CHK2 patfi BRCAT a BRCA2 - kli¢ové pro-
teiny reparace dvouretézcovych zlom
v DNA, transkripcni faktor p53 - ovliv-
nujici expresi gend regulujicich pra-
béh bunécného cyklu a apoptdzy nebo

transkripcni represor KAP1 (KRAB-aso-
ciovany protein 1, alias TIF1pB, TRIM28)
- protein Fidici genovou expresi roz-
sahlé skupiny gent v¢. genl kédujicich
proteiny zapojené do oprav genomové
DNA [9].

Asociace zarode¢nych mutaci v genu
CHEK2 s karcinomem prsu byla identifi-
kovana za¢atkem milénia [10], ale vét-
$ina zejména plvodnich studii se za-
méfila pouze na analyzu pfitomnosti
nékolika vybranych zakladatelskych
(founder) mutaci. Mezi nej¢astéji analy-
zované dédi¢né alterace patii zapado-
evropska trunkaéni mutace c.1100delC
(p.T367Mfs*15) a dale missense varianta
c.470T>C (p.I1157T), kterd se ve zvy-
sené mire vyskytuje ve slovanské popu-
laci. Vysledky metaanalyz téchto variant
u pacientek s BC opakované ukdzaly, ze
v pfipadé c.1100delC se jednd o stfedné
penetrantni alelu [11,12], zatimco vy-
znam varianty p.I157T u BC je na urovni
nizce rizikovych alteraci s OR~1,5 [13].
Dalsi typicky slovanské rekurentni mu-
tace vyskytujici se v nasi populaci zahr-
nuji sestfihovou variantu c.444+1G>A
(IVS2+1G>A; p.E149Ifs*6) a velkou in-
tragenovou deleci postihujici exony
9 a 10 (c.909-2028_1095+330del5395;
p.M304Lfs*15), poprvé identifikovanou
u pacient(i zCR a SR [14].

Mutacni analyzy celé kodujici oblasti
genu CHEK2 byly u starsich praci prove-
deny pouze vyjimecné [15-18]. Jejich vy-
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sledky v3ak naznacily, Ze nejcastéji stu-
dované mutace predstavuji pouze ¢ast
dédi¢nych variant CHEK2 u pacientek
s BC. S nastupem sekvenovani nové ge-
nerace (next generation sequencing
- NGS) do rutinni diagnostiky se mu-
tacni analyza genu CHEK2 stala stan-
dardni soucasti vysetieni. Vysledky NGS
analyz na velkych souborech odhalily,
Ze prevalence zarode¢nych CHEK2 va-
riant patfi mezi nejvyssi mezi dalsimi na-

dorovymi predispozi¢nimi geny (mimo
BRCAT a BRCA2), zejména v evropské
a zidovské populaci[19-22].V ramci NGS
analyz viak dochazi nejen k identifikaci
jednoznacné patogennich mutaci, ale
také variant nejasného vyznamu (variant
of unknown signifikance — VUS), jejichz
biologicky a potazmo i klinicky vyznam
musi byt nasledné vyhodnocen testo-
vanim na modelovych organizmech in
vitro a/nebo dlikladnou genetickou ana-

Tab. 1. Charakteristika vySetfovaného souboru 1 526 pacientek s BC.

Pacientky Unilateralni BC Bilateralni BC
pocet n=1298

1.BC 2.BC
vék dg. - prumér 42,9 45,8 52,9
vék dg. - median 40,9 (17-92) 46,0 (23-81) 53,0 (32-84)
<30; n (%) 165 (12,7) 13(8,7) 0
31-40; n (%) 488 (37,6) 41 (27,5) 24 (16,1)
41-50; n (%) 360 (27,7) 50 (33,6) 45 (30,2)
51-64; n (%) 213 (16,4) 36 (24,2) 57 (38,3)
> 65; n (%) 72 (5,5) 9 (6,0) 23 (15,4)
histologicky typ (% znamych)
duktalni 964 (80,2) 90 (70,9) 115(82,7)
dcis 61(5,1) 6(4,7) 10(7,2)
lobuldrni 81(6,7) 14 (11) 6 (4,3)
Icis 2(0,2) 0 3(2,2)
medularni 58 (4,8) 12(9,4) 5(3,6)
mucindzni 6(0,5) 0 0
tubularni 6 (0,5) 1(0,8) 0
jiny 24(2,0) 4(3,1) 0
neznamy 96 22 10
subtyp (% znamych)
luminal A 269 (26,0) 30(33,0) 36 (30,5)
luminal B 426 (41,1) 25(27,5) 37 (31,4)
basal-like 272 (26,3) 30(33,0) 35(29,7)
HER2-pozitivni 69 (6,7) 6 (6,6) 10 (8,5)
neznamy 262 58 31
menopauza (% znamych)
premenopauzalni 968 (78,7) 103 (73,0) 50 (35,2)
postmenopauzalni 262 (21,3) 38(27,0) 92 (64,8)
neznamy 68 8 7

BC - karcinom prsu, dg. - diagndza, n - pocet

lyzou v rodinach nosi¢t VUS. Tyto pfi-
stupy dalece pfesahuji moznosti rutinni
diagnostiky a informace o pfitomnosti
VUS zna¢né komplikuje klinickou vyu-
Zitelnost NGS analyz [23]. Nejednotné
hodnoceni VUS zplsobuje, Ze témér tre-
tina diagnostikovanych CHEK2 variant je
reportovana diskrepantné [24].

V predkladané praci jsme se zaméili
na identifikaci spektra dédi¢nych variant
genu CHEK2 v nasi populaci, které jsme

BC a karcinom Vsechny BC
ovaria n=1526
n =79

BC
55,7 43,9
57,2 (30-78) 42,0 (17-92)
1(1,3) 179(11,7)
10(12,7) 539(35,3)
16 (20,3) 426 (27,9)
32 (40,5) 281 (18,4)
20(25,3) 101 (6,6)
48 (76,2) 1,102 (79,2)
3(4,8) 70 (5,0
6(9,5) 101 (7,3)
1(1,6) 3(0,2)
2(3,2) 72 (5,2)
1(1,6) 7(0,5)
1(1,6) 8(0,6)
1(1,6) 29 (2,1)
16 134
20 (42,6) 319 (27,2)
15(31,9) 466 (39,7)
11(23,4) 313 (26,7)
1(2,1) 76 (6,5)
32 352
25(34,7) 1096 (76,0)
47 (65,3) 347 (24,0)
7 83
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Tab. 1 - pokracovani. Charakteristika vySetfovaného souboru 1 526 pacientek s BC.

Pacientky Unilateralni BC Bilateralni BC
pocet n=1298 n=149

1.BC 2.BC
klinické stadium (% znamych)
IA 408 (35,0) 42(32,8) 66 (52,0)
IB 27 (2,3) 1(0,8) 3(24)
A 308 (26,4) 41 (32,0) 30(23,6)
1IB 236 (20,3) 24 (18,8) 10(7,9)
A 104 (8,9) 11(8,6) 7 (5,5)
1B 32(2,7) 6 (4,7) 0
lnc 22(1,9) 0 53,9
v 28 (2,4) 3(23) 6 (4,7)
neznamé 133 21 22
grade (% znamych)
1 144 (13,5) 10(10,1) 26 (21,8)
2 450 (42,2) 51(51,5) 41 (34,5)
3 472 (44,3) 38(38,4) 52(43,7)
neznamy 232 50 30
splnéna indika¢ni kritéria
pouze osobni 456 (35,1) 49 (32,9) 48 (60,8)
pouze rodinna 335(25,8) 19(12,8) 0
osobni i rodinna 431(33,2) 69 (46,3) 31(39,2)
zadna 76 (5,9) 12(8,1) 0

BC - karcinom prsu, n — pocet

analyzovali v souboru vzork( ziskanych
od 1 526 vysoce rizikovych pacientek
s BC a 3 360 kontrol. Nalezené VUS jsme
podrobili funkéni analyze vyuzivajici
modelovy systém zaloZeny na kvanti-
fikaci fosforylace serinu 473 v proteinu
KAP1 v lidské bunécné linii RPE1 s deleci
endogenniho CHEK2 genu.

Soubor pacientii a metody

Vysetfovany soubor pacientek tvofily
vzorky od 1 526 zen s BC odeslanych ke
genetickému vysetfeni nddorové pre-
dispozice do Laboratofe onkogenetiky
(Ustav biochemie a experimentalni on-
kologie, 1. LF UK v Praze) v letech 1997-
2017. V3echny pacientky podepsaly
informovany souhlas schvaleny etic-
kou komisi 1. LF UK a VFN v Praze. Ana-
mnesticka a klinicko-patologicka data

byla ziskana ze zdravotnické dokumen-
tace (tab. 1). Kromé souboru pacientek
bylo vysetfeno 3 360 kontrol, z nichz
1 329 vzorkd bylo ziskdno od osob bez
nadorového onemocnéni v osobni
anamnéze a 2 031 vzorku tvotila skupina
neselektovanych jedincl (369 vzorku
anonymnich darcd krve a 1 662 ano-
nymnich vzork( osob vysetfenych exo-
movym sekvenovanim v Néarodnim
centru lékafské genomiky — bez detail-
néjsich udajl o véku, pohlavi a zdravot-
nim stavu). Soubor pacientl i kontrol
tvofily osoby ¢eské narodnosti.
Vstupnim materidlem pro vysetfeni
byla DNA izolovana z leukocytl peri-
ferni nesrazlivé krve. S ohledem na dobu
trvani projektu byla mutacni analyza
genu CHEK2 provédéna s vyuzitim riz-
nych metodickych pfistupd, které vsak

BC a karcinom Vsechny BC
ovaria n=1526
n=79

BC
23(34,8) 473 (34,8)
3(4,5) 31(2,3)
28 (42,4) 377 (27,7)
9(13,6) 269 (19,8)
1(1,5) 116 (8,5)
1(1,5) 39(2)9)
1(1,5) 23(1,7)
0 31(2,3)
13 167
12 (22,6) 166 (13,6)
25(47,2) 526 (43,2)
16 (30,2) 526 (43,2)
26 308
553 (36,2)
354 (23,2)
531 (34,8)
88(5,8)

u véech vzorkl zahrnovaly mutac¢ni ana-
lyzu celé kédujici sekvence genu i ana-
lyzu pfitomnosti velkych prestaveb
(u vSech pacientli a 2 271/3 360 kontrol;
u zbyvajicich 1 089 vzorkd kontrolniho
souboru byla provedena pouze ana-
lyza ptitomnosti dvou velkych presta-
veb CHEK2 nalezenych v nasi populaci).
Vzorky od vsech pacientek s identifiko-
vanou germindlni variantou CHEK2 genu
byly vysetfeny pomoci panelového NGS
(CZECANCA) z divodu identifikace pfi-
tomnosti pfipadnych dalsich variant
v dalSich nadorovych predispozi¢nich
genech [25,26].

U viech pacientek byla vysetfena pfi-
tomnost mutaci v genech BRCAT, BRCA2,
PALB2 a TP53, jejichz zarode¢né mutace
jsou spojeny s vyssim rizikem vzniku BCnez
mutace v genu CHEK2. Z 1 526 analyzova-
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Tab. 2. Vyskyt dédi¢nych variant v genu CHEK2. Prevalence jednotlivych identifikovanych variant ve skupiné Zen s unilaterdinim ¢i bi-
laterdInim BC nebo s duplicitou (BC a karcinom ovaria) a u referen¢ni skupiny populacné specifickych kontrol. Varianty jsou rozdéleny do
skupin: A — trunkace (delece/inzerce, nonsense mutace); B-D missense varianty klasifikované na zékladé vysledkd RPE1-CHEK2-KO bu-
necné eseje.

Varianta; cDNA Varianta; rsnumber Clin Funkéni Unilat. Bilat. BC BC Vsechny  Kontr.
protein Var analyza BC a karcinom BC
class %wt ovaria

CHK2 n=1298 n=149 n=79 n=1526 n=3360
A - CHEK2 trunkace (a frame-shift; b in-frame)

¢.100_1071delCA® p.Q34Vfs*42 = = n.t. = — 1 1 —
c.277delT? p.W93Gfs*17 rs786203458 5 n.t. 3 2 - 5 -
c.283C>T p.R95* rs587781269 5 n.t. - - - - 1
c.366delA? p.E122Dfs*8  rs1555927302 5 n.t. 1 - - 1 -
c.444+1G>A° p.E149Ifs*6 rs121908698 5 n.t. 4 1 = 5 2
c.846+4_846

+7delAGTA® p.D265_H282del rs764884641 3 2,3 7 - - 7 -
c.846+1888_908+ .

987del5601 2 p.P283Dfs*8 = = n.t. 2 - - 2 -
€.909-2028_1095+ %

330del5395° p.M304Lfs*16 - 5 n.t. 11 1 1 13 4
c.1100delC? p.T367Mfs*15  rs555607708 5 0,0 5 - 1 6 3
¢.1260-8A>G? p.L421Ifs*4 rs863224747 3 n.t. 1 - - 1 1
vsechny trunkace (%) 33 (2,54)" 4(2,68) 3(3,80) 40(2,62)" 11(0,33)
p = (Fisher exact test) 9,4x10™"" 0,003 0,004 4,110 ref.

B - missense CHEK2 varianty nefunk¢ni (< 25 % aktivity wt proteinu)

c.190G>A p.E64K rs141568342 3-4 13,3 3 = = 3 2
c.503C>T p.T168I rs730881684 3 58 - - 1 1 -
c.520C>G p.L174V rs876659400 3 0,2 1 - - 1 -
c917G>C p.G306A rs587780192 3-4 16,5 1 - - 1 2
c.980A>G p.Y327C rs587780194 3 23,0 1 - - 1 -
c.1037G>A p.R346H rs730881688 3 0,0 1 - - 1 -
c.1180G>A p.E394K rs587780169 3 0,0 1 = = 1 =
¢.1270T>C p.Y424H rs139366548 3 21,5 - 1 - 1 -
c.1274C>T p.P425L rs1555913537 3 11,9 1 = = 1 =
c.1421G>A p.R474H rs121908706 3 0,0 - - - - 2
vsechny nefunk¢ni missense varianty (%) 9(0,69 1(0,67) 1(1,27) 11(0,72) 6(0,18)
p = (Fisher exact test) 0,009 0,26 0,15 0,006 ref.
vSechny mutace - trunkace + nefunkéni missense varianty (%) 42(3,24) 5(3,36) 4 (5,06) 51(3,34) 17(0,51)
p = (Fisher exact test) 4,4x107 0,002 0,001 1,010 ref.

Tv¢. sloZzeného heterozygota c.277delT and c.444+1G>A;

#v¢. dvou homozygotl p.I1157T (1x unilat. a 1x bilat. BC pied 50. rokem); tfi dalsi zeny s unilat. BC byly sloZzeni heterozygoti pro:
p.D265_H282del+p.D438Y, c.5601del+p.1157T, c.1100delC+p.1157T. Referenéni sekvence CHEK2: NM_007194.3, transkrip¢ni varianta A.

BC - karcinom prsu, kontr. - popula¢né specifické kontroly, wt — wild-type, n — pocet

2540 Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 2): 2536-2550




DEDICNE MUTACE V GENU CHEK2 JAKO PRICINA DISPOZICE K NADORUM PRSU

Tab. 2 - pokracovani. Vyskyt dédi¢nych variant v genu CHEK2. Prevalence jednotlivych identifikovanych variant ve skupiné zen s uni-
lateralnim ¢i bilateradlnim BC nebo s duplicitou (BC a karcinom ovaria) a u referencni skupiny populacné specifickych kontrol. Varianty jsou
rozdéleny do skupin: A — trunkace (delece/inzerce, nonsense mutace); B-D missense varianty klasifikované na zakladé vysledkd RPE1-

-CHEK2-KO bunécné eseje.

Varianta;
protein

Varianta; cDNA

C - missense CHEK2 varianty caste¢né funkéni (25-50 % aktivity wt proteinu)

c.470T>C p.157T
c.688G>T p.A230S
c.715G>A p.E239K
c.1067C>T p.S356L
c.1217G>A p.R406H

vsechny ¢aste¢né funkéni missense varianty (%)

p = (Fisher exact test)

D - missense CHEK2 varianty plné funk¢ni (> 50 % aktivity wt proteinu)

c.538C>T p.R180C
C.539G>A p.R180H
c541CT p.R181C
c.542G>A p.R18TH
c.1091T>C p.1364T
c.1309A>G p.K437E
c.1312G>T p.D438Y
c.1427C>T p.T476M
c.1525C>T p.P509S

vsechny pIné funkéni missense varianty (%)

p = (Fisher exact test)

rsnumber Clin Funkéni  Unilat. Bilat. BC BC VSechny Kontr.
Var analyza BC a karcinom BC
class  %wt ovaria
CHK2 n=1298 n=149 n=79 n=1526 n=3360
rs17879961 3-5 48,8 38 6 3 47 104
rs748636216 3 34,7 - - - - 1
rs121908702 3 41,8 = = = = 2
rs121908703 3 44,1 - - - - 1
rs200649225 2-3 38,2 - - - - 1
38(2,93)* 6(4,03)* 3(3,80) 47(3,08)* 109 (3,24)
0,64 0,63 0,74 0,79 ref.
rs77130927 1-3 66,6 1 = = 1 3
rs137853009 3 65,6 1 - - 1 1
rs137853010 3 116,1 = = = = 3
rs121908701 3 89,0 1 - - 1 -
rs774179198 3 52,0 1 — — 1 —
rs764238637 3 90,9 1 - - 1 -
rs200050883 3 69,3 3 - - 3 2
rs142763740 3-4 86,4 2 - - 2 3
rs587780179 3 73,2 1 = = 1 4
11(0,85) 0 0 11(0,72) 16(0,48)
0,14 0.3 ref.

Tv¢. sloZzeného heterozygota c.277delT and c.444+1G>A;

#v¢. dvou homozygotl p.1157T (1x unilat. a 1x bilat. BC pfed 50. rokem); tfi dalsi Zeny s unilat. BC byly sloZeni heterozygoti pro:
p.D265_H282del+p.D438Y, c.5601del+p.1157T, c.1100delC+p.1157T. Referencni sekvence CHEK2: NM_007194.3, transkrip¢ni varianta A.

BC - karcinom prsu, kontr. - popula¢né specifické kontroly, wt — wild-type, n — pocet

nych pacientek s BC bylo 1 209 pacientek
bez mutaci v téchto nadorovych predispo-
zi¢nich genech, 317 pacientek tvofily no-
sicky mutaci v BRCA1/2, PALB2 nebo TP53.

Varianty identifikované u pacient(
byly ovéfeny na drovni RNA, resp. cDNA.
Pro in silico predikci vyznamu missense
variant byly vyuZity nastroje Align GVGD,
MutationTaster, CADD, SIFT, PolyPhen-2,
Spidex a GERP.

Funk¢ni testy byly provedeny na lidské
bunécné linii RPE1 s deleci (knock-out,

KO) endogenniho CHEK2 genu dosazené
pomoci CRISPR/Cas9 systému (RPE1-
-CHEK2-KO). Jako unikatni cil specifické
CHK2 fosforylace byl identifikovan serin
473 (S473) proteinu KAP1. Mira fosfo-
rylace S473 KAP1 (stanovend pomoci
specifické protilatky a kvantifikovana
Scan/R mikroskopii) vyjadfovala enzy-
movou aktivitu tranzientné exprimova-
nych testovanych variant CHK2 v RPE1-
-CHEK2-KO bunkéach[27]. Mirafosforylace
S473 KAP1 byla vyjadrena jako relativni

pomér kindzové aktivity analyzované va-
rianty k aktivité nemutované (wild-type)
formy CHK2 (100 %). Aktivita posunové
mutace ¢.1100delC (p.T367Mfs*15) byla
pouzita jako kontrola bez kindzové akti-
vity. Testované varianty byly na zékladé
jejich kinazové aktivity klasifikovany
jako nefunk¢ni (s aktivitou < 25 % akti-
vity wild-type CHK2), ¢astecné funk¢ni
(s aktivitou v rozmezi 25-50 % aktivity
wild-type CHK2) a plné funkéni (s aktivi-
tou > 50 % aktivity wild-type CHK2).
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Pro statistické analyzy byl soubor pa-
cientek rozdélen do skupin v zavislosti
na muta¢nim stavu genu CHEK2, funk¢-
nim vyznamu CHEK2 variant a s ohle-
dem na pfitomnost mutaci ve vysoce
penetrantnich narodovych predispo-
zi¢nich genech. Statistické analyzy byly
provedeny s vyuzitim Fisherova exakt-
niho testu. Mira asociace mutaci v genu
CHEK?2 se sledovanymi proménnymi byla
vyjadfena pomoci miry rizika (odds ratio
- OR). Za statisticky signifikantni byly po-
vazovany vysledky s p < 0,05.

Vysledky a diskuze
Cetnost vyskytu variant
CHEK2 u pacientek s BC a kontrol
Ve viech vzorcich jsme nalezli celkem
33 rliznych nesynonymnich variant
genu CHEK2 (velké intragenové pre-
stavby, nonsense, frame-shift, sestfi-
hové nebo missense varianty), které se
nachézely u 106/1 526 pacientek s BC
(6,95 %) a u 142/3 360 kontrol (4,23 %;
p = 0,0001; tab. 2). Vyznamny rozdil
v Cetnosti vyskytu jsme zaznamenali
pro skupinu 10 mutaci vedoucich k syn-
téze zkrdceného CHK2 proteinu (trun-
kace; ovéfeno na urovni RNA). Tyto mu-
tace jsme nalezli u 40/1 526 pacientek
(2,62 %) a u 11/3 360 kontrol (0,33 %;
p =4,1 x 1072). Pokud jsme ze souboru
1 526 pacientek vyloucili 317 nosi¢ek
mutaci ve vysoce penetrantnich naro-
dovych predispozi¢nich genech (BRCAT,
BRCA2, PALB2 nebo TP53), dosahla ve
zbyvajicim souboru cetnost trunkac-
nich mutaci CHEK2 2,89 % (35/1 209 pa-
cientek s BC).

Frekvence trunkacnich mutaci CHEK2
u pacientek s BC v rGznych regio-
nech svéta vykazuje znac¢nou varia-
bilitu. Frekvence mutaci CHEK2 srov-
natelnd s frekvenci v naSem souboru
byla zaznamenana u 507 pacientek
s BC bez mutaci v BRCAT/BRCA2 z Fran-
cie (2,9 %) [15] a u 1 007 zidovskych pa-
cientek z USA (2,88 %) [28]. Nizsi zachyt
mutaci CHEK2 byl nalezen u pacientek
z Némecka (1,74 % v souboru 516 pa-
cientek[17]a 1,84 % v souboru 5 589 pa-
cientek [22]). Je tfeba zdlraznit, Ze ani
v jedné z téchto praci nebyly hodnoceny
velké intragenové prestavby CHEK2. Fre-
kvence mutaci v CHEK2 je vyrazné nizsi
v populacich neevropského plvodu.

V souboru 7 657 ¢inskych pacientek s BC
byla zachycena frekvence nosi¢ek mu-
taci v CHEK2 pouze 0,34 % [21].

Pfes vyrazné nizsi frekvenci patogen-
nich mutaci v naSem kontrolnim sou-
boru oproti souboru pacientek s BC byla
zachovana podobna proporce v zastou-
peni jednotlivych typl trunkaci tvo-
fenych pfiblizné stejnomérné velkymi
intragenovymi delecemi (37 % u pa-
cientek, 36 % u kontrol), mutacemi posti-
hujicimi vysoce konzervativni sestfihova
mista (32 % u pacientek, 27 % u kontrol)
a kratkymi delecemi/non-sense muta-
cemi (32 % u pacientek; 36 % u kontrol).
Velké intragenové delece zahrnovaly
u pacientek rekurentni deleci 5395 bp
postihujici exony 9 a 10 a nové po-
psanou deleci 5601 bp s oblasti kddu-
jici exon 8 (tab. 2). S ohledem na jejich
frekvenci musi byt hodnoceni velkych
pfestaveb CHEK2 v nasi populaci ne-
zbytnou soucasti analyzy CHEK2 genu.
Varianty zpUsobujici aberantni sestfih
mRNA zahrnovaly kromé zndmé mutace
C.444+1G>A variantu c.1260-8A>G (zpU-
sobujiciinzerci sedminukleotidl z prilehlé
intronové oblasti do mRNA s posunem
¢teciho rdmce; p.L421Ifs*4) a opakujici se
variantu c.846+4_846+7delAGTA (zpUso-
bujici na rovni mRNA potvrzeny in-frame
vypadek exonu 7 kédujiciho 18 aminoky-
selin v oblasti kindzové domény proteinu
CHK?2; p.D265_H282del). Identicky dopad
na mRNA (delece exonu 7) md i recentné
popsana rozsahla (~7,5 kb) rekurentni
intragenovd delece Useku CHEK2 genu
s exonem 7 u feckych pacientek s BC [29].
Nejcastéjsi kratké delece v nasem
souboru tvofily mutace ¢.1100delC
a ¢.277delT. U jedné pacientky s unilate-
ralnim, HER2 pozitivnim BC (dg. v 41 le-
tech) byly ptitomny dvé patogenni
mutace (c.277delT a c.444+1G>A) v hete-
rozygotnim stavu.

Rozdily ve frekvenci germindl-
nich mutaci CHEK2 v rdznych po-
pulacich jsou patrné rovnéz z pfi-
tomnosti rdznych founder mutaci.
Vyskyt nejvice studované CHEK2 varianty
¢.1100delC dominuje v Némecku (s frek-
venci 1,41 % vsech pacientek s BC bez
mutace v BRCA1/BRCA2 a 0,37 % v po-
pulacnich kontrolach) [22], Francii [15],
Nizozemi, Finsku, Velké Britanii [30],
Rusku [31] a u pacientek evropského pU-

vodu v USA [20]. V nasem souboru pa-
cientek s BC jsme identifikovali pouze
Sest nosi¢ek mutace ¢.1100delC (0,39 %
vsech pacientek), které tak predstavo-
valy pouze 15 % pacientek s trunkacni
mutaci CHEK2. Presto byl vyskyt varianty
¢.1100delC v kontrolnim souboru sig-
nifikantné a vice nez 4x nizsi (0,09 %;
p = 0,02). Velmi raritni je c.1100delC
v jizni Evropé [32] a pfitomna neni
v Koreji [33] nebo Ciné [21], kde byla
nové popsana u 30 % nosi¢ek mutaci
v CHEK2 jinde nezndmd founder mutace
p.Y139*. V Polsku je nejcastéjsi mutaci
CHEK2 c.444+1G>A [34], kterd se reku-
rentné vyskytuje i u nas (spole¢né s va-
riantou c.444+1G>T [35,36]).

Z 23 zaznamenanych missense va-
riant byla v nasi populaci nejcastéjsi
varianta c.470T>C (p.I157T), pfitomna
u 47/1 526 (3,08 %) pacientek (u dvou
z nich byla v homozygotnim stavu)
a u 104/3 360 (3,10 %) kontrol. Z porov-
nani s ostatnimi studiemi analyzujicimi
varianty CHEK2 genu je patrné, Ze i spek-
trum missense variant ma vyraznou po-
pulaéni variabilitu. Z 18 rlznych mis-
sense variant CHEK2, které jsme nalezli
v nasi studii u pacientek s BC, jich 11 bylo
identifikovano mezi 56 missense varian-
tami zachycenymi pfi analyze 5 589 pa-
cientek s BC z Némecka [22], 6 mezi
28 missense variantami nalezenymi pfi
vySetfeni 1 303 pacientek s BC z USA
a Australie [16] a 2 mezi 9 missense va-
riantami pritomnymi u 507 pacientek
s BC z Francie [15].

Viysledky in silico analyzy missense va-
riant nalezenych v nasem souboru byly
pro vétsinu variant diskrepantni. Jejich
klinicky vyznam a interpretace v data-
bazi ClinVar byly rovnéz nejasné (16x
VUS, class 3) nebo konfliktni (u 3esti va-
riant); varianta c.1309A>G nebyla v da-
tabazi popsana (tab. 2). Z uvedenych
ddvodl jsme pfistoupili k provedeni
funkénich analyz.

Funkéni klasifikace variant CHEK2

Funkéni analyzy jsme provedli u viech
23 missense variant nalezenych
v souboru pacientek s BC a v kon-
troldch a pro sestfihovou variantu
c.846+4_846+7delAGTA. Pro funkéni
analyzu jsme vyvinuli systém umoziu-
jici testovani kinazové aktivity studova-
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Tab. 3. Relativni riziko zarode¢nych CHEK2 variant zpUsobujicich zkraceni proteinového produktu (trunkace) a funkéné klasifi-
kovanych missense variant (nefunkéni, ¢aste¢né funkeni, plné funkéni) v souboru vsech vysetfovanych pacientek s BC a v pod-
skupiné bez pritomnosti pfi¢éinné mutace v jiném nadorovém predispozi¢nim genu. Riziko vzniku BC bylo vyjadfeno jako OR pro
jednotlivé skupiny CHEK2 variant proti jejich frekvencim v populacné specifickych kontroléch (n = 3 360).

Skupina pacientek

CHEK2 skupina variant

trunkace 40 (2,62)
nefunkéni missense 11(0,72)
castecné funkeni missense 47 (3,08)
pIné funk¢ni missense 11(0,72)

nosicky; n (%)

Vsechny BC
n=1526

OR (95% Cl); p

nosicky; n (%)

BC (bez mutaci v BRCA1/2, PALB2, TP53)

n=1209
OR (95% Cl); p

8,19 (4,11-17,75); 4,1 x 102 35(2,90) 9,07 (4,49-19,87); 2,4 x 1072
4,06 (1,37-13,39); 0,006 9(0,74) 4,19 (1,33-14,34); 0,006
0,95 (0,66-1,35); 0,79 40 (3,31) 1,02 (0,69-1,49); 0,92
1,52 (0,64-3,49); 0,30 10(0,83) 1,74 (0,70-4,10); 0,18

Pozn.: Soubor bez mutaci v predispozi¢nich genech BRCA1, BRCA2, PALB2, TP53 slouzi k porovnani s vysledky zahranicnich praci,
které obvykle analyzuji populace pacientek s BC bez mutaci v hlavnich predispozi¢nich genech.
BC - karcinom prsu, OR - odds ratio, Cl - interval spolehlivosti, n - pocet

nych missense variant v modelu lidské
bunécné linie RPET s inaktivaci endo-
genniho CHEK2 genu (RPE1-CHEK2-KO).
V porovnani s jinymi pFistupy pro funkéni
analyzu variant v CHEK2 na urovni pu-
rifikovanych proteinQ in vitro [15,18]
nebo v modelech na kvasinkach [37,38]
je ndmi vytvoreny systém vhodny pro
studium kindzové aktivity testovanych
CHEK2 variant v pfirozeném intracelu-
larnim prostiedi lidskych bunék, s pfi-
tomnosti aktivatord (ATM) a substratl
(KAP1) kindzy CHK2. Stanoveni fosfory-
lace S473 proteinu KAP1 zprostredko-
vané tranzientné exprimovanymi, ana-
lyzovanymi variantami v bunkach linie
RPE1-CHEK2-KO umoznilo kvantifikaci
funke¢ni kapacity nalezenych VUS s ur-
¢enim relativni kindzové aktivity k akti-
vité wild-type CHK2 (tab. 2). Systém do
budoucna umozni analyzovat i dalsi VUS
identifikované v CHEK2, kterych je v da-
tabazi ClinVar doposud (bfezen 2019)
popsano 882 [39].

Funkéni analyzou v RPE1-CHEK2-
-KO bunkéach jsme prokazali uplnou
ztratu katalytické aktivity u varianty
C.846+4_846+7delAGTA zpUsobujici
in-frame deleci 18 aminokyselin v ki-
nazové doméné. Podstatnou redukci
(snizeni na < 25 % aktivity wild-type pro-
teinu CHK2) az ztratu kindzové aktivity
jsme dale zaznamenali u 9/23 testova-
nych missense variant, které byly klasi-
fikovény jako nefunkéni. Naopak pouze
mirné snizenou (> 50 % aktivity wild-

-type proteinu CHK2) az plné zachova-
nou funkci mélo dalsich 9/23 missense
variant, které byly klasifikovany jako pIné
funkeni. Mezi péti variantami, jejichz ak-
tivita se pohybovala v rozmezi 25-50 %
wild-type formy proteinu CHK2 a které
byly klasifikovény jako ¢aste¢né funkéni,
byla také nejcastéjsi missense va-
rianta p.I157T. Tento vysledek je v sou-
ladu s predchozimi studiemi ukazuji-
cimi, ze p.I1157T si sice zachovava plnou
katalytickou ucinnost, ale variantni izo-
forma vykazuje poruchu ve vazbé sub-
stratl [40,41]. Funkéni kindzova kapacita
této varianty na Urovni 48,8 % wild-
-type CHK2 naznacuje, ze u heterozy-
gotnich nosicl by rezidualni celkova ka-
pacita CHK2 kinazy exprimované z obou
alel (kédujicich 100% aktivni wild-type
CHK2 a priblizné 50% aktivni p.I157T)
méla poskytovat dostate¢nou funkéni
rezervu, avsak u homozygotnich nosicut
p.1157T varianty je celkova funk¢ni ka-
pacita CHK2 snizena na Uroven aktivity
u heterozygotnich nosi¢d trunkacnich
mutaci, jako je c.1100delC.

Asociace CHEK2 mutaci s rizikem
vzniku karcinomu prsu u Zzen

Riziko vzniku BC u nosicek dédi¢nych al-
teraci v genu CHEK2 klasifikovanych na
zdkladé typu alterace a vysledk( funke-
nich analyz bylo hodnoceno ve srov-
nani s kontrolni populaci jak v souboru
vsech 1 526 zen s BC, tak v podskupiné
1209 Zen s BC bez pfitomnosti pficinné

mutace v ostatnich vySetfenych nado-
rovych predispozi¢nich genech (BRCAT,
BRCA2, PALB2 nebo TP53). Soubor bez
mutaci v téchto predispozi¢nich genech
slouzil k porovnani s vysledky zahranic-
nich praci, které obvykle analyzuji popu-
lace pacientek s BC bez mutaci v hlav-
nich predispozi¢nich genech.

Nejvyssi riziko vzniku BC jsme zazna-
menali pro varianty vedouci ke zkra-
ceni proteinového produktu (trunkace),
a to jak pfi hodnoceni v celém sou-
boru 1 526 vysetfovanych Zen (OR 8,19;
95% Cl 4,11-17,75; p = 4,1 x 107'?), tak
pfi hodnoceni v podskupiné 1 209 pa-
cientek bez mutaci v ostatnich vy3et-
fenych nadorovych predispozi¢nich
genech (OR 9,07; 95% Cl 4,49-19,87;
p=2,4x 107" (tab. 3). Missense varianty
klasifikované pomoci funkéniho vyset-
feni jako nefunkéni byly rovnéz statis-
ticky vyznamné spojeny se zvySenym
rizikem vzniku karcinomu prsu u zen
(OR > 4), bez ohledu na pfitomnost dal-
Sich mutaci v ostatnich predispozi¢nich
genech (tab. 3). Naproti tomu missense
varianty klasifikované ve funkéni ana-
lyze jako skupina variant s ¢adste¢nou po-
ruchou funkce a skupina pIné funkénich
variant nezvysovaly riziko vzniku BC ve
skupiné viech pacientek ani v podsku-
piné pacientek bez mutaci v genech
BRCA1, BRCA2, PALB2 nebo TP53 (tab. 3).

Rizika vzniku karcinomu prsu spojena
s nosi¢stvim alteraci v CHEK2, ktera jsme
vycislili v nasem souboru u viech pa-
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cientek s BC a v podsouboru pacientek

s BC bez mutaci v hlavnich predispo-

zi¢nich genech, jsou vyssi, nez je tomu

v ostatnich studiich analyzujicich cely

gen CHEK2 nebo vybrané founder mu-

tace (tab. 4). Pfic¢in tohoto rozdilu je
nékolik.

1) Vyskyt variant CHEK2 genu vykazuje
vyznamné populacni rozdily. Z pre-
hledu vyplyva, Ze prace, ve kterych
byly k vypoctu rizik pouzity populaéni
kontroly, dospély k vy$simu odhadu
OR nez prace, ve kterych byly pouzity
frekvence alteraci CHEK2 z databaze
variant Exome Aggregation Consortia
(ExAC) od osob z evropské populace
mimo Finsko (European non-Finnish
- NFE) [42]. DGvodem je pravdépo-
dobné vysoké zastoupeni vzork( od
0sob ze severni Evropy, kde je celosvé-
tové nejvyssi zastoupeni ¢.1100delC
v populaci (v kohorté 33 370 vzorkd
EXAC-NFE je vice nez tietina vzorkl
(12 119) tvofena souborem Swedish
Schizophrenia & Bipolar Studies, pfi-
¢emz frekvence c.1100delC v kontro-
lach ve Svédsku dosahuje 0,7 % [43]).

2) Pfevazna vétsina i recentnich analyz
CHEK2 genu nezahrnuje do vysetieni
velké prestavby, které v naSem sou-
boru tvofily tfetinu trunkacnich va-
riant a které jsme nalezli vyznamné
Castéji u pacientl nez u kontrol.

3) Odhad rizika ovliviuje i slozeni
(vybér) vysetfovanych pacientt a kon-
trol — zatimco vyssi cetnost mladych
pacientek s BC, pacientek s pozitivni
rodinnou anamnézou a osob bez mu-
taci v BRCA1/BRCA2 zvysuje zachyt pa-
togennich variant CHEK2 genu ve sku-
piné pacient(l, naopak vybér starsich
osob bez nadorového onemocnéni
snizuje vyskyt patogennich variant
v kontrolnim souboru. Vy3si ¢etnost
patogennich mutaci CHEK2 nalezena
v ndmi vysetfovaném souboru muze
byt ovlivnéna vy3sim zastoupenim
pacientek z rodin s pozitivni onkolo-
gickou anamnézou. Z publikovanych
praci systematicky vyplyva vyssi ri-
ziko vzniku BC pro familiarni formu
onemocnéni nez pro neselektované
nebo sporadické pfipady (tab. 4). Na-
opak nizsi vyskyt nalezenych variant
CHEK2 v kontrolnim souboru muze
byt ovlivnén vyssim podilem nena-

dorovych a starsich osob. Oba proti-
chlGdné faktory se pravdépodobné
Castecné spolupodileji na vyssim OR
zjisténém v nasi praci, nez je tomu v ji-
nych studiich.

Pro presnéjsi urceni rizika bude ne-
zbytné provedeni rozsdhlych analyz
v ramci mezinarodnich konsorcii za-
hrnujicich neselektované soubory pa-
cientek s BC a jejich porovnani se
vzorky populacné-specifickych kon-
trol. Nicméné z vysledkd nasich ana-
lyz a prehledu publikovanych vysledku
CHEK2 analyz u pacientek s BC je nepo-
chybné, Ze nosiéstvi patogennich trun-
kac¢nich mutaci genu CHEK?2 je obecné
spojeno s nejméné trojndsobnym zvy-
Senim rizika vzniku karcinomu prsu. Je
pravdépodobné, Ze vyssi riziko vzniku
BC bude spojeno s nosiéstvim mutaci
CHEK?2 u pacientek s pozitivni rodinnou
anamnézou BC [44] (ale pravdépodobné
i dalSich nddorovych onemocnéni), na-
opak nizsi riziko mlze predstavovat no-
si¢stvi mutaci CHEK2 u osob bez né&-
dorovych onemocnéni u pfibuznych.
Celozivotni riziko vzniku BC u nosi¢ek
bez pozitivni rodinné anamnézy se po-
hybuje kolem 20 %, zatimco u nosic¢ek
s pozitivni rodinnou anamnézou bylo
vycisleno na 40 % [45]. Odlisna mira ri-
zika je modifikovana pfitomnosti dalsich
genetickych faktord, napf. nizkopene-
trantnimi 313 SNP polygenné ovliviu-
jicimi riziko vzniku BC, vyjadfujicich tzv.
polygenic risk score [46]. Jejich zafazeni
do diagnostiky mlize v budoucnu umoz-
nit i lepsi predikci rizika u nosi¢d mutaci
CHEK2 [44,47].

NedofeSenou otdzkou zlstdva uréeni
rizika spojeného s nosi¢stvim funkcné-
-defektnich vzacnych missense mutaci,
které v nasi studii i v nékolika publikova-
nych analyzach (tab. 4) (které vsak defi-
novaly ,potencialné” patogenni missense
varianty pfedevsim na drovni in silico pre-
dikci) vykazovaly nizZsi miru rizika vzniku
BC (v pasmu variant stfedniho vyznamu
s OR~2) nez trunkacni mutace (s OR > 3).
Predpokladem dalSich analyz vzacnych
missense variant je robustni funkéni in
vitro analyza, kterou planujeme provést
pro viechny missense varianty a in-frame
delece/inzerce identifikované u pacienta
a kontrol v CR.

Asociace CHEK2 mutaci

s histologickym typem BC a s dalSimi
nadorovymi onemocnénimi
Hodnoceni vztahu pfitomnosti ger-
minalni CHEK2 mutace (trunkaci a ne-
funkc¢nich missense variant) k histopa-
tologickym charakteristikém BC bylo
provedeno ve skupiné 1 209 pacientek
bez pfitomnosti pFicinné mutace v ge-
nech BRCAT, BRCA2, PALB2 nebo TP53,
ve které bylo identifikovano 44 nosic¢ek
patogennich trunkacnich CHEK2 variant
nebo funkéné-defektnich missense va-
riant. U téchto nosi¢ek jsme pozoro-
vali vy3si ¢etnost luminal A subtypu BC
oproti pacientkdm bez CHEK2 mutace
(51,4 vs. 29,4 %; p = 6 x 1073). Vyrazny
rozdil jsme zachytili ve vyskytu triple-
-negativniho (ER-, PR-, HER2-negativni)
BC, ktery byl zachycen pouze u jedné
nosi¢cky CHEK2 mutace (2,7 %) oproti
186/868 pacientkam (21,4 %) bez mu-
tace v CHEK2 a dalsich predispozi¢nich
genech (p = 3,0 x 1073). Histologicky typ
BC, menopauzalni status ani indikacni
kritéria ke genetickému testovani se ve
vySetfovaném souboru 1 209 pacientek
bez mutaci v genech BRCAT, BRCA2,
PALB2 nebo TP53 nelisily mezi pacient-
kami s/bez CHEK2 mutaci, avsak u nosi-
¢ek CHEK2 mutaci byl ¢astéji pfitomen
grade 2 nadoru proti Zzendm bez mutace
(67,5vs.44,4%; p=5,3%x1073).

Vysledky nasich analyz jsou v souladu
s dfive publikovanymi studiemi ukazuji-
cimi, ze nosi¢ky CHEK2 mutaci vykazuji
silnou asociaci s ER-pozitivnimi BC, as-
néjsim nastupem onemocnéni a pokro-
¢ilejSim gradingem, nosicky p.1157T (ale
ne c.1100delC) také s lobularnim BC [48].
Prestoze prognéza ER-pozitivnich né-
dord je u neselektovaného BC lepsi, no-
si¢stvi mutaci v CHEK2 je spojeno s hor-
$im celkovym pfezitim u pacientek
s BC [49,50].

Zajimavym pozorovanim v nasem
souboru byla vyznamné vy3si ¢etnost
vyskytu sekundarnich nador( dalsich
typt (jinych nez BC nebo ovaria), v¢. kar-
cinomu kolorekta, ledviny, $titné zlazy
nebo hematologickych malignit u no-
sicek CHEK2 mutaci, které jsme zazna-
menali v 9/44 (20,5 %) pfipadd nosicek
trunkacnich a funkéné-defektnich mis-
sense variant CHEK2, v porovnani se
17/317 (5,4 %) ptipadd u nosi¢cek mu-
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Tab. 4. Prehled publikovanych praci, analyzujicich cely gen CHEK2 (samostatné nebo v rdmci panelového sekvenovani) nebo vy-
brané founder mutace a metaanalyzy studii analyzujicich pacientky s BC s vyjadfenim stanovenych rizik pro vznik BC u nosict
mutaci.

P: soubor pacientti

o % * 0, . - 2
Citace Rok Pop. C: soubor kontrol Analyza OR (95% CI); p - poznamka
. P:3 156 BC/karcinom ovaria 5,40 (1,58-18,45); 0,007 — neselektované BC
L O e I e Slike 6,04 (1,65-22,10); 0,007  familiami BC
P: 1207 BRCA1/2-negativni BC 3,0(1,9-5,0); 1 x 10-5 — v3echny varianty
Girard [56] 2019 FR  asestrasBC CHEK2 (NGS) 5,8(2,0-16,9); 0,001 — trunkace
C: 1199 populacni 2,4 (1,4-4,3); 0,002 - likely—deleterious missense
Hauke[22] 2018 DE 1ioo89BRCALZZmegativniBC ) (o) 3,72 (1,99-6,94); < 0,0001 - trunkace

C: 2189 nenadorové

2,31(1,88-2,85); 3,04 X 10-17 — ¢.1100delC
2,26 (1,89-2,72); 1,75 x 10-20 — patogenni
P:29 090 BC (bez p.1157T a p.5428F)
Couch[20 2017 USA . £y pC-NFE non-TCGA CHEK2 (NGS) 1,48 (1,31-1,67); 1,75 x 10-10 - libovolna
varianta (v€. p.1157T a p.S428F)
1,35 (1,12-1,63); 0,0002 - bilateralni BC

3,11 (2,15-4,69); 5,6 x 10-11 — trunkace
P- 13087 BC 1,36 (0,99-1,87); 0,066 — vSechny raritni missense
Decker [57] 2017 UK C: 5488 CHEK2 (4 geny) 1,51 (1,02-2,24); 0,047 — raritni missense v popsanych
’ doménach
3,27 (1,66-5,83); 0,0014 - bilateralni BC

P:2 266 BRCA1/2-negat. BC
a > 2 pfibuzni s BC/karcinomem

,6-5,1) — véechny BC

787/ G BIC (g ,3-4,7) — BC bez pozitivni RA

Cybulski [34] 2011 PL  founder BRCAT mutace)

Slavin [58] 2017 USA ovaria do 70 (80 % bélogi) CHEK2 1,62 (1,03-2,51); 0,04 - trunkacni mutace
C:ExAC
44777 BC 2,26 (1,90-2,69); 2,3x10-20- invazivni BC
Schmidt[59] 2016 BCAC 42977 PMC ¢.1100delC 2,55 (2,10-3,10); 4,9x10-21- ER—pozitivni BC
1,32 (0,93-1,88); 0,12 — ER-negativni BC
¢.349A>G (p.R117G) 2,26 (1,29-3,95); 0,02 - pro variantu p.R117G
P42 671 ¢.538C>T (p.R180C) 1,33(1,05-1,67); 0,015 - pro variantu p.R117G
Southey [60] 2016  BCAC C: 42164 ¢.715G>A (p.E239K)  1,70(0,73-3,93); 0,210 — pro variantu p.E239K
’ ¢.1036C>T (p.R346C) 5,06 (1,09-23,5); 0,017 — pro variantu p.R346C
¢.1312G>T (p.D438Y) 1,03 (0,62-1,71); 0,910~ pro variantu p.D438Y
2
2
3
3

3,6(
c.1100delC, c444+- 3,3 (
5,0(
73(

C: 4346 1G>A, del5395 ,3-7,6) —BC+ BCv 1. nebo 2. linii v RA
’ ,2-16,8) —BC+BCv 1.a 2. liniivRA

Desrichard 2011 R P: 507 BRCA1/2-negativnich BC CHEK? 4,15 (1,38-12,50); 0,0065 — vSechny CHEK2 varianty
[15] C: 513 nenddorové 5,18 (1,49-18,00); 0,0042 — patogenni CHEK2 mutace

P:1303BC <45 let
Le Calvez- (64,7 % bélosky) 6,18 (1,76-21,8) — trunkace
-Kelm [16] e R C: 1109 nenédorové zeny CHEK2 2,20 (1,20-4,01) — raritni missense

(86,2 % bélosky)
Liu [61] 2011 N P: 909 neselektovanych BC c11116T 2,43 (1,07-5,52); 0,034 - neselektovany BC

C: 1229 zdravé (p.H371Y) 5,99 (1,98-18,89) — familirni BC

. P:1101sBC 3,2(1,0-9,9) - BC (prospektivni studie)

Weischer[62] 2008 DK C:4 665 c1100deiC 2,6 (1,3-5,4) - BC (case control studie)

*CHEK2 - cely gen (bez velkych pfestaveb); vybrané hodnocené varianty vypsany
pop. — populace, OR - odds ratio, Cl — interval spolehlivosti, FI - Finsko, FR — Francie, DE - Némecko, USA - Spojené staty americké,
UK - Spojené krélovstvi Velké Britanie a Severniho Irska, PL — Polsko, AU - Australie, CN - Cina, DK - Dansko
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Tab. 4 - pokracovani. Pfehled publikovanych praci, analyzujicich cely gen CHEK2 (samostatné nebo v rdmci panelového sekve-
novani) nebo vybrané founder mutace a metaanalyzy studii analyzujicich pacientky s BC s vyjadfenim stanovenych rizik pro

vznik BC u nosi¢d mutaci.

Citace Rok Pop.

P: soubor pacientt
C: soubor kontrol

Analyza*

OR (95% CI); p - poznamka

Cybulski [6] 2004 PL P:1017BC

¢.1100delC; c.444+-

2,2; p=0,02 - pro variantu ¢.1100delC and
C444+1G>A

C: 4000 populacni 1G>A; p157T 1.4: p= 0,02 - pro variantu pJ157T
P: 516 BRCA1/2-negativnich BC 3,44 (1,19-9,95); 0,016 — pro variantu c.1100delC
Dufault 1712004 DE (. 315 hshodne CHEK2 3,9(1,3-10,9) - pro varianty c.1100delC a c.1214del4
UK NL 2,34 (1,72-3,20); 1 x 10-7
CHEK2 kon- 2004 Fl ,DE, P: 10860 BC 1100delC 2,23 (1,60-3,11) - BC bez pribuzné s BC v 1. linii
sorcium [30] }\U " 9065 ’ 3,12(1,90-5,15) - BC+ 1 BC v 1. linii v RA
4,17 (1,26-13,75) - BC+ = 2 BCv 1. linii v RA
. . , 1,48 (0,83-2,65); 0,182 neselektovany BC
}/g‘;‘]te”sm 2002 F Ej 1 3‘3? neselektovanychBC 15 004elc 2,27 (1,11-4,63); 0,021 BC + BC v RA
’ 6,17 (1,87-20,32); 0,007 bilateralni BC
2,88(2,65-3,22) - BCu Zen
. P:118 735 BC 2,87 (1,85-4,47) - BC u mladych Zen
Liang[64] 2018 meta ;g5 447 c1100delC 3,21(2,41-4,29) - familiari BC
3,13(1,94-5,07) - BCu muzl
P: 15985 BC
Han [65] 2013  meta C:18609 p.l157T 1,58 (1,42-1,75); < 0,0001
1,48 (1,31-1,68); < 0,0001 — neselektovany BC
. P:19621BC 1,48 (1,16-1,89); < 0,0001 — familiarni BC
Liu[13] 2012 meta 57001 pl157T 1,47 (1,29-1,66); < 0,0001 - BC u mladych pac.
4,17 (2,89-6,03); < 0,0001 - lobulérni BC
P 29154 BC 2,33(1,79-3,05) - nese'l‘e’ktc?vany BC
Yang [12] 2012  meta C:37064 ¢.1100delC 3,72 (2,61-5,31) — familidrni BC
’ 2,78 (2,28-3,39) — mladé pacientky
P:9970/ C:7 526 c444+1G>A 3,07 (2,03-4,63); 9,82 x 10-8 — pro variantu c.444+1G>A
P:13331/C: 10817 p.157T 1,52 (1,31-1,77); 4,76 x 10-8 - pro variantu p.I1157T
Zhang[66] 2011 meta 5 oaaca0817 del5395 2,53 (1,61-3,97); 6,33 x 10-5 — pro variantu del5395
P:41791/C: 50910 ¢.1100delC 3,10(2,59-3,71); < 10-20 - pro variantu c.1100delC
P: 26 488 2,7 (2,1-3,4) - neselektovany BC
Weischer [11] 2008 meta C: 27402 ¢.1100delC 2,6 (1,3-5,5) - BCu mladych zen

4,8 (3,3-7,2) — familiarni BC

¥CHEK?2 - cely gen (bez velkych prestaveb); vybrané hodnocené varianty vypsany
pop. — populace, OR - odds ratio, Cl - interval spolehlivosti, meta - metaanalyza, PL - Polsko, DE - Némecko, UK - Spojené kralov-
stvi Velké Britanie a Severniho Irska, NL — Nizozemi, FI — Finsko, AU - Australie

taci v ostatnich predispozi¢nich ge-
nech (p = 0,002), 2/38 (5,3 %) ptipadd
u nosi¢ek p.1157T a 80/1127 (7,1 %)
pfipadl u pacientek s BC bez mu-
taci v BRCAT, BRCA2, PALB2, TP53 nebo
CHEK2 (p = 0,004). Zvy3ena Cetnost vy-
skytu nadorovych onemocnéni v dal-
Sich lokalitdach dokumentuje podil mu-
taci v CHEK2 genu na vzniku dédi¢né
predispozice i k jinym typdm nadoro-
vych onemocnéni. Od prvni prace Cy-

bulského et al [6], ve které byly trunkaéni
varianty (c.1100delC a c.444+1G>A) aso-
ciovany se zvysenym rizikem vzniku kar-
cinomu stitné Zlazy (OR 4,9; p = 0,0006),
prsu (OR 2,2; p = 0,02) a prostaty (OR
2,2; p =0,04) a varianta p.I157T se zvyse-
nym rizikem BC (OR 1,4; p = 0,02), kolo-
rekta (OR 2,0; p = 0,001), ledviny (OR 2,1;
p = 0,006), prostaty (OR 1,7; p = 0,002)
a Stitné Zlazy (OR 1,9; p = 0,04) v polské
populaci, byla publikovdna fada praci

a metaanalyz ukazujicich na zvyseny vy-
skyt téchto onemocnéni u nosicua alte-
raci genu CHEK2.

Pfesnéjsi odhady relativnich rizik pro
vznik dalsich malignit u nosi¢d mutaci
CHEK?2 zatim chybéji, zejména z dlivodu
nedostate¢ného mnozZstvi vysetfenych
pacientd. Nicméné i dalsi prace (tab. 5)
poukazuji na asociaci mutaci CHEK2 s ji-
nymi tumory, jako jsou karcinom led-
viny, prostaty, Stitné Zlazy a kolorekta,
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Tab. 5. Asociace dédi¢nych alteraci v CHEK2 genu s dalSimi nadorovymi onemocnénimi.

Citace Rok
E\6I7D]ubayan 2019
Obazee [68] 2019
Zlowocka-
-Perlowska 2019
[51]

I[-|6a9I]Iamies 2017
Carlo [70] 2018
Pritchard [71] 2016
I[-;;Zrének 2015
Siolek [72] 2015
Wang [73] 2015
Hale [74] 2014
Ma [75] 2014
Han [65] 2013
Liu [76] 2012
Weischer [77] 2012
Xiang [78] 2011

Pop.

USA/
HR

PAN-
DoRA
kon-
sor-
cium

PL

FI

USA

USA,
UK
cz

PL

meta

meta

meta

meta

meta

DK, GE

meta

P: soubor pacientti
C: soubor kontrol

P:205/448/231 TGCT
C: ExAC/populacni

P:2 976 ca pankreatu
C: 5855 populacni

P: 835 invazivni ca ledviny
C: 8304 bez nddoru

P: 68 ca prsu u muze
C: 1885 zref [55]

P: 254 ca ledviny
(stadium [1I-1V)
C:EXAC

P: 692 metastat. ca prostaty
C: EXAC

P: 360 NHL
C: 445 nenadorové

P: 468 ca stitné Zlazy
C: 468 parovych kontrol

P: 6 409 ca prostaty
C:11634

P: 5124 ca prostaty
(1 084 familiarnich)
C:9258

P: 3 874 ca kolorekta
C: 11630

P: 6 042 ca kolorekta
C:17 051

P: 3166 ca kolorekta
C:9844

P:4 029 ca kolorekta
C: 13844

P:2 619 melanom
C: 17 481

P: 4194 ca kolorekta
C:10010

Analyza*

CHEK2

pl157T

¢.1100del-
C/c.444+1A>G/
5395del

cI157T

¢.1100delC

CHEK2

CHEK2

CHEK2

¢.1100delC/c.444+
1A>G/5395del
cl157T

¢.1100delC
C444+1G>A
p.1157T

¢.1100delC

¢.1100delC

pl157T

pl157T

pl157T

¢.1100delC

¢.1100delC

OR (95% Cl); p - poznamka
3,87 (1,65-8,86); p = 0,006 — trunkace (USA pac.)
1,4; p = 0,03 — trunkace (HR pac.)

6,30 (2,34-17,31); 0,01 — trunkace (USA TGCT
pac. = 2 pfibuznymi s TGCT)

1,74 (1,15-2,63); 8,57 x 1073

2,0(1,6-2,6); < 0,001
2,5(1,5-4,1); 0,0003

4,47 (1,51-13,18); 0,019

3,0(1,3-5,8);0,03

3,1(1,5-5,6); 0,002

2,86 (1,42-5,79); 0,003 — v3echny varianty

5,7;p = 0,006 — trunkace
2,8, p=0,0001

3,29 (1,85-5,85); < 0,001
1,59 (0,93-2,71); 0,09
1,80 (1,51-2,14); < 0,001

1,98 (1,23-3,18) — neselektovany ca prostaty
3,39 (1,78-6,47) — familiarni ca prostaty

1,88 (1,29-2,73); 0,001

1,56 (1,32-1,84); 1,22 x 1077

1,67 (1,24-2,26); 0,0008

1,61 (1,40-1,87); < 0,001 — neselektovany ca
1,48 (1,23-1,77); < 0,001 — sporadicky ca
1,97 (1,41-2,74); < 0,001 — familiarni ca

1,81 (1,07-3,05)
2,11 (1,41-3,16); 0,0003 — vSichni pac.

2,80 (1,74-4,51); < 0,0001 - familidrni pac.
1,45 (0,49-4,30); 0,5 — sporadicky ca

pop. — populace, OR - odds ratio, Cl - interval spolehlivosti, USA Spojené staty americké, HR — Chorvatsko, TGCT - testikularni ger-
minalni tumor, ca - karcinom, NHL - non-Hodgkindv lymfom, meta — metaanalyza, CZ - Ceska republika, DK — Dansko, FI - Finsko,
PL - Polsko, UK — Spojené kralovstvi Velké Britanie a Severniho Irska
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non-hodgkinské lymfomy, maligni mela-
nom nebo karcinom prsu u muz(.

Integrace téchto poznatk( do klinic-
kych doporuceni je pfedmétem dis-
kuzi [51] a pro preventivni sledovani no-
si¢cl CHEK2 mutaci zatim neni plosné
moznd a oSetfujici Iékafi jsou odka-
zani na indikaci sledovani dalSich na-
dord na zakladé vyskytu onkologickych
onemocnéni v rodiné nosi¢d mutaci Ci
na vyuziti dostupnych screeningovych
vysetieni.

Soucasny stav klinickych
doporuceni

Soucasny stav klinickych doporu-
¢eni pro nosi¢e patogennich mutaci
v genu CHEK2 vychazi z aktudlnich me-
zinarodnich doporuceni a zahrnuje ze-
jména pfistupy umoziujici ¢asnou
detekci malignit (pravidelné samovy-
Setfeni prsl, mamografie a ultrasono-
grafie nebo magnetickd rezonance jed-
nou ro¢né od véku 40 let, pfip. od véku
10 let, pfed nastupem onemocnéni
v rodiné) [52,53].

Pro nosicky patogennich a pravdépo-
dobné patogennich variant (class 4 a 5)
v heterozygotnim stavu zpUsobujicich
zkraceni proteinu CHK2 (v¢. nové cha-
rakterizovanych sestfihovych mutaci
c.846+4_846+7delAGTA a c.1260-8A>Q)
s absenci ¢asti ¢i celé kinazové domény
je doporuceno zafazeni do preventiv-
nich gynekologickych a onkologickych
program0 zohlednujicich rizika nadort
asociovanych s mutacemi v genu CHEK2.
Prevence v tomto pfipadé odpovida
schématu pro nejcastéji diskutovanou
variantu CHEK2 c.1100delC.

U nosicek homozygotnich mu-
taci [54] nebo slozenych heterozygotl
(dvé prokazatelné patogenni trunkace
v genu CHEK2, kazda v heterozygotnim
stavu) je mozné nabidnout také pre-
ventivni chirurgické zékroky snizujici ri-
ziko vzniku karcinomu prsu (bilateraini
mastektomie, podle zdvaznosti rodinné
anamnézy pfipadné i profylakticka sal-
pingo-ooforektomie). Preventivni chirur-
gické vykony je vhodné zvazit i u hete-
rozygotnich nosic¢ek trunkacnich variant,
s ohledem na rodinnou anamnézu a se-
gregaci varianty CHEK2 v rodiné.

Nosi¢ky missense variant vedoucich
ke ztraté funkce proteinu CHK2 dle do-

stupnych funk¢nich vysetreni by mély
mit stejné preventivni sledovaci schéma
jako v pfipadé variant trunkacnich. Pro
indikaci k preventivnim chirurgickym
vykonUm neni zatim dostatek informaci.
Je vhodné provadét v rodinach segre-
gacni analyzy, je mozné prediktivné (ale
s omezenym vystupem) testovat zdravé
pfibuzné. Nosice zaradit do adekvatnich
preventivnich program(, oviem v pfi-
padé negativné testovanych osob zatim
i naddle ponechat riziko vzniku nado-
rovych onemocnéni plynouci z rodinné
anamnézy.

Interpretace nalezu missense variant
v genu CHEK2 je obtizngjsi. Rekurentni
missense varianta p.I157T je ve vefej-
nych databdzich klasifikovana rozporu-
plné ve spektru class 3-5.V nasi populaci
vsak alelicka frekvence této varianty pre-
vysuje 1 %, coz ze své podstaty vylucuje
moznost, ze by se mohlo jednat o vy-
soce nebo i sttedné penetrantni nado-
rovou predispozi¢ni variantu. Pfestoze
se dle funk¢nich analyz jedna o variantu
s castecné omezenou funkci proteinu
CHK2, nebylo pozorovéno klinicky vy-
znamné zvyseni rizika vzniku BC u Zen
spojené s jejim vyskytem oproti popu-
la¢né specifickym kontroldam (OR~1,5).
Pokud v rdmci genetického testovani
dojde k identifikaci nosi¢ky p.I1157T v ho-
mozygotnim stavu, je vhodné ji o sku-
te¢nosti informovat, avsak klinicka do-
poruceni nejsou jednoznacnd. Tato
skute¢nost sama o sobé neni ddvodem
k preventivnim chirurgickym vykontm,
probandku je viak mozno zafadit do
preventivnich sledovacich program.
Pritomnost varianty p.[157T v rodiné
neni indikaci pro prediktivni testovani
zdravych pfibuznych.

Ostatni raritni missense varianty kla-
sifikované funk¢né jako plné ¢i ¢aste¢né
funkéni a v dostupnych databazich kla-
sifikované jako VUS, je nutno podrobit
dalsimu testovani. Jejich klinické uplat-
néni je v soucasnosti omezené.

Varianty zafazené jako benigni nebo
pravdépodobné benigni (class 1 a 2)
v dostupnych databazich jsou bez kli-
nického vyuziti a obvykle nejsou pro-
banddm v ramci genetické konzultace
reportovany ani nebyvaji reporto-
vany laboratofi provadéjici genetické
vysetieni.
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29959A,NV19-03-00279, projekty Univerzity PRO-
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Q26, LQ1604 NPU Il a projektem AVCR Qualitas.
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umoznéna diky existenci a podpore védecké in-
frastruktury Narodniho centra lékaiské genomiky
(LM2015091) a jeho projektu zaméreného na vy-
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Summary

Background: Deleterious mutations in the BRCAT and BRCA2 genes account for a considerable
proportion of dominantly inherited breast and ovarian cancer susceptibility. The laboratory in-
terpretation has always been dependent on the information available at the time of the report
conclusion. The aim of this study has been to review the results from the BRCA testing at Masaryk
Memorial Cancer Institute (MMCI). Patients and methods: Patients with suspected hereditary
predisposition to breast/ovarian cancer, belonging to 7,400 families, were referred by genetic
counsellors for BRCAT and BRCA2 mutation testing at the MMCI from 1999 to the beginning of
2018. Various methods have been used over 20 years of laboratory practice - starting with the
Protein Truncation Test and Heteroduplex Analysis via the High Resolution Melting analysis and
Sanger sequencing up to Next Generation Sequencing. Results: BRCAT and BRCA2 mutation
screening resulted in the identification of 1,021 families with a germline high-risk BRCAT muta-
tion and 497 families carrying a high-risk BRCA2 mutation, representing a mutation detection
rate of 20.5%. A broad spectrum of unique mutations classified as pathogenic or likely patho-
genic has been detected in both genes — 124 in the BRCAT and 123 in the BRCA2 gene. Other
sequence variants (96 unique variants in the BRCAT and 126 in the BRCA2 gene) have been
revised and classified as benign or likely benign. The other 82 unique variants remain classified
as of uncertain significance mainly due to a lack of information for inclusion in other groups.
All the results are summarised in the tables, including the reasons for their classification. Con-
clusion: The clinical classification of rare sequence variants identified in the high-risk breast
cancer susceptibility genes BRCAT and BRCA2 is essential for appropriate genetic counselling.
Here we present an overview of BRCA mutation frequencies in our region and the retrospective
evaluation and eventually reclassification of previously reported rare variants in light of recent
findings.
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Souhrn

niku. Interpretace molekularné-genetickych nalezd vzdy zavisi na dostupnych informacich v dobé uzavieni laboratorni zpravy. Cilem této studie
byla revize klasifikace viech vysledk testovani BRCA genli v Masarykové onkologickém ustavu (MOU). Soubor pacientii a metody: Pacienti ze
7 400 rodin s podezfenim na dédi¢nou predispozici ke vzniku nador(i prsu a/nebo vaje¢niki byli v MOU vysetieni v obdobi let 1999 az prvni
poloviny 2018. Vysetfeni gent BRCA bylo vzdy indikovano klinickym genetikem. V pribéhu 20 let laboratorni praxe byly pouzity rlizné metody —
pocinaje vysetfenim cilenym na detekci zkrdcené délky proteinu a heteroduplexni analyzu pres vysokorozliSovaci analyzu krivek tani a Sange-
rovo sekvenovani az po masivni paralelni sekvenovani. Vysledky: Mutacni analyza vedla k odhaleni dédi¢né predispozice k nadoru prsu/ovaria
u 20,5 % rodin. Vysoce rizikova zarode¢na mutace byla detekovana u 1021 rodin v genu BRCAT a u 497 rodin v genu BRCA2. Bylo zachyceno Siroké
spektrum patogennich a pravdépodobné patogennich unikatnich mutaci v obou genech - 124 rliznych mutaci v genu BRCAT a 123 rdznych
mutaci v genu BRCA2. Jako benigni nebo pravdépodobné benigni bylo klasifikovano 96 unikatnich variant v genu BRCAT a 126 variant v genu
BRCA2. Zbyvajicich 82 vzacnych unikatnich variant zdstalo klasifikovano jako ,nejasného vyznamu’, predevsim z dlivodu ojedinélého vyskytu
a nedostatku podkladd pro jejich zafazeni do ostatnich skupin. Vysledky jsou shrnuty v tabulkach dle typu mutace/varianty v¢. podklad{i pro
jejich klasifikaci. Zdvér: Co nejpiesnéjsi klinicka klasifikace variant identifikovanych v BRCA genech ma dopad na genetické poradenstvi a nasled-
nou klinickou péci. V této studii uvadime prehled frekvenci BRCA mutaci detekovanych v nasem regionu, retrospektivni hodnoceni a pfipadné

reklasifikaci u nékterych dive reportovanych variant ve svétle nedavnych zjisténi.

Kli¢cova slova

nador prsu — nador ovaria — gen BRCAT - gen BRCA2 - zarode¢né mutace

Introduction
Several breast and ovarian cancer sus-
ceptibility genes have been identified
to date. The most important genes in
the context of genetic counselling re-
main the BRCAT and BRCA2. The germ-
line BRCA1/2 heterozygote frequency
in individuals of European non-Finn-
ish descent — BRCAT mutation fre-
quency 0.21% (1 : 480) and BRCA2 mu-
tation frequency 0.31% (1 : 327); both
combined 0.51% (1 : 195) [1] was cal-
culated by examining publicly avail-
able data from the Exome Variant Server
and the Exome Aggregation Consor-
tium database. However, these calcula-
tions do not incorporate large genomic
rearrangements or uncharacterised, but
potentially pathogenic, missense muta-
tions and, therefore, could be underesti-
mates of true population frequencies of
BRCA1/2 heterozygotes [1]. These figures
are in agreement with those obtained
in an unselected population cohort of
50,726 adults who underwent exome se-
quencing: 0.52% (n = 267) were found to
be BRCA1/2 mutation carriers [2].
Mutations in the BRCAT (MIM#113705)
and BRCA2 (MIM#600185) account for
an autosomal dominant transmission
of susceptibility to breast and ovarian
cancers. BRCA1/2 genes have been
studied very well since their discovery
in 1994 and 1995. The cumulative breast
cancer risk up to the age of 80 was de-
termined at 72% for BRCAT and 69% for

BRCA2 mutation carriers [3]. Breast can-
cer incidences increased rapidly in early
adulthood until the age of 30 to 40 for
BRCAT1 and until the age of 40 to 50 for
BRCA2 mutation carriers, then remained
relatively constant throughout the re-
mainder of the patient’s lifetime. The
cumulative ovarian cancer risk up to
the age of 80 was determined at 44%
for BRCAT and 17% for BRCA2 mutation
carriers [3].

Genetic counselling has become an
integral part of BRCA1/2 testing and
helps patients in making informed deci-
sions about undergoing testing. The re-
sults are used to plan optimal women'’s
treatment or clinical management op-
tions, which involve a combination of
early cancer screening, prophylactic sur-
gery and other risk reduction strategies.

Genetic testing may detect changes
that are clearly pathogenic, clearly neu-
tral or variants of uncertain clinical sig-
nificance (VUS). Such variants present
a considerable challenge to the diag-
nostic laboratory and the receiving clini-
cian in terms of interpretation. Adequate
classification of rare sequence changes
identified in the high-risk breast can-
cer susceptibility genes BRCAT and
BRCA2 is essential for appropriate ge-
netic counselling of individuals carrying
these variants.

The aim of this study has been to re-
view the results from the BRCA test-
ing at Masaryk Memorial Cancer Insti-

tute (MMCI) during the last 20 years of
diagnostic practice. This will give a nec-
essary overview of mutation frequen-
cies in our region and the retrospective
evaluation and eventually reclassifica-
tion of previously reported rare variants
in light of recent findings. The report-
ing of novel sequence variants included
a clinical interpretation based on the
best data available at the time of testing.
Often, as subsequent studies were done,
either within the same family in our re-
gion or others reported in literature, this
clinical interpretation may need to be
modified or changed. When the causal
status of a sequence variant is indeter-
minate, follow-up activities may be use-
ful to clarify this relationship and assist
risk assessment.

A system of five classes of variants
based on the degree of likelihood
of pathogenicity is used as recom-
mended [4] in agreement with the
ACMG (American College of Medical Ge-
netics) [5] / ENIGMA (Evidence-based
Network for the Interpretation of Germ-
line Mutant Alleles) criteria [6]. Each class
is associated with specific recommenda-
tions for clinical management of at-risk
relatives.

Materials and methods

Patients, controls,

and criteria for testing

The patients were referred to the MMCI
in Brno for genetic counselling by phy-
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sicians from various specialisations or
were sent for testing by other medi-
cal geneticists from various parts of
the Czech Republic between 1999 and
2018. All the tested individuals provided
a signed informed consent following ap-
propriate genetic counselling. Genetic
testing was offered to high-risk indi-
viduals meeting the recommended cri-
teria for BRCA testing. In this study, “fam-
ily” was defined by the practice of giving
an index patient (proband) a separate
family number if he/she did not already
have family members registered in our
laboratory. If another relative came, this
person was included in the already reg-
istered family. The results of the testing
from 1999-2018 include 7,400 high-risk
families referred for genetic testing in
the context of a presumed genetic pre-
disposition for breast and/or ovarian
cancer. The criteria for genetic test-
ing have been revised and edited over
20 years of genetic practice and have
been published elsewhere in the frame-
work of the guidelines for the Czech
Republic [7,8].

The control “cancer-free” group was
composed of healthy individuals (150)
above 60 years of age without the oc-
currence of cancer in their personal his-
tory and without the occurrence of tu-
mours of the breast, ovaries, prostate or
colon cancer in their first- or second-de-
gree relatives. All the control individuals
provided a signed informed consent
with participation for the purposes of
research.

Mutation screening

Genomic DNA was isolated from blood
samples with a QlAamp DNA blood puri-
fication kit (Qiagen). Initially, individuals
from approximately the first 1,000 fami-
lies were analysed during 1999-2006 us-
ing the Protein Truncation Test and Het-
eroduplex Analysis followed by Sanger
sequencing on the ALF express™ DNA
sequencer (Pharmacia) described
elsewhere [8].

High-Resolution Melting (HRM) curve
analysis was used to analyse individuals
from 5,900 families during 2007-2017.
To cover the complete coding region and
splice sites of BRCAT and BRCA2, 89 poly-
merase chain reaction (PCR) amplicons

(200-540 bp) were amplified. LCGreen®
Plus was used as the intercalating dye
for HRM analysis performed on a 96-well
LightScanner™ (Idaho Technology Inc.).
Later (starting in 2012), the analysis of
several highly polymorphic amplicons
was transferred to dHPLC (Denaturing
High-Performance Liquid Chromatogra-
phy; Transgenomic Wave system 4500)
for better resolution of polymorphic
regions. Sanger sequencing was per-
formed on 3130 Genetic Analyser (Ap-
plied Biosystems) from 2007 with a Big-
Dye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems).

In addition, we evaluated the fre-
quency of large genomic rearrange-
ments in the BRCAT gene with Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplifica-
tion (MLPA) (MRC-Holland). More de-
tails about our pilot study have been
reported elsewhere [9]. MLPA for the
BRCA1 gene (SALSA MLPA Probemix
P002; and confirmation Probemix P087;
MRC Holland) has been the stand-
ard test since 2005. Focused on BRCA2,
after testing 1,000 high-risk individuals
without the detection of any exon-
spanning deletion/duplication, MLPA
for the BRCA2 gene has been removed
from the standard protocol. MLPA for
BRCA2 (SALSA MLPA Probemix P045;
MRC Holland) was re-introduced as
a standard test in 2015. Fragment analy-
sis was performed on a 3130 Genetic An-
alyser (Applied Biosystems); free MLPA
analysis software, Coffalyser.net was
used for data analysis (MRC-Holland) to-
gether with a visual inspection of the
fragment analysis profile.

Next generation sequencing meth-
ods were introduced in our laboratory
in 2014 and several hundred individuals
from 500 unrelated families referred for
hereditary breast and/or ovarian cancer
predisposition were tested up to mid-
2018. Next generation sequencing was
performed on a MiSeq system (lllumina).

We started with a commercially avail-
able targeted enrichment TruSight Can-
cer panel (lllumina) including 94 can-
cer predisposition genes along with the
BRCA1/2 genes. All the procedures were
performed according to the manufac-
turers’ instructions — Trusight-rapid-cap-
ture-sample-prep protocol (lllumina).

The first experiences with the TruSight
Cancer panel have been published else-
where [10]. Two hundred families were
analysed with the TruSight cancer panel.

From 2016 onwards we have used the
NimbleGen SeqCap EZ Choice (Roche)
to create a sequencing library with
a multi-gene panel called CZECANCA
(CZEch CAncer paNel for Clinical Appli-
cation) according to NimbleGen SeqCap
EZ Library SR User’s Guide [11]. Three
hundred families were analysed with the
CZECANCA cancer panel.

A FinalistDX integrated bioinformatics
computing system (Institute of Applied
Biotechnologies) with a Linux operat-
ing system (Ubuntu) was used for data
processing and analysis of MiSeq FASTQ
files. FinalistDX software allows fast and
comprehensive bioinformatics analy-
sis from raw FASTQ files to quality con-
trol, alignment to the reference ge-
nome (bam, bai), coverage analysis,
variants calling (VCF files) and recently
also copy number variations (CNV)
analysis with detailed reports in a va-
riety of formats (tsv, xls, pdf). The alter-
native bioinformatics analysis, which
was used in parallel, has been described
elsewhere [11].

Nomenclature and variant
classification

All sequence variants have been named
and are referred to in the text according
to the nomenclature used by the Human
Genome Variation Society recommen-
dation guidelines [12], using the A of
the ATG-translation initiation codon as
nucleotide +1 [13]. Detected sequence
alterations are described at the cod-
ing DNA reference sequence (cDNA)
level according to the BRCAT most com-
mon human transcript (NM_007294.3)
with the traditional numbering of exons
1-24 without the presence of exon 4,and
according to the BRCA2 (NM_000059.3)
reference sequences.

The variants were assessed in Alamut®
Visual software (Interactive Biosoftware)
and other public databases (BIC, LOVD,
UMD, ClinVar) to determine whether they
were known in other populations. All
variants were evaluated regarding patho-
genicity following the recommended
terminology for classification [4-6]:
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Tab. 1. BRCAT nonsense and frame-shift mutations detected in Czech patients.

N

cDNA level

(HGVS nomenclature)

c.55C>T
c.68_69del
c.143del
c.160C>T
c.303T>G
c.485_486del
c.505C>T

€.622_625dup

c.676del
c.737del
€.798_799del
€.843_846del
¢.890del
c.962G>A
c.963G>A
c.1016dup
c.1016del
c.1040del
c.1068_1077del
c.1127del
c.1204del
c.1273dup
c.1403del
c.1416del
c.1504_1508del
c.1510del
c.1600C>T
c.1687C>T
¢.1938_1947del
¢.1953_1956del
¢.2022_2031dup
¢.2024dup
€.2070_2071del2
c.2157dup
€.2193_2196del
c.2233del

Protein
level

p.GIn19*
p.Glu23Valfs*17
p.Met48Serfs*2
p.GIn54*
p.Tyr101*
p.Val162Glufs*19
p.GIn169*

p.Pro209Hisfs*8

p.Cys226Valfs*8
p.Leu246*
p.Ser267Lysfs*19
p.Ser282Tyrfs*15
p.Met297Argfs*3
p.Trp321*
p.Trp321*
p.Val340Glyfs*6
p.Lys339Argfs*2
p.Leu347Argfs*27
p.GIn356Hisfs*15
p.Asn376llefs*18
p.Glu402Serfs*8
p.Serd25Phefs*11
p.Lys468Argfs*7
p.Asn473Thrfs*2
p.Leu502Alafs*2
p.Arg504Valfs*28
p.GIn534*
p.GIn563*
p.Ser646Argfs*2
p.Lys653Serfs*47
p.Ala678Cysfs*8
p.Thr676Asnfs*7
p.Arg691Thrfs*2
p.Glu720Argfs*6
p.Glu732Argfs*3
p.Glu745Lysfs*8

Number
of families

2
24
1

NFE frequency
(gnom)

0.0087%

—// novel

- // novel
0.00090%

0.0054%

—// novel

- // novel

-// novel

LOVD-IARC class [4] // our class
(if different or not specified)

class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

—// class 4: likely pathogenic;
putative hypomorphic allele?

class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

- // class 5, pathogenic

class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

- // class 5, pathogenic
- // class 5, pathogenic

class 5, pathogenic
class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

- // class 5, pathogenic

cDNA - coding DNA reference sequence, HGVS - Human Genome Variation Society, NFE - non-Finnish European, LOVD - Leiden
Open Variation Database, IARC - International Agency for Research on Cancer
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Tab. 1 - continuing. BRCA1 nonsense and frame-shift mutations detected in Czech patients.

cDNA level
(HGVS nomenclature)

C.2263G>T
€.2371_2372del
c.2411_2412del
€.2488_2497dup

C.2683C>T

€.2762del
¢.3018_3021del
c.3164del
c.3239T>A
c.3607C>T
€.3621_3626delinsAA
c.3640G>T
c.3642_3643del
¢.3700_3704del
¢.3756_3759del
¢.3770_3771del
c.3937C>T
c.4035del
c.4052T>A
€.4062_4068del
c.4065_4068del
c4161_4162del
c.4165_4166del
c4237G>T
c.4243del
C.4299_4302del
c.4339C>T
Cc.4524G>A
c.4530dup
c.4545del
c.4666C>T
c.4689C>G
c.4806del
c.4878dup
¢.5030_5033del
c.5177_5178del
c.5251C>T

Protein
level

p.Glu755*
p.Leu791Argfs*9
p.GIn804Leufs*5
p.Leu833*
p.GIn895*
p.GIn921Argfs*79
p.His1006GInfs*17
p.Gly1055Alafs*4
p.Leu1080*
p.Arg1203*
p.Leu1209Serfs*25
p.Glu1214*
p.Asn1215Leufs*3
p.Val1234GInfs*8
p.Ser1253Argfs*10
p.Glu1257Glyfs*9
p.GIn1313*
p.Glu1346Lysfs*20
p.Leu1351*
p.Asn1354Lysfs*10
p.Asn1355Lysfs*10
p.GIn1388GlufsX2
p.Ser1389*
p.Glu1413*
p.Glu1415Lysfs*4
p.lle1433Metfs*22
p.GIn1447*
p-Trp1508*
p.His1511Alafs*10
p.Ser1516Valfs*32
p.GIn1556*
p.Tyr1563*
p.GIn1604Asnfs*2
p.Ala1627Cysfs*52
p.Thr1677llefs*2
p.Arg1726Lysfs*5
p.Arg1751*

Number
of families

9
1
15
15
1
10

10
114

2
2
2

—

3

NFE frequency
(gnom)

- // novel
0.0018%

0.0027%
0.00090%
0.0087%

0.00090%

0.00090%
0.00090%

—// novel

—// novel
—// novel
0.0018%

0.00079%

LOVD-IARC class [4] // our class
(if different or not specified)

class 5, pathogenic

- // class 5, pathogenic

class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
// class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
// class 5, pathogenic
// class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

cDNA - coding DNA reference sequence, HGVS - Human Genome Variation Society, NFE - non-Finnish European, LOVD - Leiden
Open Variation Database, IARC - International Agency for Research on Cancer
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( Tab. 1 - continuing. BRCA1 nonsense and frame-shift mutations detected in Czech patients. A
cDNA level Protein Number NFE frequency LOVD-IARC class [4] // our class
(HGVS nomenclature) level of families (gnom) (if different or not specified)
c.5266dup p.GIn1756Profs*74 329 0.016% class 5, pathogenic
c.5346G>A p.Trp1782* 3 - class 5, pathogenic
c.5432del p.GIn1811Argfs*23 1 - // novel - // class 5, pathogenic
¢.5510G>A p.Trp1837* 2 - class 5, pathogenic
c.5511G>A p.Trp1837* 2 - class 5, pathogenic
c.5554del p.Thr1852Profs*3 1 - // novel - // class 5, pathogenic
cDNA - coding DNA reference sequence, HGVS - Human Genome Variation Society, NFE — non-Finnish European, LOVD - Leiden
Open Variation Database, IARC - International Agency for Research on Cancer

- Class 5: pathogenic (probability of be-
ing pathogenic > 0.99);

Class 4: likely pathogenic (probability
of being pathogenic 0.95-0.99);

- Class 3: uncertain significance (proba-
bility of being pathogenic 0.05-0.949);
Class 2: likely benign (probability of
being pathogenic 0.001-0.049);

« Class 1: benign (probability of being

pathogenic < 0.001).

Prediction of putative splice site
variants and mRNA (cDNA) analysis
All putative splice site variants were
tested using the Splice Site Prediction
Programs for their potential to alter
splicing. Several predictive programs
were used as the NNSplice [14] or Net-
Gene2 [15]. Later, Alamut® Visual (Inter-
active Biosoftware) predictions on ribo-
nucleic acid (RNA) splicing, allowing the
assessment of their potential impact
on splice junctions and visualization of
cryptic or de novo splice sites, was used.
Splicing prediction tools included in Al-
amut are represented by NNSplice [14];
GeneSplicer [16]; MaxEntScan [17];
SpliceSiteFinder-like [18]. Subsequently,
messenger RNA (mRNA) / ¢cDNA analy-
sis was performed to verify ‘in silico’ pre-
dictions in cases of previously not char-
acterised putative splice variants as
described elsewhere [8,19,20].

In silico analyses for missense and in-

frame indel variants

Several prediction software were used
including Grantham Variation (GV) and
Grantham Deviation (GD) scores, later

Align-GVGD [21], which combines the
biophysical characteristics (side-chain
composition, polarity and volume) of
amino acids and protein multiple se-
quence alignments. We also applied
PRIORS V2.0. The BRCAT and BRCA2 Prior
Probabilities database combines Prior
Probabilities of pathogenicity from
missense substitution severity and
spiceogenity [22].

Alamut® Visual software (Interac-
tive Biosoftware) has been used since
2015, which integrates several missense
variant pathogenicity prediction tools
and algorithms such as SIFT, PolyPhen2,
Align-GVGD or MutationTaster; as well as
the splicing prediction tools mentioned
above.

For in-frame deletions/insertions we
used PROVEAN (Protein Variation Effect
Analyser) software [23], which predicts
whether an amino acid substitution or
indel will have an impact on the bio-
logical function of a protein [24].

More recently, the free interactive da-
tabase VarSome has been used as well,
created by Saphetor SA for the human
genomics annotation tool [25].

Definition of deleterious mutations
Sequence variants were categorised on
the basis of their predicted effect on the

MRNA and amino acid level and defined

as deleterious mutations according to

the ACMG/ENIGMA criteria [5,6]:

1) Frameshift and nonsense variants in
both genes, with the exception of
BRCA2 variants leading to a stop codon
3'of codon 3326 as BRCA2 c.9976A>T;

p.Lys3326* (rs11571833) has been
found to be of clinically low significance,
associated with only very slightly inc-
reased risk of breast cancer (OR 1.28;
95% Cl 1.17-1.40, P = 5.9 x 1079 [26].
Therefore, other variants leading to
a stop codon 3’ of codon 3326 are con-
sidered as class 2 variants.

2) Variants occurring in the consensus
splice acceptor or donor sequence
sites, either within 2 bp of exon-in-
tron junctions, when they are expe-
rimentally demonstrated to result in
abnormal mRNA transcript and found
to produce only transcript(s) carrying
a premature termination codon, or an
in-frame deletion disrupting the ex-
pression of one or more known clini-
cally important residues.

3) Missense variants that have been
conclusively demonstrated, on the basis
of data from linkage analysis of high-
-risk families, functional assays or bio-
chemical evidence, to have a deleterious
effect on known functional domains.

4) Copy number deletion/duplication
variant that removes/duplicates one
or more exons spanning a known cli-
nically important functional or is pro-
ven by laboratory studies to result in
a frameshift alteration predicted to
disrupt the expression of one or more
known clinically important functional
residues.

Results

BRCAT1 findings

In total, there were 1,021 families con-
firmed to carry a high-risk BRCAT muta-
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Tab. 2. BRCAT splice site alterations detected in Czech patients.
cDNA level Number Insilico Prediction:  [reference]: described mRNA analysis results // LOVD-IARC class
(HGVS of Alamut average other important information [4]// our class (if
nomenclature) families (MaxEnt/ different or not
NNSPLICE/SSF) specified)
new acceptor class 5
c.213-12A>G 33 site:c.213-11; WT [29]:r.212_213ins213-12_213-1; p.(Arg71Serfs*21) "
pathogenic
acceptor: —35.0%
c213-11T5G 1 —96% [52]:r.212_21 3in.521 3—?9_2.1 3-1UMD database: Intron class 5, .
inclusion: ins59Ter75 pathogenic
new acceptor class 5
¢.302-3C>G 1 site: ¢.302—-2; WT [8]:1.302-2_302-1insAG; p.(Tyr101%) -
pathogenic
acceptor: —87,1%
[27]: enhanced A Ex 11; A 3309nt 3'of Ex 11:in-
-frame p.[(Ala224_Leu1365del);(Ser264_Leu1365del)]
CA096+3A>T ! —99.1% // [28]: healthy 58-years-old homozygous carrier of class 3, VUS
c.4096+3A>G
[19]: .4097_4185del; p.(Gly1366Alafs*8)[57 1: class 5,
Ealesieeh 2 —EEE r.4097_4185del pathogenic
novel; predicted exon skipping: r.(4097_4185del); se-
veral other pathogenic splice site alteration described class 4, likely
CA185+1G>C ! ~100% all with exon skipping effect: c.4185+1G>T, c.4185+- pathogenic
1G>A, c.4185+2T>C, c.4185G>A
[8]: several aberrant transcripts including minor wild-type class 4. likel
and in-frame transcript: r.[=, 4358_4675del, 4485_4675del, - tho’g enicy
4665_4675del, 4358_4484del, 4665_4675del] p. [=, -
CA675+1G>A ! ~100% Ala1453_Leu1558del, Ser1496Glyfs*14, GIn1556Glyfs*14, possible
Ala1453Glyfs*10][57 I: r4485_4675del; [58]: Ex 15 deletion, P Ice0genic
. effect?
11-bp deletion from Ex 15
pfifgz;‘?; SG:') 1 —48.8% [20]: r4665_4675del: p.(GIn1556Glyfs*14) paﬂf‘g; ;ic
€4676-1G>A 11 —-100% // [59]: multifactorial likelihood ratio - pathogenic S
pathogenic
€.4868C>G, 1 new donor site; [60 ]: .4868_4986del p.(Ala1623Aspfs*16) // [61]: class 5,
p.(Ala1623Gly) prior score: 0,64 affects function pathogenic
[62]: Ex 17 skipping and retention of 153 nt of intron class 5
¢.5074+3A>G 2 —61.5% 17; LOVD database: Ex 17 skipping: r.4987_5074del => "
. pathogenic
frame-shift
LOVD database: in-frame Ex 18 ski- class 5
c.5075-1G>A 2 -100% pping r.5075_5152del => in-frame deletion h .
p.(Asp1692_Trp1718delinsGly) pathogenic
C515241G>C 1 ~100% [61]: affects function: r.50?5_51 52del => in-frame class 5, .
deletion pathogenic
€515241G>T 1 ~100% [61]: affects function: r.507.5_51 52del => in-frame class 5, '
deletion pathogenic
[20]: Ex 18 skipping r.5075_5152del => in-frame dele- lass 5
¢.5152+2dupT 4 -93.2% tion p.(Asp1692_Trp1718delinsGly)[61]: affects func- €ass >
tion: r.5075_5152del => in-frame deletion sategetife
—-100%, new [20]: new acceptor site activated, deletion of lass 5
c.5468-1G>A 1 acceptor splice first 11nt of Ex: r.5468_5478del => frame-shift Class o
site: c.5479 p.(Ala1823Aspfs*3) pathogenic
c.5468- 5 ? tandem [61]: affects function: r.?2; predicted frame-shift: class 4, likely
-11_5520dup64 duplication p.(Ala1843Serfs*8) pathogenic
¢DNA - coding DNA reference sequence, HGVS — Human Genome Variation Society, mRNA — messenger RNA, LOVD - Leiden Open Va-
riation Database, IARC - International Agency for Research on Cancer, WT — wild type, VUS - variants of uncertain clinical significance
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Tab. 3. BRCA1 missense variants detected in Czech patients classified as pathogenic (class-5) and likely pathogenic (class-4)
LOVD-
CDNA level Number d;:i\?:] 11
(HGVS . NFE freq. . Align- [reference]: [reference]:
Protein of Prior . . . our class
nomen- o1 (gnom) -GVGD functional defect other information e 15
families (if diffe-
clature)
rent or not
specified)
[35]: disrupted he-
lical bundle; affects  segregation with BC class 4
E2 (UbcH5b) bind-  and OV cases in mul- . '
ER1I kS 7 - goe €23 ing // [36]: destabi- tiple families [37]in atlflwlz)e')énic
lising BRCA1/BARD1 our recent study P 9
complex
[35]: loss of Zn2* class 4,
c71G>A p.Cys24Tyr 1 - 0,81 C65 ligand residue of likely
C,HC, RING domain pathogenic
[35]: loss of Zn* splice prediction: class 4,
c.80G>A p.Cys27Tyr 1 -//novel 0,81 C65 ligand residue of P _1p0 8%: ’ likely
C,HC, RING domain o7 pathogenic
Bplossofzn TN s
c¢.115T>C  p.Cys39Arg 21 - 0,81 C65 ligand residue of [64].'pathog enic’ atho eﬁic
C,HC, RING domain - pathog pathog
mutation
[35]: loss of Zn?* . N .
c181T>G  pCys61Gly 69  00063% 081  C65 ligand residue of [[22111 di'titg”::isc' ailr?cjs ;ic
C,HC, RING domain +patiog pathog
[35]: loss of Zn2* [61]: affects func- class 5:
c.191G>A  p.Cys64Tyr 2 - 0,81 C65 ligand residue of  tion; [64]: pathogenic atho eﬁic
C,HC, RING domain mutation pathog
[34]: other variants: /) class
€5054C>A pThri685Asn 1 ~//novel 066  C55 BRCT domain WFICESIREMENTS ) ey,
r1685Ala - reported .
. pathogenic
pathogenic
BRCT domain; [65]:
folding defect, com-  [66]: loss of transacti- // class
€.5089T>C p.Cys1697Arg 1 - 0,81 Ce5 ~ Promisedtranscrip-  vation activity in 4, likely
tion assay, but un- yeast and mamma- .
S - pathogenic
certain binding lian cells
specificity
BRCT domain; [65]: [34]: pathogenic; class 5:
¢.5095C>T p.Arg1699Trp 1 0.0018% 0,81 C65 strong functional [64]: pathogenic "
. pathogenic
effect mutation
[67]: mRNA: no
BRCT domain; [65]:  change [34]: patho-  hypomor-
¢.5096G>A p.Arg1699GIn 1 0.0054% 0,66 C35 strong functional  genic; [39]: hypomor-  phic risk:
effect phic risk: OR 4,3 (95% OR4,3
Cl11.43-12.85)
cDNA - coding DNA reference sequence, HGVS - Human Genome Variation Society, GVGD - Grantham Variation and Grantham De-
viation, NFE - non-Finnish European, LOVD - Leiden Open Variation Database, IARC - International Agency for Research on Cancer,
BRCT - BRCAT C-terminal, OR - odds ratio, VUS - variants of uncertain clinical significance
\_
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Tab. 3 - continuing. BRCAT missense variants detected in Czech patients classified as pathogenic (class-5) and likely pathoge-
nic (class-4)
cDNA level Protein Number NFEfreq. Prior Align- [reference]: [reference]: LOVD-
(HGVS of (gnom) -GVGD functional defect other information -IARC
nomen- families class [4]//
clature) our class
(if diffe-
rent or not
specified)
BRCT domain; [65]: (30]: partial Vchla/S/Sc?z;\ss
c.5123C>A p.Ala1708Val 1 0.0027% 0,81 c65 strong functional exon skipping: 2 likel
effect r5075_5152del; S
pathogenic
¢.5145C>G p.Ser1715Arg 1 - 0,81 c65 BRCT domain; [65]: [34]: pathogenic; class 5:
strong functional [64]: pathogenic pathogenic
effect; [66]: loss of mutation
transactivation acti-
vity in yeast and ma-
mmalian cells;
¢.5360G>A p.Cys1787Tyr 1 -//novel 0,81 C65 BRCT domain [68]: p.Cys1787Ser —// class
is classified as 4, likely
pathogenic pathogenic
cDNA - coding DNA reference sequence, HGVS - Human Genome Variation Society, GVGD - Grantham Variation and Grantham
Deviation, NFE - non-Finnish European, LOVD - Leiden Open Variation Database, IARC - International Agency for Research on Can-
cer, BRCT - BRCAT C-terminal, OR - odds ratio, VUS - variants of uncertain clinical significance

tion (13.8% of the 7,400 families analysed).
The majority of clinically deleterious mu-
tations detected in the BRCAT gene were
protein-truncating mutations (731 fami-
lies with frameshift or nonsense muta-
tions), followed by missense mutations
located in the RING domain and less fre-
quently by BRCT (BRCAT C-terminal) do-
mains (118 families), large intragenic
rearrangements (102 families) and splice
site mutations (70 families).

An overview of the BRCAT frameshift
and nonsense mutations detected in
Czech high-risk families is provided in
Tab. 1. We identified 731 families with
frameshift or nonsense mutations in
the BRCAT gene, which accounted for
79 different unique deleterious mu-
tations. The most common mutations
are ¢.5266dup (p.GIn1756Profs*74) de-
tected in 329 families; c.3700_3704del
(p.Val1234GInfs*8), detected in 114 fam-
ilies; c.1687C>T (p.GIn563*), detected in
36 families; c.68_69del (p.Glu23Valfs*17),
detected in 24 families.

The BRCAT splice site mutations de-
tected in high-risk Czech families are

summarised in Tab. 2. They concern
71 families, representing 16 different
deleterious splice site mutations clas-
sified as pathogenic (class 5) or likely
pathogenic (class 4). One splice site al-
teration c.4096+3A>T leading to 2 in-
frame transcripts at the cDNA level (exon
11 skipping and A3309nt 3’end of exon
11) and previously classified as patho-
genic by [27] was reclassified as a variant
of VUS, based on segregation data and
the finding of a healthy 58-year-old ho-
mozygous woman for ¢.4096+3A>G
variant in a consanguineous Danish fam-
ily with several cases of breast/ovarian
cancer [28]. However, in the Danish pop-
ulation BRCAT c.4096+3A>G is now con-
sidered as likely benign [28]. The most
common splice site mutation was c.213-
12A>G (detected in 33 families), activat-
ing a cryptic splice site and causing
a frameshift [29].

All BRCAT pathogenic missense muta-
tions are shown in Tab. 3. In 118 families,
13 different unique missense alterations,
classified as pathogenic (class 5) or likely
pathogenic (class 4) were detected. The

most common missense mutations were
in the RING domain affecting the Zn?* li-
gand residues of C.HC, finger domain -
p.Cys61Gly (detected in 69 families) and
p.Cys39Arg (detected in 21 families).

An overview of all large intra-
genic rearrangements detected in the
BRCAT gene have been provided in
Tab. 4.There were 102 families with large
intragenic rearrangements, represent-
ing 16 different unique mutations clas-
sified as pathogenic (class 5) or likely
pathogenic (class 4). The most common
large intragenic rearrangements were
deletions spanning exons 5_14 (c.135-
485 _4485-913del), detected in 36 fami-
lies and spanning exons 21_22 (c.5278-
492 5406+1290delins236), detected in
21 families.

A summary of BRCAT in-frame de-
letions/insertions detected in Czech
high-risk families is provided in the sup-
plementary Tab. 5. All of them are con-
sidered as VUS (class 3).

The remaining BRCAT missense alter-
ations classified as VUS (class 3), likely
benign (class 2) and benign (class 1)
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Tab. 4. BRCAT1 large intragenic rearrangements detected in Czech patients.

BRCAT1
(NM_007294.3)
exons affected

HGVS nomenclature

deletion of pro-

? - -
AL c.(?_-232)_(80+1_81-1)del

c.(?_-232)_(5074+1_5075-1)
del

€.135-485_4485-913del
Chr17(GRCh38):9.43075434_

deletion
of exons 1a_17

deletion
of exons 5_ 14

43107018del
deletion of C.(441+1_442-1)_
exon 8 (547+1_548-1)del

c.1644_4185+3618del
Chr17(GRCh38):9.43087326_
43093887del

c.(4185+1_4186-1)_
(4357+1_4385-1)dup

c.(4185+1_4186-1)_

deletion from
exon 11_12

duplication of
exon 13

duplication of

exons 13_14 (4484+1_4485-1)dup
deletion of c.(4185+1_4186-1)_
exons 13_15 (4675+1_4676-1)del
deletion C.(4986-1_4987+1)_
of exon 17 (5074+1_5075-1)del
deletion of ¢.5075-1131_5193+190del
exons 18 19 Chr17(GRCh38):9.43063143_
- 43065082del
deletion c.(5074-1_5075+1)_

of exons 18_22 (5406+1_5407-1)del

¢.5193+340_5277+2206

0‘:2';;':20 delChr17(GRCh38):-
g.43054846_43062993del
deletion c.5194-2834_5277+4111del
of exon 20 Chr17(GRCh38):9.43052941_
43059969del
¢.5278-492_5406+1290
deletion delins236

of exons 21_22 Chr17(GRCh38):9.43047831_
43051609delins236

c.(5406+1_5407-1)_
(5467+1_5468-1)dup

duplication of
exon.23

deletion of the
entire BRCAT
gene (exons
1a_24)

c.(?_-232)_(*1_?7)del

Number
of
families

8

36

~N

w

21

[reference]: breakpoints;
predicted change

deletion detectable by primers published by
[69]: deletion of 36.9 kb;

breakpoints not characterized

[9]: breakpoints characterised on RefSeq
L78833.1: 9.21716_53298del

breakpoints not characterized; deletion size
about 4 kb (LR-PCR); predicted: r.(442_547del)
=> frame-shift

[9]: breakpoints characterised on RefSeq
L78833.1: 9.34845_41405del; predicted: r.?

breakpoints not characterized; predicted (if
tandem): .(4186_4357)dup => frame-shift

breakpoints not characterized; predicted (if
tandem): r.(4186_4484)dup => frame-shift
breakpoints not characterized; predicted:
r.(4186_4675)del => frame-shift

breakpoints not characterized; deletion size
about 2,4 kb (LR-PCR) predicted: r.(4987_5074)
del => frame-shift

[9]: breakpoints characterised on GeneBank

RefSeq L78833.1: 9.63651_65590del; predicted:

r.(5075_5193)del => frame-shift

breakpoints not characterized; predicted:
r.(5075_5406)del => frame-shift

breakpoints characterised on GeneBank Ref-

Seq L78833.1 (our study): g.65740_73887del;

predicted: r.(5194_5277)del => in-frame dele-
tion p.(His1732_Lys1759del)

[9]: breakpoints characterised on Gene-
Bank RefSeq L78833.1: 9.68764_75792del;
predicted: r.(5194_5277del) => in-frame:
p.(His1732_Lys1759del)

[9]: breakpoints characterised on GeneBank
RefSeq L78833.1: 9.77128_80906delins236;
predicted: r.(5278_5406)del => in-frame
p.(Ile1760_Thr1802del)

breakpoints not characterized; predicted (if
tandem): r.(5407_5467)dup => frame-shift

breakpoints not characterized; the whole allele
deleted

LOVD-IARC class
[4]) // our class (if
different or not
specified)
class 5, pathogenic

class 4, likely
pathogenic

class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

class 4, likely

pathogenic

class 4, likely
pathogenic

class 4, likely
pathogenic

class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

class 4, likely
pathogenic

class 5, pathogenic

HGVS - Human Genome Variation Society, LOVD - Leiden Open Variation Database, IARC - International Agency for Research on
Cancer, LR-PCR - long-range polymerase chain reaction
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Tab. 8. BRCA2 nonsense and frame-shift mutations detected in Czech patients.

cDNA level (HGVS
nomenclature)
c.-7_7del
c.306dup
c.462_463del
c.593T>G
c.635_636del
€.658_659del
€.691_704del
c.755_758del
¢.1023_1024del
c.1296_1297del
c.1310_1313del
¢.1389_1390del
c.1408dup
c.1414C>T
¢.1560_1561del
¢.1796_1800del
c.1813dup
€.1989del
c.2251dup
€.2808_2811del
€.2828_2831del
c.2905C>T
¢.3075_3076delinsTT
c.3085del
c.3195_3198del
¢.3545_3546del
c.3641dup
c.3703C>T
c.3744_3747del
€.3847_3848del
c.3860del
c.3967A>T
¢.3975_3978dup
c.4284dup
c.4440T>G
c.4544delA
Cc.4558_4559insT
c.4829_4830del
c.4845_4846del
€.4987_4990del
¢.5042_5043del
¢.5073dup
c.5101C>T
c.5213_5216del
c.5216dup
c.5557dup
¢.5576_5579del
c.5641_5644del
c.5645C>A
c.5682C>G
¢.5720_5723del
c.5722_5723del
c.5763dup
¢.5789del
¢.5851_5854del
c.5909C>G

Protein
level
p.?
p.Leu103llefs*10
p.Asp156*
p.Leu198*
p.Arg212Lysfs*2
p.Val220llefs*4
p.Tyr232*
p.Asp252Valfs*24
p.Cys341*
p.Asn433GInfs*18
p.Lys437llefs*22
p.Val464Glyfs*3
p.Glu470Glyfs*6
p.GIn472*
p.Ser521Argfs*5
p.Phe599*
p.lle605Asnfs*11
p.Phe663Leufs*5
p.Thr751Asnfs*2
p.Ala938Profs*21
p.lle943Lysfs*16
p.GIn969*

p.Lys1025_Lys1026delinsAsn*

p.Met1029Cysfs*14
p.Asn1066Leufs*10
p.Phe1182*
p.Phe1216Valfs*2
p.GIn1235*
p.Ser1248Argfs*10
p.Val1283Lysfs*2
p.Asn1287llefs*6
p.Lys1323*
p.Ala1327Cysfs*4
p.GIn1429Serfs*9
p.Tyr1480*
p.Lys1515Argfs*28
p.Thr1520llefs*9
p.Val1610Glyfs*4
p.Leu1616Lysfs*2
p.Val1663Leufs*6
p.Val1681Glufs*7
p.Trp1692Metfs*3
p.GIn1701*
p.Thr1738llefs*2
p.Tyr1739*
p.Cys1853Leufs*5
p.lle1859LysfsX3
p.Lys1881GInfs*27
p.Ser1882*
p.Tyr1894*
p.Ser1907*
p.Leu1908Argfs*2
p.Ala1922Cysfs*2
p.Leu1930Tyrfs*33
p.Ser1951Trpfs*11
p.Ser1970*

Number
of families

—_
(o)}

N = = W==>= 2 90 aapdNJWh =

_ -
[e ) N e)

D= N = = WU

NFE frequency

(gnom)
- // novel
—// novel
0.0048%
—// novel
0.0018%
—// novel

0.00090%
0.0019%

0.0027%

—// novel

0.0045%

—// novel

0.0082%
0.0022%
0.00100%
0.0067%

—// novel
0.00090%

0.0028%

0.00090%

0.0018%
0.0018%
0.00090%

class 5, pathogenic

- // class 5, pathogenic

class 5, pathogenic
class 5, pathogenic

—// class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

—// class 5, pathogenic

class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic

- // class 5, pathogenic

class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic

- // class 5, pathogenic

class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic

- // class 5, pathogenic

class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic

¢DNA - coding DNA reference sequence, HGVS - Human Genome Variation Society, NC - not counted, NFE - non-Finnish Euro-
pean, LOVD - Leiden Open Variation Database, IARC - International Agency for Research on Cancer, mRNA — messenger RNA

LOVD-IARC class [4] // our class
(if different or not specified)
—// class 5, pathogenic
- // class 5, pathogenic
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are summarised in the supplementary
Tab. 6, including the reasons for their
classification. Silent variants were not
included if, on the basis of the predic-
tion the chance of affecting splicing was
very low. A summary of BRCAT intronic
variants targeted mainly up to position
+/-50 to exon is provided in the supple-
mentary Tab. 7.

BRCA2 findings

In total, there were 497 families con-
firmed to carry high-risk BRCA2 muta-
tion (6.7% of the 7,400 families analysed).
Most clinically deleterious mutations de-
tected in the BRCA2 gene were protein-
truncating mutations (404 families
with deleterious frameshift or non-
sense mutation), followed by splice site
mutations (45 families), missense mu-
tations with the exception of the mu-
tation in the initiation codon located in
the DBD (DNA/DSS1 binding) domain
(44 families) and large intragenic rear-
rangements turned out to be very rare
(4 families).

A summary of the frameshift and
nonsense mutations detected in Czech
high-risk families in BRCA2 is pro-
vided in Tab. 8. In total, 404 families
were identified with a truncating mu-
tation, representing 95 different dele-
terious mutations. The most com-
mon mutations were: ¢.8537_8538del
(p.Glu2846Glyfs*22), detected in 61 fam-
ilies; c.7913_7917del (p.Phe2638*), de-
tected in 37 families; c.2808_2811del
(p.Ala938Profs*21), detected in 26 fami-
lies. Two variants leading to a stop codon
3" of codon 3326 were very frequent -
p.Lys3326* and ¢.10095delC insGAATTA-
TATCT (p.Ser3366Asnfs*4).

An overview of the BRCA2 splice site
mutations detected in high-risk Czech
families is shown in Tab. 9. There were
46 families carrying a splice site alter-
ation, representing 9 different delete-
rious splice site mutations classified
as pathogenic (class 5) or likely patho-
genic (class 4). One splice site altera-
tion, c.9501+3A>T, previously described
as pathogenic and causing partial exon
skipping (the aberrant transcript repre-
sented only 13% of the wild type tran-
script [30]) was reclassified as a variant of
VUS. The most common splice site muta-

tion was c.475G>A, a substitution affect-
ing the last nucleotide of exon 5 for
which RNA analysis has demonstrated
that it causes abnormal splicing and re-
sults in a frameshift and a truncated pro-
tein [8], was detected in 10 families.

The deleterious BRCA2 missense mu-
tations detected in high-risk Czech fam-
ilies can be found in Tab. 10. There were
44 families carrying a deleterious mis-
sense mutation, representing 15 differ-
ent mutations classified as pathogenic
(class 5) or likely pathogenic (class 4).
With the exception of one mutation in
the initiation codon, all deleterious mis-
sense mutations were located in the DBD
domain. The most common missense
mutation, classified as likely pathogenic
was c.9371A>T (p.Asn3124lle), detected
in 16 families.

Of the total study cohort, only about
3,000 families were analysed for large
intragenic rearrangements by MLPA (or
later CNV analysis). Only 4 families were
found to carry a large intragenic rear-
rangement in BRCA2 (Tab. 11). In one
of the complex BRCA2 rearrangements
we have not been able to reveal the
exact character of the complex changes
(Fig. 1). Because of the low frequency of
BRCA2 large intragenic rearrangements,
we did not perform a retrospective
analysis of all previously unsolved cases.

The remaining BRCA2 missense alter-
ations, classified as VUS (class 3), likely
benign (class 2) and benign (class 1)
are summarised in the supplementary
Tab. 12, including the reasons for their
classification. Silent variants were not in-
cluded if, on the basis of the prediction
the chance of affecting splicing was very
low. A summary of the BRCA2 intronic
variants is provided in the supplemen-
tary Tab. 13.

During these 20 years the majority of
variants, which were originally reported
as of VUS, could be reclassified as likely
benign or benign. As soon as informa-
tion confirming the neutrality of any
missense or intronic variant was avail-
able, we ceased to register their fre-
quency and to report them. The fre-
quency of neutral variants was not
monitored because homozygotes of fre-
quent variants were not detectable by
screening with Heteroduplex nor HRM

analysis and therefore, their frequency
would be underestimated.

Discussion

Deleterious mutations in the BRCAT and
BRCA2 genes account for a consider-
able proportion of dominantly inherited
breast and ovarian cancer susceptibil-
ity and have received wide acceptance
in diagnostic testing and prevention.
The classification of sequence variants
into high-risk or low-risk categories is
both challenging and critical for clar-
ification of the causative status. Only
class 5 (pathogenic) and class 4 (likely
pathogenic) can be used for guidance
of clinical management. However, this
classification system does not allow
distinguishing between highly pene-
trant and hypomorphic alleles (like
BRCAT1 c.5096G>A; p.Arg1699Gin) [31].

BRCAT and BRCA2 mutation screening
in our laboratory resulted in the identifi-
cation of 1021 families with deleterious
BRCA1 mutations and 497 families with
a BRCA2 mutation, resulting in a mutation
detection ratio of 20.5%. A broad spec-
trum of different deleterious mutations
was found in both genes - 124 unique
mutations in BRCAT and 123 unique
mutations in BRCA2. The most frequent
were small frameshift and nonsense mu-
tations — 174 unique mutations (79 in
BRCAT and 95 in BRCA2) scattered in all
regions of the coding sequences.

A missense mutation that leads to
a non-conservative substitution of an
evolutionarily conserved amino acid is
more likely to be causative than a mis-
sense mutation that leads to a conserva-
tive substitution or alters an amino acid
that is not evolutionarily conserved [5].
The PRIORS probability tool seems to
have the strongest predictive value in
agreement with already known delete-
rious missense mutations. The extent to
which a sequence variation is consid-
ered causative of disease may be influ-
enced by multiple parameters such as
family history, segregation of the variant
with affected relatives in a family, nature,
and position of the amino acid substitu-
tion, evolutionary conservation of the af-
fected residue, co-occurrence with a del-
eterious mutation, epidemiological and
case/control studies, functional in vitro
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LOVD-IARC class [4] // our class

(if different or not specified)

class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic

- // class 5, pathogenic

class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic

—// class 5, pathogenic
- // class 5, pathogenic

class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic

- // class 5, pathogenic

class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic
class 5, pathogenic

Tab. 8 - continuing. BRCA2 nonsense and frame-shift mutations detected in Czech patients.
cDNA level (HGVS Protein Number NFE frequency
nomenclature) level of families (gnom)
¢.5934dup p.Ser1979* 1 -
c.5946del p.Ser1982Argfs*22 1 0.0079%
€.6275_6276del p.Leu2092Profs*7 1 0.0048%
C.6295A>T p.Arg2099* 2 - // novel
€.6405_6409del p.Asn2135Lysfs*3 6 -
c.6444dup p.lle2149Tyrfs*2 6 -
C.6447_6448dup p.Lys2150llefs*19 3 -
€.6449_6450del p.Lys2150Serfs*25 3 -
€.6468_6469del p.GIn21571lefs*18 4 -
€.6469C>T p.GIn2157* 1 -
€.6486_6489del p.Lys2162Asnfs*5 2 -
c.6553del p.Ala2185Leufs*6 1 -
€.6591_6592del p.Glu2198Asnfs*4 2 -
c.6638del p.Ser2213Leufs*16 5 -
c.6754dup p.Ser2252Phefs*9 5 -
€.6998dup p.Pro2334Thrfs*6 1 0.00090%
c.7033C>T p.GIn2345* 1 -
c.7069_7070del p.Leu2357Valfs*2 1 0.0055%
c.7151_7152del p.GIn2384Argfs*7 1 -
c.7471C>T p.GIn2491* 3 -
c.7649del p.lle2550Lysfs*98 1 - // novel
c.7718T>A p.Leu2573* 1 —// novel
c.7887G>A p.Trp2629% 1 =
€.7913_7917del p.Phe2638* 37 -
c.8042_8043del p.Thr2681Serfs*11 8 -
¢.8172_8175dup p.Tyr2726Valfs*5 4 -
c.8322dup p.Met2775Tyrfs*7 1 -
c.8343del p.Asn2781Lysfs*40 1 -
c.8363G>A p.Trp2788* 13 =
€.8537_8538del p.Glu2846Glyfs*22 61 0.0027%
c.9053_9057del p.Ser3018llefs*2 2 -
¢.9097dup p.Thr3033Asnfs*11 8 0.0028%
c.9145dup p.Tyr3049Leufs*23 1 —// novel
c.9147C>A p.Tyr3049* 1 -
c.9366_9367del p.Ser3123GInfs*26 1 -
c.9382C>T p.Arg3128* 4 0.00079%
c.9403del p.Leu3135Phefs*28 13 -
€.9435_9436del p.Ser3147Cysfs*2 6 0.00090%
€.9463_9467delinsGAATGATC  p.Phe3155Glufs*2 2
Cc.9976A>T p.Lys3326* NC (> 40) 0.86% (
€.10095delC insGAATTATATCT  p.Ser3366Asnfs*4 NC (> 30) -
cDNA - complementary DNA, HGVS - Human Genome Variation Society, NC — not counted, NFE - 2, LOVD - Leiden Open Variation
Database, IARC - International Agency for Research on Cancer, mRNA - messenger RNA

class 1, benign; [76]: functional assays: no
effect; [34]: benign; [26]: BC risk OR 1.28,
95% Cl 1.17-1.40), OC risk OR 1.26 (95% Cl
1.10-1.43); § (our study): detected in can-
cer free controls:
class 2, likely benign; Q [67]: mRNA analy-
sis: no change; § (our study): detected in
cancer free controls

studies or knock-out animal models [5].
A novel variant of VUS with neutral pre-
dictions in less conserved regions that
are unlikely to affect splicing were al-
ways mentioned in the report but inter-
preted as a variant suspected to be of
low clinical significance.

For BRCAT only missense variants lo-
cated in the highly conserved RING finger
domain at the N-terminal region (amino
acids 1-109) and in the transcriptional ac-
tivation domain with two BRCT repeats
(amino acids 1640-1729 and 1760-1821)
at the C-terminal region are considered

high-risk deleterious mutations [32], (LOVD
database). In the BRCA2 gene only some
missense variants located in the most con-
served C-terminal DNA binding DBD do-
main (@amino acids 2460-3170) have been
confirmed to be high-risk deleterious mu-
tations [33,34], (LOVD database).
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[reference]: described mRNA analysis //
other important information

[8]: .426_475del p.(Phe143Glyfs*23)

(our study): r.426_475del p.(Phe-
143Glyfs*23); [52]: Ex 5 skipping
r426_475del

[8]: two transcripts r.[426_516del,
476_516del] p.[Phe143Valfs*12; Val-
159Glyfs*10]; [52] Colombo 2013:
r.[=,476_516del,426_516del]

[8]: three transcripts r.[6842_6937del,
6842_7007del, 6938_7007del]
p.[Glu2281_Gly2313del, Gly2280Alafs*31,
Gly2313Alafs*31]; [30]: Ex13 skipping:
r.6938_7007del; [771: ES cell-based assay:
deleterious

Novel; recently described only c.7805+-
1G>A and ¢.7805+1G>T - both as patho-
genic: r.spl (MRNA not characterised; LOVD
database)

[78]:1.8332_8487del p.(lle2778_GIn-
2829del); [61]: in-frame deletion of Ex19;
(our study): Ex 19 skipping in the main
effect, but several alternative transcripts
were observed also in control persons (skip
of Ex 17,18, 20)

[8]: r.8755_8953del p.(Gly2919fs*3);
[52] r.[=,8755_8953del, 8755_9004del]
p. [Gly2919Leufs*3,Gly2919Lysfs*26];
[30]: cryptic splice (83%) and Ex 22 ski-
pping (17%): r.[8755del,8755__8953del]
p.[Gly1919Valfs*8,Gly2919Leufs*3]

[8]:1.8954_9117del p.(Val2985Glyfs*4)

[19]: cryptic splice .9118_9124del
p.(Val3040Metfs*20)

[73]:incomplete Ex 25 skipping r.[=,9257 _
9501del] p.[=,Gly3086Glufs*3]
[58]: Ex 25 skipping: r.9257_9501del
[49]: Partial Ex 25 skipping (13%):
r.[=,9257_9501del]

Tab. 9. BRCA2 splice site alterations detected in Czech patients.
cDNA level Number In silico Prediction:
(HGVS of families Alamut average
nomenclature) (MaxEnt/NNSPLICE/
SSF)
c.475G>A 10 —50.6%
cA75+1G>T -100%
c.476-2A>G 6 —-100%
c.7007G>Ap. 9 -53.8%
(Arg2336His)
c.7805+1G>C 1 —-100%
c.8486A>G 3 -11.8%
p.(GIn2829Arg)
c.8755-1G>A 6 —-100%
c91174+2T>A 4 —-100%
c.9118-2A>G 3 —100%, strong cryptic
acceptor
c.9501+3A>T 1 -58%

LOVD-IARC class [4] //
our class (if different
or not specified)

class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

class 5, pathogenic //
possible spliceogenic
effect?

class 5, pathogenic //
possible spliceogenic
effect?

- // class 4, likely
pathogenic

—// class 4, likely
pathogenic; possible
spliceogenic effect?

class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

class 5, pathogenic

conflicting: class 5,
class 3 // class 3, VUS;
strong spliceogenic
effect, hypomorphic?

cDNA - coding DNA reference sequence, HGVS - Human Genome Variation Society, mRNA - messenger RNA, LOVD - Leiden Open
Variation Database, IARC - International Agency for Research on Cancer, VUS - variants of uncertain clinical significance

Besides the five deleterious missense
mutations at the strongly conserved
C,HC, Zn** ligand cysteine residues of the
RING domain (Cys24, Cys27, Cys39, Cys61,
Cys64), only p.Met18Lys, disrupting the hel-
ical bundle of the RING domain, affecting
E2 (UbcH5b) binding and destabilising the

heterodimerisation of BRCAT/BARD1 com-
plex, was considered as a likely patho-
genic variant [35-37]. BRCAT p.Met18Lys
is a Czech founder mutation detected in
17 unrelated Czech families, with multiple
breast and/or ovarian cancer patients, but
is rare in other populations (ClinVar, LOVD

databases). More frequently p.Met18Thr
has been reported, which is also classified
as likely pathogenic [38] even with milder
Align-GVGD predictions (C45 vs. C55 for
p.Met18Lys).

Several previously classified delete-
rious missense mutations have been
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found in the BRCT domains of the BRCAT
gene: p.Arg1699Trp, p.Ser1715Arg, clas-
sified as definitively pathogenic (class 5);
p.Cys1697Arg, p.Ala1708Val classified as
likely pathogenic (class 4) on the basis
of reported functional tests and strong
'in silico’ predictions (Tab. 3). Two novel
variants, p.Thr1685Asn, p.Cys1787Tyr
were classified as likely pathogenic
(class 4), because they are altering highly
conserved residues, p.Thr1685 and
p.Cys1787 with the same strong ‘in sil-
ico’ predictions as for both previously
reported definitively pathogenic
variants (p.Thr1685lle, p.Thr1685Ala
and p.Cys1787Ser, respectively) [34,38].
However, the penetrance of some mis-
sense variants may be lower, as a hy-
pomorphic effect was shown for BRCA1
p.Arg1699GIn, demonstrating ambig-
uous functional deficiency across mul-
tiple assays and calculated to be asso-
ciated with reduced penetrance with
estimated cumulative risks to age 70 of
breast or ovarian cancer of 24% [39,31].
Besides BRCA2c.3G>A (p.Met1?)disrupt-
ing the translation initiation codon and
classified as likely pathogenic (class 4) us-
ing a multifactorial analysis approach [40],
several known deleterious missense mu-
tations were detected in the conserved
DBD domain of the BRCA2 gene (Tab. 10):
p.Trp2626Cys, p.lle2627Phe, p.Asp2723His,
p.Asp2723Gly, p.Arg3052Trp were clas-
sified as definitively pathogenic (class 5;
LOVD, Enigma Rules); p.Gly2596Glu,
p.His2623Arg, p.Lys2630GIn, p.Ser2670
Leu, p.Arg2784Trp, p.Glu3002Lys, p.Gly
3076Arg, p.Asn3124lle were classified as
likely pathogenic (class 4) on the basis
of reported functional tests and strong
'in silico’ predictions (Tab. 10). The novel
BRCA2 p.Glu2663Gly was classified as
likely pathogenic (class 4) because it alters
a highly conserved residue, p.Glu2663,
with the same strong ‘in silico’ predictions
as for previously reported definitively
pathogenic variants altering p.Glu2663Val
[34]. As for BRCA1, some of the BRCA2 mis-
sense alterations might exert a hypomor-
phic effect. BRCA2 p.Tyr3035Ser is asso-
ciated with only a moderate risk of breast
cancer — (OR 2.52; P = 0.04), similar to
CHEK?2 inactivating mutations [39]. In our
family-1338 the p.Tyr3035Ser variant was
detected in a woman also carrying the

BRCA2 nonsense mutation p.Ser1882* ‘in
trans. This patient was diagnosed with bi-
lateral breast cancer at the ages of 36 and
42 without symptoms of Fanconi anaemia.

Some variants were found in the nu-
clear localisation signals of BRCAT (amino
acids 503-508; 606-615) [41]: p.Arg
504His; p.Lys608del; or in the nuclear ex-
port sequences (amino acids 22-39 and
amino acids 81-99) [32]: p.Pro25Leu;
p.Lys38Arg - all of them classified as
VUS (class 3). No variant was found
in the nuclear localisation signals of
BRCA2 (NLS1 spanning amino acids
3263-3269; NLS2 spanning amino acids
3311-3317 and putative NLS3 spanning
residues 3381-3385, which was found
irrelevant) [42]. Thus, the most car-
boxy-terminal deleterious mutation in
BRCA2was c.9463_9467delinsGAATGATC
p.(Phe3155Glufs*2) removing both es-
sential NLSs.

Some variants were found which af-
fected the numerous phosphorylation
sites in the BRCAT gene: p.Ser616del,
Ser1542Cys and in BRCA2 p.Pro3292Leu
classified as VUS (class 3). BRCAT p.Ser-
1542Cys has been shown to eliminate
ATM kinase binding, which is necessary
for the phosphorylation of BRCAT in re-
sponse to double-stranded breaks in-
duced by vy irradiation [43]. BRCA2
p.Pro3292Leu altered the sequence for
CDK2 binding for Ser3291, and com-
pletely abolished kinase binding. It was
shown previously that phosphorylation
of Ser3291 by CDKs blocks the interac-
tion between BRCA2 and RADS51, serv-
ing as a molecular switch for the regu-
lation of recombination activity, which
suggests potential significance by nega-
tively affecting the interaction between
BRCA2 and RAD51 [43].

All VUS variants summarised in our
study may not have been detected in
patients analysed with Heteroduplex
Analysis and Protein Truncation Test
at the beginning and later with High
Resolution Melting analysis when the
analysis was terminated after the de-
tection of pathogenic mutation. There-
fore, the presence of some VUS in our
analysed group may be underestimated.
Only patients without detected patho-
genic mutations or with a double-sided
risk were completely analysed even if

the high-risk mutation (class 5, defini-
tively pathogenic) was detected. In two
families with double-sided risk of breast
and ovarian cancers a case was found
with double BRCAT and BRCA2 risk mu-
tation - (family-340: BRCAT p.Met18Lys
together with BRCA2 p.Arg3052Trp - in
a woman diagnosed with breast cancer
at the age of 41 and with Fallopian tube
cancer at age of 52) and (family-5597:
BRCAT p.Met18Lys together with splice
BRCA2 ¢.7007G>A - in woman diag-
nosed with triple negative breast cancer
at the age of 40).

The case report about one of our fam-
ilies with a double-sided risk of breast
cancer and three affected children diag-
nosed with Fanconi anaemia carry-
ing bi-allelic FANCD1/BRCA2 muta-
tions: c.[(658_659del);(9366_9367del)]
has been described elsewhere [44]. The
breast cancer genes, BRCAT and BRCA2,
are both essential for viability, there-
fore at least one of these bi-allelic muta-
tions in BRCA2 in patients with Fanconi
anaemia-D1 subtype should have a hy-
pomorphic nature. BRCA2 c.658_659del
is described repeatedly in association
with eight cases of Fanconi anaemia-
D1 patients (LOVD database: Variants
associated with Fanconi anaemia)
whereas ¢.9366_9367del is submitted
only once there for association with FA
(our case; [44]). Therefore, the strong-
est candidate for BRCA2 hypomorphic
mutation is BRCA2 c.658_659del (pre-
viously 886delGT by BIC nomenclature)
in exon 8 described in association with
Fanconi anaemia and medulloblastoma
in several cases [44-46]. Several natu-
rally occurring alternative transcripts in
BRCA2 were described [47] which might
bypass the lethality of deleterious mu-
tation by residual alternative splicing
in some regions [48], however no natu-
ral alternative transcript interfering with
exon 8 of BRCA2 was described.

The first hypomorphic missense mu-
tations with reduced penetrance were
recently described with moderately in-
creased risks of breast cancer among Eu-
ropeans [39]. A similar effect is obvious
for the spliceogenic variant that retains
the ability to produce in-frame isoforms
or residual full-length transcript [49-51],
which has been repeatedly found as Fan-
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Tab. 10. BRCA2 missense variants detected in Czech patients classified as pathogenic (class 5) and likely pathogenic (class 4).

cDNA level Number
(HGVS Protein of
nomen- e
families
clature)
c.3G>A p-Met1? 2
c.7787G>A  p.Gly2596Glu 2
c.7868A>G  p.His2623Arg 1
c.7878G>C  p.Trp2626Cys 4
c.7879A>T  p.lle2627Phe 1
c.7888A>C  p.Lys2630GIn 1
c.7988A>G  p.Glu2663Gly 5
c.8009C>T  p.Ser2670Leu 1
c.8167G>C  p.Asp2723His 2
repair, mouse ES — embryonic stem cells

LOVD-IARC class

. [reference]: [reference]: .
NFE freq.  Align Prior functional defect // other [4.] // our class (if
gnom -GVGD . . . different or not
Q mRNA analysis information .
specified)
initiation codon // class 4 likel
- 0,96 - Q [40]: no splice atho, enicy
aberration P 9
_ 0,81 65 [33]: HDR assay class 4, Ilkgly
pathogenic pathogenic
[79]: pro-
_ 0,29 25 [33]: HDR assay tein !lke!lhood class 4, Ilkgly
pathogenic ratio: likely pathogenic
deleterious,
[79]: protein li-
kelihood ratio:
0.00090% 081 (65 [331: HDR assay likely dele-  class 5, pathogenic
pathogenic )
terious; [34]:
pathogenic;
[76]: functional assays: [79]: protein li-
inactivated; [80]: HDR kelihood ratio:
- 0,29 C15 assay:as mutantcon- likely dele-  class 5, pathogenic
trol; [33]: HDR assay  terious; [34]:
pathogenic pathogenic;
new donor site? [33]: class 4, likely
~//novel 0,66 45 HDR assay pathogenic pathogenic
[79]: protein li-
kelihood ratio:
. _— E2663K and .
—//novel 081  C65 f“”“';’r’:;:gg’;'ﬁcam E2663V: likely 7/ ;'t‘;sg 4é:i"ce'y
deleterious;[34]: P 9
E2663V
- pathogenic
[33]: HDR assay patho- R
genic // Q [50]: Partial teir[17l?l]<.ellairhoood conflicting: class 3;
- 0,29 C15  Ex 18 skipping (23%) - class 4, // class 4, li-
ratio: likely !
r.[8009c>u;7977 _ deleterious: kely pathogenic
8331del]; '
[79]: protein li-
[76]: functional assays: kelihood ratio:
- 0,81 C65 inactivated; [80],[33]: likely dele-  class 5, pathogenic
HDR assay: pathogenic terious; [34]:
pathogenic;

cDNA - coding DNA reference sequence, HGVS - Human Genome Variation Society, NFE — non-Finnish European, mRNA - messen-
ger RNA, LOVD - Leiden Open Variation Database, IARC — International Agency for Research on Cancer, HDR — homology directed

coni anaemia-D1 associated BRCA2 mu-
tations. A possible reduced risk of spliceo-
genic and hypomorphic variants should
be taken into consideration for clinical
follow-up. Possible spliceogenic splice
site alterations in the BRCA2 gene de-
tected in our study are marked in Tab. 9.

Residual full-length transcript was de-
tected in BRCA2 c.476-2A>G and c.8755-
1G>A classified as pathogenic [52],
whereas in ¢.9501+3A>T the full-length
transcript was predominant and there-
fore the role in breast cancer risk is
questionable and variant c.9501+3A>T

was reclassified as VUS [49]. Several
BRCA?2 splice variants retain the ability
to produce partially in-frame transcripts,
which might have a residual function:
€.7007G>A and ¢.8486A>G.
Spliceogenic variants are more fre-
quent in BRCA2, but naturally occurring
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Tab. 10 - continuing. BRCA2 missense variants detected in Czech patients classified as pathogenic (class 5) and likely pathoge-

repair, mouse ES — embryonic stem cells

nic (class 4).
CDNA level Number [reference]: [reference]: LOVD-IARC class
(HGVS . NFE freq. Align- . . : * [4]/] our class (if
nomen- Protein o.f. gnom -GVGD Prior functional defec? 1 ) other. different or not
families Q mRNA analysis information .
clature) specified)
[76]: functional assays:
inactivated; [80],[33]:
HDR assay: pathoge- [79]: pro-
nic // Predicted new tein likelihood
donor site Q [67]; [72]:  ratio: likely
c.8168A>G p.Asp2723Gly 3 - 0,81 C65 full length transcript +  deleterious;  class 5, pathogenic
del of 164 nt from 3" of  [34]: patho-
Ex 18.[50]: full length  genic; [39]:
transcript (69,6%), Ex  pathogenic
18 del-164 (25,9%); ex
18 skipping (4,5%);
[81]: functional com-
plementation of )
mouse embryonic teiL7I?lléFl)irrloc;od conflicting: class 3;
c.8350C>T  p.Arg2784Trp 1 0.00090% 0,81 C65  stem cells: poor sur- ratio: likely class 4 // class 4, li-
vival, HDR capacity delet;eriou5' kely pathogenic
15%; [33]: HDR assay: '
pathogenic
[82]: mouse ES cell-ba-
sed assay: pathogenic;
[33]: HDR assay: patho-  [79]: pro-

CO004G>A  p.Glu3002Lys 1 _ 0,66 Cs5 genic; [81]: Functip— tein !ike!ihood class 4, Iikgly
nal complementation  ratio: likely pathogenic
of mouse embryonic  deleterious;
stem cells: inability to

rescue the cell lethality
[79]: pro-
[76]: functional as-  tein likelihood
says: inactivated; [80]:  ratio: likely
c.9154C>T  p.Arg3052Trp 3 0.00090% 0,81 C65 HDRassay:as mutant deleterious; class 5, pathogenic
control // Q [60]: no [34]: patho-
aberrant genic; [39]:
pathogenic

C9226G>A pGly3076Arg 1  —//novel 081  Ces  L>o):HDRassay: ~ ekt

pathogenic pathogenic
[82]: mouse ES cell-ba- [79.]: proteln.ll-
sed assay: pathogenic; kelihood ratio: class 4, likel
c9371A>T pAsn3124lle 16  0.0018% 081  C65 Y:PANOGENIC i ely delete- ey
[80],[33]: HDR assay: . o pathogenic
pathogenic rious; [34]: Ilkely
pathogenic;

cDNA - coding DNA reference sequence, HGVS - Human Genome Variation Society, NFE — non-Finnish European, mRNA - messen-
ger RNA, LOVD - Leiden Open Variation Database, IARC - International Agency for Research on Cancer, HDR - homology directed

alternative splicing at the BRCAT might
influence the significance of mutations
in particular regions as well. According
to several reports, the relative expres-
sion levels of the most abundant alter-

native transcripts A(9,10), A11q and
A(9,10,11q) are tissue-specific, cell-cy-
cle regulated and markedly altered in
tumour samples [53]. A few years ago
a case was described of a woman iden-

tified with a bi-allelic mutation in BRCA1
c.[594-2A>C; 2681_2682delAA] with-
out symptoms of Fanconi anaemia,
which led to the later revelation that
c.594-2A>C was not a high-risk mu-
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Tab. 11. BRCA2 large intragenic rearrangements detected in Czech patients.

BRCA2 NM_000059.3)
exons affected

deletion of exon 18

deletion of exons 19_24

complex rearrangement

involving exons 21_27

duplication of exons
22 27

HGVS nomenclature

c.(7976+1_7977-1)_
(8331+1_8332-1T)del

c.(8331+1_8332-1)_
(9256+1_9257-1)del

c[(8632+1_8633-
1)_(8754+1_2)dup,
(8886_9195)del,
(2_9256+1)_(*1_?)dup]

c.(8754+1_8755-1)_
(*1_?)dup

Number N : [41// our class (if
of families Breakpoints; predicted change different or not
specified)
breakpoints not characterized; detec-

1 ted by CNV analysis and confirmed class 5. pathogenic

by MLPA analysis; predicted r.(7977_ »pathog

8331del) => frame-shift
breakpoints not characterized; pre-

1 dicted at least: .(8332_9256del) => class 5, pathogenic

HGVS - Human Genome Variation Society, LOVD - Leiden Open Variation Database, IARC - International Agency for Research on
Cancer, CNV - copy number variations, MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

frame-shift

duplication of Ex 21 and duplication
from 3°end of Ex 24 to Ex 27 combined
1 with 310bp deletion affecting the co-
ding sequence from exon 22 to 5’end
of Ex 24: ¢.8886_9195del (Fig. 1)

1 breakpoints not characterized r?

LOVD-IARC class

// class 4, likely
pathogenic

// class 4, likely
pathogenic

tation [54]. The spliceogenic effect of
¢.594-2A>C was confirmed to upreg-
ulate viable A(9,10) in-frame isoform
and a previously described pathogenic
mutation specified as causing exon
10 skipping (a truncating alteration) was
reclassified as a variant of VUS [54,55].
A naturally occurring isoform A(9,10)
might be the cause of survival in a Fan-
coni anaemia-like case with bi-allelic
BRCAT mutations c.594_597del (local-
ised in exon 10) and p.Arg1699Trp [56].
Therefore we classified our novel
frameshift mutation located in exon
10 of the BRCAT gene: ¢.622_625dup as
likely pathogenic (class 4), because of the
possibility to bypass this truncating mu-
tation by a naturally occurring isoform
A(9,10) and its putative hypomorphic
effect.

The comprehensive description of
BRCAT alternative splicing is highly rel-
evant for diagnosis, in particular when
assessing the impact of BRCAT germline
variants on splicing. Recently in a con-
sanguineous Danish family with several
cases of breast/ovarian cancer a 58-year-
-old healthy homozygous carrier of the
BRCAT c.4096+3A>G was identified
which led to the reclassification of this
splice site mutation to a 'variant of uncer-

tain significance’ or even to a 'likely be-
nign variant’ [28]. BRCAT c.4096+3A>G
has been shown to enhance the abun-
dance of the naturally occurring iso-
forms: skipping of exon 11 and lacking
3309 nucleotides from exon 11 (A11q):
c.[671_4096del,787_4096del] p.[Ala224 _
Leu1365del,Ser264_Leu1365del], which
was previously assumed to affect func-
tion [27]. Currently, there is evidence
that in-frame (naturally occurring) alter-
native transcripts may rescue gene func-
tionality. If the cells are viable to over-
come the loss of large segments of the
coding sequences in the central part of
the BRCAT gene in naturally occurring
isoforms A(9,10), A11q and A(9,10,11q),
it is unlikely that there could be any clin-
ically significant missense mutation in
this region. A potentially spliceogenic
variant in the BRCAT gene c4675+1G>A
was confirmed to have residual full-
length transcript [8] (Tab. 2). With the ex-
ception of one novel mutation all BRCA
splice site mutations were character-
ised at the mRNA level (Tab. 2, 9). Novel
BRCAT c.4185+1G>C was classified as
likely pathogenic (class 4) on the basis
of the prediction to cause exon skipp-
ing and confirmed exon skipping for
several other variants detected in this

splice site: c.4185+1G>T, c.4185+1G>A,
c.4185+2T>C, c.4185G>A (Tab. 2).

The use of MLPA to detect large-scale
rearrangements is now a standard com-
ponent of BRCAT and BRCA2 gene test-
ing in the clinical setting even if it is cur-
rently also widely used CNV analysis
with next generation sequencing (NGS)
data available. Genomic rearrange-
ments accounted for 10.4% of all BRCA
mutations detected in our study - 102 in
BRCA1, 16 unique (Tab. 4), and only 4 in
BRCA2, 4 unique (Tab. 11). Several break-
points in BRCAT rearrangements were
characterised [8] and a range of several
deletions was confirmed by long-range
PCR (Tab. 4). Genomic rearrangements
are probably frequent in the BRCAT gene
because of the extremely high density of
intronic Alu repeats and the presence of
a duplicated promoter region contain-
ing a BRCAT pseudogene that could pro-
vide hotspots for unequal homologous
recombination [9]. However, genomic
rearrangements in the BRCA2 gene are
very rare in our region. BRCA2 deletion
of exons 22 to 24 was detected by MLPA.
The deletion of BRCA2 exon 18 was origi-
nally detected by CNV analysis from NGS
data and confirmed on two DNA sam-
ples by MLPA analysis. Suspected du-
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Fig. 1. Results of Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification analysis using the Coffalyser software - family-96 with complex
BRCA2 rearrangements (identical profile detected in mother and in her son). Duplication of exon 21 and 3°end of exon 24 to exon
27 combined with deletion affecting the coding sequence of exons 22 and 5 end of exon 24: ¢.8886_9195del310 - confirmed by po-
lymerase chain reaction analysis (amplified with primers for exon 21.Forward and exon 24.Reverse) and Sanger sequencing. BRCA2
Probemix P045 (MRC Holland): probe 08267-L23772 of exon 24 (9455-9454 reverse GAAACGACAAAT-CCTATTAGGTCC ) corresponds

to the systematic position ¢.9227-9228.

plication of BRCA2 exons 22-27 come
originally from the Children’s Clinic after
comparative genomic hybridisation
analysis beyond more 3’ distant region
and was confirmed by MLPA. In one of
the complex BRCA2 rearrangements we
have not been able to reveal the exact
character of the changes (Fig. 1). MLPA
analysis revealed a duplication of exon
21; deletion of exons 22 and 23 followed
by duplication of exons 24 to exon 27.
The deleted sequence was confirmed by
PCR amplification and Sanger sequenc-
ing as ¢.8886_9195del310. The same
MLPA profile (and CNV profile) was de-
tected in two individuals — in a mother
and in her son. Probably all detected
BRCA2 rearrangements are novel, not re-
ported in public databases from other
populations.

We may discuss whether MLPA will re-
main the standard technology to detect
CNVs. Has it ever evaluated whether the

data generated by the NGS panel are ro-
bust enough to evaluate CNVs?

During the 20 years of BRCA analysis
a number of variants, which were origi-
nally reported as of VUS, was gradually
reclassified as likely benign or benign
(supplementary Tab. 6, 7, 12, 13). As soon
as information confirming the neutrality
of any missense or intronic variant was
available, we ceased to register their fre-
quency and stopped reporting them. Re-
ports indicate that common polymor-
phisms have not been included in the
report and clinicians may not be aware of
what common polymorphisms are in our
population. Our clinicians were always in-
formed when a variant was reclassified
as pathogenic, but they were not always
aware of the fact of neutrality. The labora-
tory’s interpretation has always been de-
pendent on the information available at
the time of the conclusion of the report.
Thus, we decided to publish all detected

variants, even those already confirmed as
neutral. This can serve clinicians in our re-
gion to review data in the patient records.

Some variants of VUS could not be clas-
sified unequivocally recently. Several new
potentially significant missense variants
have been detected for further analysis.
The limited number of individual variants
and lack of experimental validation lead to
inconclusive interpretations but data shar-
ing can help to speed up clarification of
significance for some of them. Functional
studies of potentially significant variants
and population-level data with accurate
phenotyping will improve variant classifi-
cation and reduce uncertainties in future.
By understanding more about the VUS in-
terpretation, clinicians can help navigate
medical decision-making using the best
available information and become com-
fortable with accepting the fact that many
DNA results cannot be interpreted with
the tools and data available today.
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Motol in Prague; Department of Medical Genetics, Tho-
mayer Hospital in Prague; Department of Medical Gene-
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Clinical Genetics, Hospital Ceske Budejovice, Department
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Dékujeme laborantkdm MOU, které se podilely na labo-
ratornich analyzach: Hana Pavl(, Jitka Kuklovd, Veronika
Kosinova, Zuzana Juraskova, Marcela Mackl. Dékujeme
|ékafm ostatnich genetickych pracovist v Ceské re-
publice, ktefi se podileli na indikaci pacientll vysetfova-
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Souhrn

Vychodiska: Karcinom ovaria, zdvazné nadorové onemocnéni s vysokou mortalitou, je v Ceské
republice diagnostikovdno kazdym rokem pfiblizné u 1 000 zen. Riziko vzniku onemocnéni je
zvy$eno u nosicek mutaci v nékterych nadorovych predispozi¢nich genech. S vysokym relativ-
nim rizikem (RR > 5) jsou spojeny mutace v genech BRCA1, BRCA2, BRIP1, geny Lynchova syn-
dromu, RAD51C, RAD51D, STK11; s moznym zvysenim rizika mutace v genech ATM, CHEK2, NBN,
PALB2, BARD]1. Cilem prace bylo urcit frekvenci mutaci v nadorovych predispozi¢nich genech
v nasi populaci. Metody a vysledky: Celkem 1 057 pacientek s karcinomem ovaria a 617 nena-
dorovych kontrol bylo vy$etfeno pomoci panelového sekvenovani nové generace na platformé
[llumina. Patogenni mutace ve vysoko rizikovych genech, v¢. velkych genomovych presta-
veb, byly v nasem souboru zachyceny u 30,6 % pacientek; u neselektovanych pacientek byla
frekvence mutaci témér 25 %, u pacientek s negativni rodinnou anamnézou 18 %. Nejcastéji
mutovanymi predispozi¢nimi geny byly BRCAT a BRCA2, soucet frekvence mutaci v ostatnich
ovaridlnich predispozi¢nich genech odpovidal frekvenci mutaci v genu BRCA2. Zachyt mutaci
u pacientek starsich 70 let byl vice nez tfikrat vy$si v porovndni s pacientkami ve véku pod
30 let. Zdvér: Karcinom ovaria je heterogenni onemocnéni s vysokym podilem dédi¢né formy
onemocnéni. Vzhledem k nedostatku adekvatnich screeningovych modalit pro véasnou dia-
gnostiku onemocnéni je identifikace nosicek mutaci v ovarialnich predispozi¢nich genech kli-
¢ova, s vysokym potencialem k celkovému snizeni mortality z ddvodu karcinomu ovaria.

Klicova slova
karcinom ovaria - nddorové geny — mutace — masivni paralelni sekvenovani - sekvenovani
nové generace — panel gend
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Summary

Background: Ovarian cancer is a disease with high mortality. Approximately 1,000 women are diagnosed with ovarian cancer in the Czech Re-
public annually. Women harboring a mutation in cancer-predisposing genes face an increased risk of tumor development. Mutations in BRCAT,
BRCA2, BRIP1, and Lynch syndrome genes (RAD51C, RAD51D, and STK11) are associated with a high risk of ovarian cancer, and mutations in ATM,
CHEK2, NBN, PALB2, and BARD1 appear to increase the risk. Our aim was to examine the frequency of mutations in cancer-predisposing genes in
the Czech Republic. Materials and methods: We analyzed 1,057 individuals including ovarian cancer patients and 617 non-cancer controls using
CZECANCA panel next-generation sequencing on the lllumina platform. Pathogenic mutations in high-risk genes, including CNVs, were detected
in 30.6% of patients. The mutation frequency reached 25.0% and 18.2% in subgroups of unselected ovarian cancer patients and patients with
a negative family cancer history, respectively. The most frequently mutated genes were BRCAT and BRCA2. The overall frequency of mutations
in non-BRCA genes was comparable to that in BRCA2. The mutation frequency in ovarian cancer patients aged >70 years was three times higher
than that in patients diagnosed before the age of 30. Conclusion: Ovarian cancer is a heterogeneous disease with a high proportion of hereditary
cases. The lack of efficient screening for early diagnosis emphasizes the importance of identifying carriers of mutations in ovarian cancer-predis-
posing genes; this is because proper follow-up and prevention strategies can reduce overall ovarian cancer-related mortality.
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Uvod
Karcinom ovaria patfi mezi zavazna na-
dorové onemocnéni zen v CR. Kazdym
rokem je diagnostikovan u pfiblizné
1000 Zen a zhruba 700 Zen tomuto one-
mocnéni podlehne [1]. Incidence ova-
ridlniho karcinomu stoupd s vékem
a nejvyssi prevalence dosahuje mezi
6. a 7. dekddou. Celozivotni riziko roz-
voje ovaridlniho karcinomu v bézné po-
pulaci se u zen pohybuje kolem 1,5 %,
avsak je vyznamné zvyseno u nosic¢ek
zarode¢nych mutaci v nékterych nado-
rovych predispozi¢nich genech.
Dédi¢na forma karcinomu ovaria
predstavuje ptiblizné 20 % pfipadd,
tedy vyznamné vice nez u jinych béz-
nych typl nadord. V soucasné dobé jsou
proto ke genetickému vysetfeni indiko-
vany viechny pacientky s karcinomem
ovaria (ale i vejcovodu a primarniho pe-
ritonealniho karcinomu) bez ohledu na
vék. Identifikace mutaci predisponuji-
cich ke vzniku karcinomu ovaria umoz-
nuje nabidnout nosickam odpovidajici
|écebnou strategii a genetické poraden-
stvi a je podminkou cilené preventivni
péce o asymptomatické osoby s mutaci.
Hlavnimi genetickymi faktory dédi¢né
formy karcinomu ovaria jsou, podobné
jako u hereditarniformy karcinomu prsu,
mutace v genech BRCAT a BRCA2. Celo-
zivotni riziko rozvoje karcinomu ovaria
se pohybuje u nosi¢ek mutaci v genu
BRCAT mezi 35-60 %, u nosi¢ek mutaci
v BRCA2 mezi 12-25 % [2,3]. Ackoliv je
klinicky vyznam mutaci v BRCA1/2 vy-
soky, nevysvétluje vSechny ptipady fa-

milidrnich forem onemocnéni. Zvysené
riziko vzniku karcinomu ovaria bylo pro-
kdzadno i u nosi¢ek mutaci v dal3ich ge-
nech kodujicich proteiny, které se po-
dobné jako BRCAT a BRCA2 podileji na
reparaci dvouretézcovych zlomd DNA
cestou homologni rekombinace. V sou-
Casné dobé existuji klinicka doporuceni
zohlednujici zvy3ené riziko vzniku karci-
nomu ovaria u nosi¢ek mutaci v 10 ge-
nech (BRCAT1, BRCA2, BRIP1, EPCAM,
MSH2, MLH1, MSH6, RAD51C, RAD51D,
STK11) a zvySené riziko vzniku karci-
nomu prsu pro 12 gend (ATM, BARD],
BRCA1, BRCA2, CDH1, CHEK2, NBN, NF1,
PALB2, PTEN, STK11, TP53) [4].

V porovnani's ¢etnosti mutaci v genech
BRCA1/2 je frekvence mutaci v dalSich
predispozi¢nich genech vyrazné (c¢asto
radoveé) nizéi a vyznamné se lisi mezi po-
pulacemi. Postupnd analyza jednotli-
vych genu je z dlivodu znacné finan¢ni
a Casové narocnosti v praxi nepouzi-
telna. K dramatické zméné moznosti dia-
gnostiky doslo s rozvojem sekvenovani
nové generace (next generation sequen-
cing — NGS), jez umoznilo vysetieni vét-
$iho poctu gentl v kratké dobé pfi pfizni-
vych ekonomickych nakladech [5].

Pro diagnostické ucely identifikace na-
dorové predispozice jsme zkonstruovali
a validovali univerzélni panel CZECANCA
(CZEch CAncer paNel for Clinical Appli-
cation) [6] pro komplexni, rentabilni
a rychlou analyzu germinélnich mutaci
v¢. velkych prestaveb v hlavnich predis-
pozi¢nich genech, ale i v kandidatnich
genech asociovanych se zvysenym rizi-

kem vzniku nejcastéjsich solidnich na-
dor( v nasi populaci [7].

Metody
Pomoci panelu CZECANCA v1.0, ktery
obsahuje sondy cilici na kédujici sek-
vence 219 genl, jsme analyzovali
1 057 pacientek s karcinomem ova-
ria. Analyza probihala v laboratofich
Ustavu biochemie a experimentalni on-
kologie 1. LF UK v Praze, Masarykova
onkologického uUstavu v Brné, v labora-
tofich Gennet v Praze a Agel v Novém Ji-
¢iné. Medién véku v dobé diagnézy byl
52,6 roku (14,8-86,2). Klinické charakte-
ristiky pacientek jsou uvedeny v tab. 1.
Abychom mohli odliit vzacné pato-
genni a populacné specifické mutace, vy-
Setfili jsme pomoci stejného panelu gend
skupinu 617 zdravych kontrol (jedinci
starsi 60 let bez osobni a rodinné nado-
rové anamnézy u piimych pfibuznych).
Vzorky genomové DNA izolované
z leukocytl periferni krve od pacientt
indikovanych ke genetickému vyset-
feni byly analyzovany podle jednotného
protokolu, ktery zahrnoval i nasledné
bioinformatické zpracovani dat [6].
Identifikované zarodecné varianty v ge-
nech spojenych se syndromem dédic-
ného karcinomu prsu a ovaria byly prio-
ritizovany na zakladé frekvence vyskytu
varianty u méné nez 1 % vzorka v projektu
1000 Genomes [8] a soucasné u méné nez
1 % vzorkl nasich populacnich kontrol.
Zbyvajici raritni varianty byly klasifikovany
do 5 tfid dle IARC (International Agency
for Research on Cancer): 1 - benigni, 2 -
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pravdépodobné benigni, 3 - varianta ne-
jasného vyznamu (variant of unknown
signifikance — VUS), 4 — pravdépodobné
patogenni, 5 - patogenni. Jako patogenni
nebo pravdépodobné patogenni byly
dle doporuceni ENIGMA (Evidence-based
Network for the Interpretation of Germ-
line Mutant Alleles) konsorcia [9] oznaceny
varianty vedouci k pred¢asnému zkracenf
proteinu (nonsense a posunové mutace,
velké genomové prestavby, pokud nejsou
klasifikovany jinak), mutace postihujici
konzervativni sestfihova mista a missense
mutace klasifikované jako patogenniv da-
tabézi ClinVar [10].

V analyzovaném souboru jsme se za-
mérili na hodnoceni prokazatelné pa-
togennich alteraci v genech, ke kterym
v soucasnosti existuji klinicka doporu-
Ceni péce o nosicky mutaci zohlednujici
riziko vzniku karcinomu ovaria (BRCAT,
BRCA2, BRIP1, EPCAM, MSH2, MLH1,
MSH6, RAD51C, RAD51D, STK11) a prsu
(ATM, BARD1, CHEK2, NBN, PALB2) [4].

Vysledky

Mutace v genech predisponujicich

ke vzniku dédi¢né formy karcinomu
ovaria (BRCA1, BRCA2, BRIP1,

EPCAM, MSH2, MLH1, MSH6, RAD51C,
RAD51D, STK11)

Patogenni dédi¢nou mutaci v nékte-
rém z gen( predisponujicich ke kar-
cinomu ovaria jsme identifikovali
celkem u 323 z 1 057 (30,6 %) analyzo-
vanych pacientek s karcinomem ova-
ria (tab. 2). Nejvice patogennich mutaci
jsme zachytili v hlavnich predispozi¢-
nich genech BRCAT (210/1 057; 19,9 %)
a BRCA2 (75/1 057; 7,1 %). Mutace v ge-
nech zpusobujicich Lynchlv syndrom
byly nalezeny u 9 z 1 057 (0,9 %) pa-
cientek. Zbyvajici 3 % nalezenych mutaci
se rovhomérné rozdélila mezi 29 nosicek
mutaci v genech RAD51C, RAD51D, BRIP1.
Ve skupiné kontrol byly v uvedenych ge-
nech s prokdzanou asociaci s karcino-
mem ovaria zachyceny patogenni mu-
tace pouze u4z617 osob (0,7 %; tab. 2).

Klinické a histopatologické
charakteristiky ovliviujici
pravdépodobnost vyskytu
germinalnich mutaci

S ohledem na osobni onkologickou
anamnézu (tab. 3) je nejvyssi pravdé-

Tab. 1. Charakteristika souboru 1 057 pacientek s karcinomem ovaria.

Vék v dobé diagnézy
do 29 let

30-49 let

50-69 let

> 70 let

neni k dispozici

Histologie

high-grade serézni

serdzni, bez urceni grade
low-grade serézni
endometrioidni

mucinézni

ze svétlych bunék

jiny maligni histologicky typ
border-line tumors

neni k dispozici

Osobni anamnéza
pouze karcinom ovaria
karcinom ovaria a prsu

karcinom ovaria a jiny nador
(mimo karcinom prsu)

Rodinna anamnéza

bez onkologického onemocnéni
karcinom prsu a ovaria v rodiné
karcinom ovaria v rodiné

mnohocetny vyskyt nddorovych
onemocnéni v rodiné

neni k dispozici

podobnost vyskytu mutaci u pacientek
s duplicitou karcinomu prsu a ovaria,
kde mutaci nachdzime u téméf dvou
tietin vysetfovanych (107/180; 59,4 %).
U Ctvrtiny vysetfovanych se dédi¢né mu-
tace vyskytovaly u pacientek se solitarni
diagndzou karcinomu ovaria (203/817;
24,8 %) nebo u pacientek, které kromé
karcinomu ovaria vyvinuly i jiné nado-
rové onemocnéni (15/60; 25,0 %). Mu-
tace v genech RAD51C, RAD51D a BRIP1
prevazovaly u pacientek s diagnézou so-

Pocet pacientek % ze znamych

75 7,2
365 35,2
529 51
68 6,6
20
375 413
138 15,2
75 83
77 8,5
35 3,9
12 13
81 8,9
121 133
143
817 77,3
180 17
60 57
495 482
288 28
102 9,9
143 139
29

litdrniho ovarialniho karcinomu (25/29;
86 %).

Vzhledem k rodinné anamnéze (tab. 3)
jsme nalezli nejvyssi procento mutaci
u pacientek z rodin, ve kterych se vysky-
toval pouze karcinom ovaria (55/102;
53,9 %), pficemz mutace témér vy-
hradné postihovaly geny BRCAT (43/55;
78 %) a BRCA2 (10/55; 18 %). Vysoky vy-
skyt mutaci v predispozi¢nich genech
jsme zaznamenali i u pacientek s rodin-
nym vyskytem karcinomu ovaria a prsu
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(129/288; 44,8 %) a u pacientek s rodin-
nym vyskytem karcinomu ovaria a dal-
Sich typl nadord (45/143; 31,5 %). Mu-
tace v3ak byla zachycena i u 18,2 %

Tab. 2. Frekvence patogennich mutaci v genech jasné predisponujicich ke vzniku
dédi¢né formy karcinomu ovaria.

Pacientky; n=1 057 Kontroly; n=617 p - T . .

n (%) n (%) pacientek s negativni rodinnou anamné-
zou (90/495), coz ve vysledku znamen4,
BRCAT 210(19,9 %) 0 2,2x107° 7e tato skupina zahrnovala vice nez
BRCA2 75 (7,1 %) 4 (0,6 %) 2,8%x 107" ¢tvrtinu nosi¢ek patogennich mutaci

RADS1C 11(1,0%) 0 0,009 (0/323;279%). .
Zastoupeni histologickych typl ova-
BRIP1 9(0,9 %) 0 0,031 ridlnich tumord u nosi¢ek mutaci v pre-
RAD51D 9(0,9 %) 0 0,031 dispozi¢nich genech ukazuje, Ze serézni
nadory tvofii priblizné dvé tfetiny ova-
MLHT >(0,5%) 0 0,031 riélnic)flw karcinomu ve skupinéchynosi—
MSH2 2 (0,2 %) 0 ¢ek s mutacemi v genech predisponuiji-
MSH6 2(0,2 %) 0 cich ke vzniku hereditarniho karcinomu
ovaria (graf 1). Vyjimkou byla mala sku-

celkem 323 (30,6 %) 4 (0,6 %) 2,2%x 107

pina deviti nosicek mutaci v genech
Lynchova syndromu, ve které jsme za-

Tab. 3. Vyskyt germinélnich mutaci v genech predisponujicich ke vzniku karcinomu ovaria v zavislosti na klinickych a histopa-
tologickych charakteristikach.

BRCAT1 BRCA2 BRIP1, MLH1, Celkem

(%) (%) RAD51C,  MSH2, (%)
RAD51D MSH6
(%) (%)
Dle osobni anamnézy
pouze karcinom ovaria (n =817) 132(16,2) 43 (5,3) 25(3,1) 3(0,4) 203 (24,8)
karcinom prsu a ovaria (n = 180) 72(40,00 29(16,1) 3(1,7) 3(0,6) 107 (59,4)
karcinom ovaria a jiny nddor mimo karcinom prsu (n = 60) 6(10,0) 3(5,0) 1(1,7) 5(8,3) 15 (25,0)
Dle rodinné anamnézy
pouze karcinom ovaria v rodiné (n = 102) 43 (42,2) 10(9,8) 0 2(2,0) 55 (53,9)
karcinom prsu a ovaria v rodiné (n = 288) 86(29,9) 33(11,5) 8(2,8) 2(0,7) 129 (44,8)
karcinom ovaria a jiny nador mimo karcinom prsu v rodiné (n =143) 31 (21,7) 11(7,8) 1(0,7) 2(1,4) 45 (31,5)
bez rodinné anamnézy (n = 495) 48 (9,7) 21(4,2) 18 (3,6) 3(0,6) 90 (18,2)
neni k dispozici (n = 29) 2 0 2 0 4

Dle histologického typu

high-grade serézni (n = 357) 88 (23,5) 35(9,3) 12(3,2) 3(0,8) 150 (40,0)
serdzni bez specifikovaného grade (n = 138) 35(25,4) 8(5,8) 5(3,6) 0 50 (36,2)
low-grade serézni (n = 75) 9(12,0) 3(4,0) 1(1,3) 0 13(17,3)
endometrioidni (n = 77) 4(18,2) 2(2,6) 4(5,2) 2(2,6) 26 (36,4)
mucindzni (n = 38) 3(8,6) 2(5,7) 0 0 7 (20,0)
ze svétlych bunék (n=12) 1(8,3) 0 0 1(8,3) 2(16,7)
jiny maligni histologicky typ (n = 81) 2(2,5) 1(1,2) 1(1,2) 1(1,2) 9(11,1)
border-line tumors (n =121) 34 (28,1) 7(5,8) 3(2,5) 0 47 (38,8)
neni k dispozici (n = 143) 24 (16,8) 17 (14,0) 3(2,5) 2(1,4) 53(37,1)
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znamenali vys3i zastoupeni endomet-
roidnich nadord a nadord ze svétlych
bunék.

karcinomu ovaria byl u nosi¢ek vzac-
nych mutaci v genu MSH2 (42,2 roku),
nasledovaly geny RAD51C (49,2 roku),
MLH1 (49,9 roku), BRCAT (50,3 roku),
RAD51D (53,9 roku), BRIP1 (54,4 roku),
BRCA2 (57,6 roku) a MSH6 (62,0 roku). Vy-
skyt patogennich mutaci v uvedenych
genech byl prekvapivé vice nez trojna-
sobny u pacientek starsich 70 let (14/68;
21,0 %) v porovnani s pacientkami mlad-
$imi 30 let (4/75; 6,7 %; p = 0,01).

Mutace v genech predisponujicich

ke vzniku dédi¢né formy karcinomu
prsu (ATM, BARD1, CHEK2, NBN,
PALB2)

V dalsich genech, jejichz mutace jsou
spojeny se zvySenym rizikem vzniku kar-
cinomu prsu a kde bychom mohli pred-
pokladat rovnéz zvyseni rizika rozvoje
karcinomu ovaria, jsme zachytili pato-
genni mutace celkem u 36/1 057 (3,4 %)
pacientek a 7/617 (1,1 %) kontrol (cel-
kem p =0,0037; tab. 4).

Nejvyssi frekvence mutaci v téchto ge-
nech jsme nalezli ve skupiné pacientek
s diagnézou karcinomu prsu a ova-
ria v osobni anamnéze (11/180; 6,1 %)
a u pacientek z rodin s vyskytem pouze
karcinomu ovaria (6/102; 5,9 %) (tab. 3).
nomu ovaria byl u pacientek s mutacemi
v genu CHEK2 (41,8 roku), nasledovan
geny ATM (49,6 roku), NBN (51,1 roku),
BARD1 (54,7 roku) a PALB2 (61,4 roku).

V dalsich genech spojovanych se syn-
dromem dédi¢ného karcinomu prsu
aovaria - NF1, PTEN, STK11, TP53, CDHT -
jsme v nasem souboru nezachytili zad-
nou patogenni alteraci.

Vice nez jedna patogenni mutace
v genech spojenych se syndromem dé-
di¢ného karcinomu prsu a ovaria byla
nalezena u 7 pacientek (0,66 %, coz za-
hrnovalo heterozygotni nosicky mu-
taci v BRCAT a BRCA2 (2x), BRCAT a NBN
(2x), BRCAT a CHEK2, BRCA1 a ATM,
BRCAT a MLHT).

Diskuze a zavér
Rozvoj NGS umoznuje paralelni analyzu
germinalnich mutaci fady nadorovych
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Graf. 1. Zastoupeni histologickych typt u nosi¢cek mutaci v predispozi¢nich genech.

Tab. 4. Zachyt mutaci v genech predisponujicich ke karcinomu prsu.

Pacientky
n=1057 (%)
NBN 13(1,2)
CHEK2 8(0,8)
PALB2 6(0,6)
BARD1 5(0,5)
ATM 4(0,4)
celkem 36 (3,4)

Kontroly
n=617 (%)

2(0,3)
1(0,2)
2(0,3)
0
2(0,3)

701,1) p =0,0037

predispozi¢nich gent. U karcinomu ova-
ria jsou s prokdzanym vysokym rizikem
onemocnéni (relativni riziko (RR) > 5)
v soucasné dobé spojeny mutace v ge-
nech BRCAT, BRCA2, BRIP1, RAD51C,
RAD51D, STK11, MSH2 a MLH1. Analyza
mUze byt provedena zaroven u nékolika
desitek pacientl, coz vede ke zrychleni
diagnostického procesu. Vysetreni roz-

sahlych populaci indikovanych pacientt
umoznuje ziskat dostate¢né informace
o frekvenci vyskytu pficinnych mutaci
v populaci, které jsou nezbytnym pred-
pokladem k postupnému zpfesnovani
rizik spojenych se vznikem dédi¢nych
nadord u nosi¢d mutaci v nddorovych
predispozi¢nich genech. Vyskyt mutaci
v nékterych nové identifikovanych pre-
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dispozi¢nich genech (BRIP1, RAD51C,
RAD51D a geny Lynchova syndromu) je
vsak velmi vzacny a k vyhodnocenijejich
podilu na vzniku karcinomu ovaria je ne-
zbytna spoluprace diagnostickych tym
v CR i zahrani¢i. Na zakladé takto ziska-
nych poznatkd se dynamicky vyvijeji
nejen indikacni kritéria ke genetickému
vysetieni, ale i klinicka doporuceni péce
o nosice patogennich mutaci [11].

Z provedenych analyz u pacientek
s ovarialnim karcinomem v CR vyplyva,
Ze mezi nosici pricinnych mutaci v ge-
nech s jasné prokdzanou asociaci se
zvySenym rizikem vzniku ovarialniho
karcinomu dominuji nosi¢ky mutaci
BRCAT a BRCA2 (88 %). Zbyvajicich ne-
zanedbatelnych 12 % pfipadl v nasi po-
pulaci pfedstavuji nosicky mutaci v dal-
sich ovaridlnich predispozi¢nich genech
(BRIP1, RAD51C, RAD51D a geny Lyn-
chova syndromu). Z vysledkl nasi ana-
lyzy vyplyvaji urcita popula¢ni specifika
v zastoupeni mutaci v téchto novych
predispozi¢nich genech v CR. Zatimco
v nasi populaci bylo zastoupeni mu-
taci v téchto genech rovnomérné, prace
Norquista et al (USA) popisuje dvoj-
nasobnou frekvenci mutaci v genu
BRIP1(26/1 915; 1,3 %) v porovnani s Cet-
nosti mutaci vgenech RAD51CaRAD51D
(kazdy 11/1 915; 0,6 %) [12]. V némecké
populaci byla popsana frekvence mutaci
v genu BRIPT u pacientek s karcinomem
ovaria dokonce 2,6 %, pfestoze v této stu-
dii nebyly hodnoceny velké genomové
prestavby [13]. Ve skupiné genl spo-
jenych s Lynchovym syndromem jsme
nejvice mutaci nalezli v genu MLHT (gen
PMS2 nebyl vysetiovan), podobné jako
je tomu u pacientt s kolorektalnim kar-
cinomem, zatimco v nékterych pracich
jsou u pacientek s karcinomem ovaria
popisovany mutace pfedevsim v genu
MSH6 a PMS2 [12]. Porovnani vysledk
nasich analyz s vysledky zahrani¢nich
studii vsak komplikuje skute¢nost, ze né-
které studie neanalyzuji pritomnost vel-
kych genomovych pfestaveb v zdrodec¢-
ném genomu, protoze jejich identifikace
pomoci NGS mize byt obtizna. V nasi
praci jsme tyto dllezité (a v pfipadé de-
leci v naprosté vétsiné i patogenni) ge-
netické aberace potvrdili z vysetreni
CZECANCA panelem, ktery byl optima-
lizovan na detekci velkych prestaveb [6],

u 3,1 % (33/1 057) pacientek, a to v ge-
nech BRCAT1 (22), BRIP1 (4), MLH1 (2),
CHEK2 (4) a PALB2 (1).V genu BRIP1 pred-
stavovaly rozsahlé delece dokonce polo-
vinu véech nalezenych mutaci. Cetnost
velkych genomovych prestaveb uka-
zuje, Ze jejich analyza musi byt nepostra-
datelnou soucasti genetického testovani
nadorovych predispozi¢nich gend.

Podil alteraci v dalsich kandidéatnich
predispozi¢nich genech s moznym po-
dilem na vzniku karcinomu ovaria (ATM,
BARD1, CHEK2, NBN, PALB2) je srovna-
telny s celkovou frekvenci mutaci v ge-
nech BRIP1, RAD51C, RAD51D a genu
Lynchova syndromu.

Zachyt sedmi vicenasobnych nosi¢u
patogennich variant v naSem souboru
ukazuje dulezZitost genetické konzultace
a v indikovanych ptipadech opodstat-
fuje nové testovani pacientek pomoci
NGS (u proband z rodin se zavaznou
rodinnou onkologickou anamnézou ¢i
u pacientek s nddorovymi multiplicitami
negativné testovanych dfive pouzitymi
metodami). Geneticka konzultace a na-
sledné vysetfeni hlavnich predispo-
zi¢nich genu jsou indikovany dle sou-
¢asnych kritérii pro kazdou pacientku
s karcinomem ovaria, bez ohledu na vék,
osobni ¢&i rodinnou anamnézu ¢&i histolo-
gicky typ nadoru. Toto doporuceni pod-
poruji i vysledky nasi prace, kterd ana-
lyzuje 1 057 pacientek s karcinomem
ovaria, coz priblizné odpovida ro¢ni inci-
denci tohoto onemocnéni v CR (998 pi-
padud v roce 2016). Patogenni mutace
v genech s jasnym klinickym vyzna-
mem pro karcinom ovaria jsme zachy-
tili u 323/1 057 (30,6 %) vysetfovanych
pacientek. Srovnatelnou frekvenci mu-
taci (24 %) popsal Walsh et al [14], avsak
v nékterych studiich byla nalezena fre-
kvence mutaci v ovariadlnich predispo-
zi¢nich genech znaéné nizsi (napf. Car-
ter et al 13 %) [15]. Rozdily ve frekvenci
mutaci u pacientek s karcinomem ova-
ria mezi jednotlivymi pracemi ilustruji
nejen odlisnosti ve vyskytu patogennich
mutaci mezi populacemi, ale i ve vybéru
analyzovanych pacientek, vysetiova-
nych predispozi¢nich gent ¢i typu hod-
nocenych mutaci. Na§ soubor byl obo-
hacen o mladé pacientky a pacientky
s pozitivni rodinnou anamnézou. Za-
timco frekvence mutaci u nemocnych

pfed rokem 2010 pfesahovala 40 %,
po rozsiteni indikac¢nich kritérii v roce
2015 [16-19] bylo u 334 pacientek ana-
lyzovanych na 1. LF UK zachyceno 83 no-
sicek mutaci (25 %). U neselektovanych,
prospektivné testovanych vzorkd ana-
lyzovanych ve spolupracujicich labo-
ratofich zahrnutych v nasem souboru
pacientek byly zachyceny patogenni
mutace u 33/156 (21,2 %) nemocnych.
Lze tedy obecné konstatovat, Ze pfi-
blizné kazda c¢tvrta pacientka s karcino-
mem ovaria v nasi populaci je nosi¢kou
patogenni mutace v klinicky vyznam-
ném genu s prokdzanym vysokym rizi-
kem vzniku ovarialniho karcinomu. U pa-
cientek s negativnirodinnouanamnézou
je to pfiblizné kazda pata. Vysoky podil
pacientek s karcinomem ovaria s here-
ditérni formou onemocnéni se do bu-
doucna diky identifikaci mutaci v dalsich
genech s predispozici ke karcinomu ova-
ria patrné jesté mirné zvysi. Frekvence
mutaci je u pacientek starsich 70 let vice
nez trikrat vyssi v porovnani s velmi mla-
dymi pacientkami (s diagnézou ve véku
pod 30 let). Nizsi frekvenci patogen-
nich mutaci u velmi mladych pacientek
Ize ¢aste¢né vysvétlit vyssim zastou-
penim histologickych typ(, pfedevsim
low-grade seréznich a mucindznich
karcinomd, pro které je typicka nizsi frek-
vence mutaci v predisponujicich genech,
zatimco u pacientek starSich 70 let pre-
vazovaly high-grade serézni karcinomy.
Presto byla nizka frekvence mutaci ve
sledovanych predispozi¢nich genech
u velmi mladych pacientek prekvapiva
a ukazuje na moznou ulohu dalsich gent
pfi vzniku onemocnéni.

Vzhledem k omezenym moZnostem
¢asné diagnostiky karcinomu ovaria je pro
nosi¢ky mutaci v genech spojenych s vy-
sokym rizikem onemocnéni (RR > 5) do-
porucena preventivni salpingooforekto-
mie (risk-reducing salpingo-ophorectomy
— RRSO). RRSO je spojena s fadou vedlej-
Sich ucinka, proto je nutné jeji vhodné na-
¢asovani, které se odviji od priimérného
véku v dobé diagnézy u nosi¢ek mutaci ¢i
podle véku onemocnéni v rodiné (tab. 5).
S ohledem na frekvenci mutaci v genech
vysokého rizika u pacientek s ovarialnim
karcinomem v CR mize racionalni indi-
kace RRSO pfispét ke snizeni mortality
z dtivodu karcinomu ovaria v CR.
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Ser6zni adenokarcinomy pfedstavuji
60-80 % ze vSech histopatologickych
typU ovariadlnich tumord [20]. V nasem
souboru jsme high-grade serézni kar-
cinom ovaria nalezli u dvou tfetin pa-
cientek s identifikovanou zdrodec¢nou
mutaci v nékterém z ovarialnich predis-
pozi¢nich gend, s vyjimkou gent Lyn-
chova syndromu. Frekvence mutaci
u Zzen s nadory jiného histologického
typu vsak byla také vyznamna a opod-
statriuje genetické testovani bez ohledu
na histologicky typ nadoru.

Se vzrUstajicim mnozstvim poznatkd
o nadorové predispozici se rozsifuje
spektrum klinicky relevantnich gen.
Pouziti vétsich panell gend v rutinni dia-
gnostické praxi umoziuje nejen pruzné
reagovat na rostouci pozadavky on-
kologl a klinickych genetikd, ale v pfi-
padé rozsiteni poc¢tu genl s klinickou
utilitou umozniuje vyhodnotit tyto geny
zpétné bez nutnosti nového sekveno-
vani, a tedy dodate¢nych finan¢nich na-
klad. Identifikace hereditarnich alteraci
v genech BRCAT a BRCA2 (a pravdépo-
dobné i daldich predispozi¢nich genech,
jejichz proteinové produkty se spolupo-
dileji na reparaci genomové DNA) umoz-
nuje vyuzit genetické analyzy jako pro-
gnostického ukazatele pro konvencni
chemoterapii (genotoxickymi chemote-
rapeutiky) i cilenou a specifickou 1écbu
(PARP inhibitory) [21].
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Souhrn

Vychodiska: Ovaridlni nadory v détstvi a adolescenci se lisi od nadord dospélého véku histo-
logickymi typy. Mohou byt prvni znamkou manifestace syndromu dédi¢né predispozice k na-
dortim v rodiné a spravna diagnéza tohoto syndromu mdze umoznit sledovani dalSich ¢lent
rodiny ohrozenych timto rizikem. Cil: Shrnout souc¢asné poznatky o typech ovaridlnich nador(
détského a adolescentniho véku, které se mohou vyskytnout v ramci geneticky definovaného
syndromu predispozice k nddorovym onemocnénim. Juvenilni nador z bunék granulézy mlze
vzniknout v souvislosti s Ollierovou chorobou a Maffucciho syndromem zplsobenymi post-
zygotickou mutaci gent IDH1 a IDH2. Nadory ze Sertoliho-Leydigovych bunék obvykle vznikaji
v rdmci syndromu DICER1 na podkladé zarode¢nych mutaci genu DICER1. Gonadalni nadory
s anuldrnimi tubuly a nadory ze Sertoliho bunék se mohou vyskytnout u Peutzova-Jeghersova
syndromu zplsobeného zarode¢nymi mutacemi genu STK71. Vétsina pripadl nadorl ze za-
rodecnych bunék vznika na podkladé gonadalni dysgeneze, a to zejména u pacientli s gona-
dalni dysgenezi nesouci materidl chromozomu Y. Pficinou mohou byt strukturalni a numerické
anomalie pohlavnich chromozomi nebo mutace v genech, které se uplatiuji pfi vyvoji a dife-
renciaci gonad. Je zde vysoké riziko gonadoblastomu s potencidlem maligni transformace do
dysgerminomu. Malobuné¢ny karcinom vajec¢niku hyperkalcemického typu je obvykle zpu-
soben ztratovymi mutacemi v genu SMARCA4. Zdvér: Ovaridlni nadory u déti a v adolescenci
jsou vzacné. Vzdy je nutné zvazovat moznou gonadalni dysgenezi ¢i néktery ze syndromu
dédicné predispozice k nadorlim. Problematika vyZzaduje mezioborovy pfistup s diirazem na
peclivou osobni a rodinnou anamnézu, precizni klinické a laboratorni vysetieni a diferencialni
diagnostiku s dobrou znalosti genetickych syndroma. Patologicka diagnostika téchto nador(
je komplikovana. Spravné histologické zafazeni typu nadoru maze byt voditkem k pislusnému
hereditarnimu nadorovému syndromu.

Klicova slova
nadory vaje¢nikl - dité — adolescence — dédi¢né nadorové syndromy
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Summary

Background: Ovarian tumors in childhood and adolescence are distinguished from those that arise in adulthood by their histological subtype.
These tumors may arise as the first manifestation of a cancer predisposition syndrome. Correct diagnosis of the syndrome may offer the possibility
of surveillance for other members of the patient’s family. Purpose: To summarize current knowledge about paediatric ovarian tumors that may be
associated with genetically defined cancer syndromes. Juvenile granulosa cell tumors occur in those with Ollier disease and Maffucci syndrome;
they are caused by postzygotic IDHT and IDH2 gene mutations. Sertoli-Leydig cell tumors usually arise in association with DICERT syndrome, which
is caused by germline DICERT gene mutations. Sex cord tumors with annular tubules and Sertoli cell tumors may arise in patients with Peutz-Jeghers
syndrome; this syndrome is caused by germline STK11 gene mutations. The majority of germ cell tumors develop in the context of gonadal dysge-
nesis. In XY gonadal dysgenesis, the presence of aY chromosome material renders the patient at increased risk for developing gonadal malignancy.
Characteristically, these patients develop gonadoblastoma, which has the potential to evolve into dysgerminoma and exhibit malignant behavior.
Sex-chromosome aneuploidy syndromes or mutations in genes involved in gonadal development and differentiation may cause gonadal dysge-
nesis. Small cell carcinoma of the ovary of a hypercalcaemic type is usually caused by loss-of-function mutations in the SMARCA4 gene. Conclusion:
Ovarian tumors are uncommon during childhood and adolescence. It is always necessary to consider gonadal dysgenesis or any of the inherited
cancer syndromes. These patients require interdisciplinary care, careful noting of personal and family history, precise clinical examination, labora-
tory testing, and differential diagnosis by a clinician with a good knowledge of genetic syndromes. Expert pathological review may be required for

correct diagnoses. This is necessary for appropriate management and to establish an association with hereditary cancer syndromes.

Key words

ovarian neoplasms - child - adolescent — hereditary cancer syndromes

Uvod

Ovarialni malignity v détském véku
a v adolescenci predstavuji 10-20 %
vsech ovarialnich nddorovych onemoc-
néni a priblizné 1-2 % vsech détskych
nadord. Jsou nejcastéjsi gynekologickou
malignitou u generace mladsi 20 let [1].
Vyskyt ovarialnich nadort v détské po-
pulaci nenf ¢asty, jejich incidence je od-
hadovadna na 2,6/100 tisic dévcat za
rok [2]. Incidence se lisi podle véku, napf.
u nejcastéjsi formy téchto nadord, tj. na-
dorl ze zérode¢nych bunék, je u preme-
narchalnich divek mladsich 12 let inci-
dence velmi nizkd, uvadi se 3/1 milion za
rok, zatimco u adolescentnich divek inci-
dence stoupd az na 15/1 milion za rok [3].

Ovarialni nadory v détstvi a ado-
lescenci zahrnuji benigni a maligni na-
dory ze zarodec¢nych bunék (60-80 %),
povrchové epitelidlni stromalni nddory
(15-20 %), gonadostromalni nadory
(10-20 %) a jiné (napf. gonadoblastom,
maligni lymfom a leukemie, malobu-
nécny karcinom a nadory z mékkych
tkani, méné nez 5 %) podle platné klasi-
fikace World Health Organisation (WHO)
zroku 2014 (tab. 1) [3,4].

Ovaridlni nadory v détstvi a ado-
lescenci mohou souviset se syndromy
predispozice k nddorovym onemocné-
nim. Lisi se od nador( dospélého véku
histologickymi podtypy a odliSnymi syn-
dromy predispozice k nadordim, s nimiz
mohou souviset. Ovarialni nador u di-
téte mlze byt prvni znamkou manifes-

tace syndromu predispozice k nado-
rdm v rodiné a spravna diagndza tohoto
syndromu maze umoznit sledovani dal-
Sich ¢lenl rodiny ohrozenych timto
rizikem [5].

Nejcastéjsi pediatrické ovaridlni na-
dory, které jsou soucdsti hereditarnich
syndromd, jsou neepitelidlni. Naproti
tomu nadorova onemocnéni vaje¢nikd
v dospélosti nejcastéji spadaji do kate-
gorie epitelidlnich nadort [3,6]. Nejcas-
t&jSim ovarialnim karcinomem u dospé-
lych Zen s mutaci v genech BRCAT nebo
BRCA2 je high-grade ser6zni karcinom.
Tento epitelidlni nador je viak extrémné
vzacny ve véku pod 18 let. Mucindzni
epitelidIni nddory se ve véku pod 18 let
vyskytnout mohou, aviak neni zndmo,
ze by souvisely se syndromy dédi¢né
predispozice k nadordm [5].

V tomto ¢lanku uvadime prehled na-
dorovych onemocnéni ovarii détského
véku, kterd mohou vznikat na podkladé
dédi¢nych syndromu predispozice k na-
dorovym onemocnénim. Histologické
typy nadorovych onemocnéni ovarii,
o kterych je pojednéavano, jsou vyzna-
ceny v tab. 1.

Juvenilni nador

z bunék granulézy

Charakteristika nadoru

Juvenilni nddor z bunék granulézy je
vzacny nador ze skupiny gonadostro-
malnich nadora (tab. 1). Tvofi méné nez
1 % ovarialnich nador(, ale dvé tretiny

gonadostromélnich néddord, které vznik-
nou v détstvi [5,7]. Polovina téchto na-
dord je diagnostikovana v 1. dekadé zi-
vota a dalsi tfetina ve 2. U vice nez 95 %
pacientek je onemocnéni omezeno na
vajecnik a tyto pacientky s nizkym sta-
diem onemocnéni maji vynikajici pro-
gnézu s vice nez 90% celkovym prezitim
po chirurgické 1é¢bé obvykle v rozsahu
jednostranné adnexektomie [8]. Vétsina
nadort je jednostrannych, pouze 2-5 %
nadorl vznikd oboustranné [5,7]. Nador
se obvykle manifestuje izosexualni pred-
¢asnou pseudopubertou, nebot tyto
nadory Casto secernuji estrogen [8,9].
Vzacné jsou spojeny s androgenni
manifestaci [5].

Sdruzené genetické syndromy
Juvenilni nador z bunék granulézy
v kombinaci s predc¢asnou pseudopu-
bertou byl popsan v souvislosti s Ollie-
rovou chorobou a Maffucciho syndro-
mem [10-12]. V literatufe je popsano
24 takovych pfipadt [5,12-14].
Ollierova choroba a Maffucciho syn-
drom jsou podtypy syndromu enchon-
dromatézy. U Maffucciho syndromu
byvaji pfitomny také hemangiomy mék-
kych tkani. U nékterych pacientd mohou
vznikat i jiné nadory, napf. gliomy nebo
akutni myeloidni leukemie [15]. Enchon-
dromy vznikaji ve velmi mladém véku
a byvaji mnohocetné s asymetrickou
distribuci. Prevalence je odhadovéna
na 1/100 tisic [5]. Je zde zvy3ené riziko
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Tab. 1. WHO klasifikace nadort vajecnika [4].

1) Epitelialni nadory

Serézni nadory

Benigni: serézni cystadenom, serézni adenofibrom, serézni
povrchovy papilom

Hrani¢ni malignity: ser6zni nddor hrani¢ni malignity / atypicky
proliferujici ser6zni nddor; serézni nador hrani¢ni malignity —
mikropapildrni varianta / neinvazivni ser6zni low-grade karcinom
Maligni: serézni low-grade karcinom; ser6zni high-grade
karcinom

Mucinézni nadory

Benigni: mucindzni cystadenom; mucinézni adenofibrom
Hrani¢ni malignity: mucinézni nador hrani¢ni malignity /
atypicky proliferujici mucindzni nador

Maligni: mucinézni karcinom

Endometroidni nadory

Benigni: endometroidni cysta; endometroidni cystadenom;
endometroidni adenofibrom

Hrani¢ni malignity: endometroidni nador hrani¢ni malignity /
atypicky proliferujici endometroidni nddor

Maligni: endometroidni karcinom

Nadory z jasnych bunék

Benigni: cystadenom z jasnych bunék; adenofibrom z jasnych
bunék

Hrani¢ni malignity: nador z jasnych bunék hrani¢ni malignity /
atypicky proliferujici nador z jasnych bunék

Maligni: karcinom z jasnych bunék

Brennerovy nadory

Benigni: Brennerdv nador

Hrani¢ni malignity: Brenner(iv nddor hrani¢ni malignity /
atypicky proliferujici Brenner(iv nador

Maligni: maligni Brennerdv nador

Seromucinézni nadory

Benigni: seromucinézni cystadenom; seromucinézni
adenofibrom

Hrani¢ni malignity: seromucinézni nddor hrani¢ni malignity /
atypicky proliferujici seromucinézni nador

Maligni: seromucinézni karcinom

Nediferencovany karcinom

2) Mezenchymalni nadory

low-grade endometroidni stromalni sarkom; high-grade
endometroidni stromalni sarkom

3) SmiSené epitelialni a mezenchymalni nadory
adenosarkom; karcinosarkom (dfive smiseny Mulleriansky
nador)

WHO - Svétova zdravotnickd organizace

4) Gonadostromalni nadory

Cisté stromalni nadory: fibrom; bunéeny fibrom; tecom; luteini-
zacni tecom spojeny se sklerotizujici peritonitidou; fibrosarkom;
sklerotizujici stromalni nador; stromdlni nador typu pecetniho prs-
tene; mikrocysticky stromalni nddor; nddor z Leydigovych bunék;
néador ze steroidnich bunék; maligni nddor ze steroidnich bunék
Cisté gonadalni nadory: adultni nador z bunék granulézy;
juvenilni nador z bunék granulézy; nador ze Sertoliho
bunék; gonadalni nador s anularnimi tubuly

SmiSené gonadostromalni nddory: nadory ze Sertoliho-
Leydigovych bunék (dobfe, stfedné, Spatné diferencované,
retiformni); gonadostromalni nadory (gynandroblastom)

5) Nadory ze zarodeénych bunék
dysgerminom; nador ze zloutkového vacku; embryonalni

karcinom; negestacni choriokarcinom; zraly teratom; nezraly
teratom; smiseny nador ze zarode¢nych bunék

6) Monodermalni teratom a nadory somatického typu
vznikajici z dermoidni cysty

benigni struma ovaria; maligni struma ovaria; karcinoid
(strumalni, mucinézni); nddor neuroektodermaélniho
typu; sebacedzni nadory (adenom, karcinom); jiné
vzacné monodermalni teratomy; karcinomy (karcinom ze
sebacedznich bunék, jiné)

7) Nadory ze zarodeénych bunék - gonadostromalni

gonadoblastom, v¢. gonadoblastomu s malignim nddorem
ze zarodec¢nych bunék; neklasifikovany smiseny nador ze
zarodecnych bunék - gonadostromalni

8) Ruizné nadory
nadory rete ovarii (@adenom, adenokarcinom); wolffiansky

nador; malobunéény karcinom hyperkalcemického typu;
malobunécny karcinom plicniho typu; WilmsGv tumor;
paragangliom; solidni pseudopapildrni neoplazie

9) Mezotelialni nadory

adenomatoidni nador, mezoteliom

10) Nadory z mékkych tkani

myxom, jiné

11) Nadoriim podobné léze

folikuldrni cysta; cysta corporis uteri; velka solitarni luteinizova
folikuldrni cysta, hyperreactio luteinalis; graviditas luteoma;
stromalni hyperplézie; stromalni hypertekdza; fibromatdza;
masivni edém; hyperplaze Leydigovych bunék; jiné

12) Lymfoidni a myeloidni nadory

lymfomy; plazmacytom; myloidni neoplazie

13) Sekundarni nadory

v panvi. Riziko se uvadi 20-46 %, vék pa-
cientll se pohybuje od 10 do 69 let (pra-
mér 52 let) [13]. U vétsiny pacientd je jiz

diagnostikovana enchodromatéza pred
diagnoézou juvenilniho nddoru z bunék
granulozy [5]. Byl popsén pfipad tohoto

maligni transformace enchondromi do
chondrosarkomu, a to zejména v pfi-
padé enchondromi lokalizovanych
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nadoru u novorozence s Ollierovou cho-
robou [16]. Ovarialni nadory ¢asto vzni-
kaji ipsilateralné k predominantnimu vy-
skytu enchondrom [17]. Dlouhé kosti
a gonady vznikaji z mezodermu. Existuji
proto hypotézy, Ze postizeni vaje¢niku je
manifestaci generalizovaného dysplas-
tického postizeni mezodermu [5,17].
Ollierova choroba a Maffucciho syndrom
jsou vzacnd genetickd onemocnéni,
kterd vznikaji postzygotickou mutaci
genU IDH1 a IDH2, jez je pravdépodobné
spole¢nou genetickou zménou etiopa-
togeneticky souvisejici s tumorigenezi
u téchto pacientl [15]. Somatické mu-
tace v genech IDHT a IDH2, které klasicky
postihuji kodony R132 genu IDHT nebo
R172 genu IDH2, byly detekovany v en-
chondromech, hemangiomech, leu-
kemickych bunkach a ovaridlnim
bunécném fibromu u pacientl s Ollie-
rovou chorobou a Maffucciho syndro-
mem [18-20]. Je pravdépodobné, Ze so-
matické mutace v genech IDHT a IDH2 se
podileji také na etiopatogenezi juvenil-
niho nadoru z bunék granulézy u téchto
syndrom [5,18,21].

Ojedinéle byl juvenilni nador z bunék
granulézy popsan také v souvislosti s ji-
nymi syndromy predispozice k nado-
rdm, a to s Cowdenovym syndromem
(gen PTEN), syndromem Li-Fraumeni
(gen TP53) a syndromem DICER1 (viz
dale) [22,23]. Somatické mutace v ,hot-
spot” oblastech genu DICERT byly zjis-
tény v nékterych pripadech juvenilniho
nadoru z bunék granulézy, nicméné de-
finitivni souvislost mezi timto nadorem
a mutacemi genu DICERT je nutno po-
tvrdit na vétsich souborech pacientd [5].
Vzhledem k tomu, Ze mutace v genu
DICERT jsou casté u ovaridlniho na-
doru ze Sertoliho-Leydigovych bunék,
je mozné, ze popsané pripady juvenil-
niho nadoru z bunék granulézy s mu-
taci v tomto genu jsou ve skutecnosti
chybné diagnostikované nadory ze
Sertoliho-Leydigovych bunék [5,21].

Doporuceni ke genetickému
testovani a preventivni opatieni

U pacientek s juvenilnim nadorem
z bunék granuloézy by fyzikalni vysetieni
mélo zahrnovat patrani po enchondro-
mato6ze. Mél by byt pravidelné sledovén
rlst a pubertalni vyvoj [5]. U pacientek

se syndromy enchondromatézy je
vhodné dispenzérni gynekologické vy-
Setfeni 1krat ro¢né.

Diferencialni diagnostika
Diferencialni diagnéza juvenilniho na-
doru z bunék granulézy zahrnuje jiné go-
nadostromalni nddory a malobunécny
karcinom vaje¢niku hyperkalcemického
typu. Nejsndze morfologicky zaménitel-
nym nadorem je adultni nador z bunék
granulézy a nador ze Sertoliho-Leydigo-
vych bunék. U 30 % pacientek s juvenil-
nim nadorem z bunék granulézy je na-
chézena somatickd mutace v onkogenu
GSP, nejcastéji p.R201C nebo p.R207H,
kterd je spojena s horsi prognézou [24].
U vice nez 60 % téchto nadord byla
zjisténa aktivujici inframe duplikace v
exonu 3 genu AKTT [25]. Naopak u adult-
nich néddorG z bunék granulézy, ex-
trémné vzacnych u déti, je v 95 % pfipad
nachdazena pro tento nador specificka
somatickd missense mutace c.402C>G,
p.C134W v genu FOXL2 [26,27].

Pacientky s malobuné¢nym karci-
nomem vaje¢niku hyperkalcemického
typu mohou mit hyperkalcemii, nemi-
vaji pfiznaky pfedcasné pseudopuberty
nebo jiné hormonalni manifestace a je-
jich nadory vykazuji specifickou ztratu
exprese proteinu SMARCA4 [5].

Nadory ze Sertoliho-Leydigovych
bunék

Charakteristika nadoru

Nadory ze Sertoliho-Leydigovych bunék
jsou vzacné nadory ze skupiny go-
nadostromalnich ovaridlnich nadord
(tab. 1). Obsahuji Sertoliho a Leydigovy
bunky, cozZ jsou nezdrode¢né podptirné
bunky muzskych gonad. Tyto nadory
vznikaji z primitivnich bunék preg-
ranulézy a pfedstavuji pseudo-muz-
skou gonadalni dysgenezi ovaria [28].
Tvofii asi 1-2 % détskych nadord vajec-
nikd a méné nez 0,5 % vsech ovarial-
nich nadord [28,29]. Ve vice nez 95 %
jsou jednostranné, omezené na vajec-
nik [28]. Byly popsany u Zen ve véku
od 2 do 75 let, ale vétSinou se vyskytuji
ve 2. nebo 3. dekadé Zivota [30]. Podle
WHO klasifikace jsou déleny na dobre,
stifedné a Spatné diferencované, a reti-
formni [4]; vétSinou jsou stfedné nebo
Spatné diferencované [28]. Posledni tfi

podtypy mohou obsahovat ve 20 % he-
terologni prvky pdvodem z endodermu
nebo mezodermu, napf. jaterni nebo
gastrointestindlni bunky, chrupavku
nebo kosterni sval [31].

Pacientky s témito nadory maji ¢asto
hormonalni pfiznaky spojené s nad-
mérnou produkci androgend, tedy pro-
jevy virilizace (amenorhea, hirzutizmus,
hlubsi hlas, zvétseni klitorisu) [9,28].
Méné ¢asto jsou pfitomny estrogenni
pfiznaky v podobé predcasné pseudo-
puberty nebo poruch menstruace. Reti-
formni nadory se ¢asto vyvijeji v mlad-
$im véku a nejsou tak casto spojené
s endokrinni manifestaci. Stupen dife-
renciace téchto nadorl koreluje s pro-
gnoézou. Dobfe diferencované nadory
se obvykle chovaji jako benigni, za-
timco Spatné diferencované maji ma-
ligni chovani [5,30].

Sdruzené genetické syndromy

Nadory ze Sertoliho-Leydigovych bunék
mohou vznikat v ramci syndromu
DICERT1, ktery je zpUsoben zarodec¢nymi
mutacemi genu DICERT. Tento typ na-
doru byl poprvé popsan v souvislosti
s familiarnim pleuropulmonalnim blas-
tomem v roce 2009 [32]. Pacienti se syn-
dromem DICER1 maji zvysené riziko vy-
voje velmi specifickych vzacnych nador(,
které se manifestuji obvykle v jakémkoli
véku do 25 let. Nadory, které mohou
u syndromu DICERT vzniknout, zahrnuji
multinodularni strumu, pleuropulmo-
nalni blastom, embryonalni rhabdomyo-
sarkom (cervikalni/ovaridlni), cysticky
nefrom, meduloepiteliom fasnatého
télesa, diferencovany karcinom stitné
Zl4zy, anaplasticky sarkom ledviny, go-
nadostromalni ovarialni nddor (nador
ze Sertoliho a Leydigovych bunék, gy-
nandroblastom), pineoblastom, blas-
tom hypofyzy, meduloblastom/infraten-
torialni primitivni neuroektodermalni
nador, naddory ze zarodecnych bunék,
nazalni chondromezenchymalni hamar-
tom [33,34]. Pleuropulmonalni blastom,
cysticky nefrom a pituitarni blastom
vznikaji predominantné ve véku do 6 let.
Onemocnéni $titné Zlazy a nékteré na-
dory, napf. cervikalni embryondlni rha-
bdomyosarkom a ovaridlni gonadostro-
malni nddory mohou vznikat i ve véku
mezi 40. a 50. rokem [33,35,36]. MUze se
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vyskytnout také Wilmsudv tumor, intes-
tindlni juvenilni hamartomatézni po-
lypy a neuroblastom [33,34,37], avsak
u téchto nédord neni souvislost se syn-
dromem DICER1 jednoznacna [36].

Nédory ze Sertoliho-Leydigovych
bunék jsou nejcastéjsi gynekologickou
manifestaci syndromu DICER1. U vétsiny
stfedné nebo 3$patné diferencovanych
forem tohoto nadoru lze detekovat za-
rodecné nebo somatické mutace v genu
DICERT1, na rozdil od vzacnych, dobfe di-
ferencovanych forem, kde tyto mutace
detekovany nejsou (G/22). Stftedné nebo
$patné diferencované nadory bez mu-
tace v genu DICERT jsou vétSinou chybné
klasifikované jiné nadorové typy [5,38].

Pfitomnost zarode¢nych mutaci
v genu DICERT nemd na zakladé sou-
¢asnych poznatk( vliv na Ié¢bu nebo
preziti pacientek. Syndrom DICERT ma
neudplnou penetranci. Penetrance je
vyssi u Zen z dlvodu vyskytu gyneko-
logickych nador(i a onemocnéni stitné
zlazy [36]. Kumulativni riziko onemoc-
néni stitné zlazy charakteru multino-
duldrni strumy bez naruseni funkce
zlazy, popft. vzacné papildrniho karci-
nomu vzniklého sekundarné po che-
moterapii, se odhaduje na 75 % u Zen
do véku 40 let [39,40]. Je odhadovano,
Ze a7 80 % muzl se zérodecnymi muta-
cemi v genu DICERT je asymptomatic-
kych [36]. Mutace v genu DICERT mohou
také vznikat de novo. Soucasny vyskyt
ovaridlniho nadoru ze Sertoliho-Ley-
digovych bunék s karcinomem stitné
Zlazy je vysoce suspektni ze syndromu
DICER1 [41].

Protein DICER je endoribonukledza
odpovédna za tvorbu zralych mikro-
RNA, které hraji dllezitou roli v regu-
laci genové exprese pomoci represe
syntézy proteind. Pacienti se syndro-
mem DICERT maji obvykle ztratové za-
rodecné mutace v genu DICERT, které
ukonci ¢teci ramec pred koncem RNaza
lllb domény a vedou ke kompletni ztraté
funkce proteinu [42]. Soucasné byva
v nadorové tkani zjistovana somatickd
missense mutace, nej¢astéji v exonech
24 nebo 25 v jednom z péti ,hotspot”
kodonl (E1705, D1709, E1788, D1810,
E1813) nachazejicich se v oblasti pro
RNaza lllb doménu genu DICERT v pozici
trans [43-45]. Existuji také sporadické

Tab. 2. Doporuceni ke sledovani osob s predispozici k syndromu DICER1 [34].

Plice - screening pleuropulmonalniho blastomu

- inicidlni CT hrudniku ve véku 3-6 mésic(;

+ CT hrudniku ve véku 2,5-3 roky;

- rentgen hrudniku kazdych 6 mésict do 8 let véku;
- rentgen hrudniku ro¢né od 8 do 12 let véku.

Ledviny - screening cystického nefromu, anaplastického sarkomu ledviny,

Wilmsova tumoru

- ultrazvukové vysetteni bficha kazdych 6 mésicli do 8 let;
- ultrazvukové vysetteni bficha ro¢né od 8 do 12 let.

Mozek - screening pineoblastomu a blastomu hypofyzy
- pravidelné sledovéni pomoci NMR je sporné, nebot tyto nddory jsou vzacné

u syndromu DICERT1 (vyskyt pod 1 %);

- akutni NMR mozku v pfipadé jakékoli intrakranialni patologie.

Gynekologické organy - screening nadoru ze Sertoliho-Leydigovych bunék,
gynandroblastomu, cervikalniho nebo ovarialniho rhabdomyosarkomu
- 1-2krat ro¢né ultrazvukové vysetreni panve od narozeni do dospélosti.

Stitna zlaza - uzly ve stitné zlaze, multinodularni struma, diferencovany karci-

nom Stitné zlazy

- ultrazvukové vysetteni stitné zlazy ve véku 8 let, pfi normalnim nélezu poté Tkrat

za 3 roky.

Oko - meduloepiteliom fasnatého télesa

- pacienta poucit o riziku a pfiznacich.

Nos - nazalni chondromezenchymalni hamartom

- pacienta poucit o riziku a pfiznacich;

- ORL vysetieni a nazalni endoskopie v pfipadé nazalni obstrukce.

Gastrointestinalni trakt - hamartomatézni polypy

- pacienta poucit o riziku a pfiznacich;

- prislusné vysetreni v pfipadé priznakd z intestinalni obstrukce.

CT - potitacova tomografie, NMR - nukledrni magnetickd rezonance,

ORL - otorhinolaryngologické

pfipady se dvéma somatickymi muta-
cemi v genu DICERT [5].

Nadory ze Sertoliho-Leydigovych
bunék byly také popsany u mladych zen
a divek s Peutzovym-Jeghersovym syn-
dromem [46,47], aviak kauzdlni souvis-
lost téchto onemocnéni neni prozatim
jednoznacna [5].

Doporuceni ke genetickému
testovani a preventivni opatieni
Vsechny pacientky s nddory ze Serto-
liho-Leydigovych bunék by mély byt
odeslany na genetické pracovisté za
Ucelem vysetteni genu DICERT [5].

Pro pacienty se syndromem DICER1
byla v roce 2016 navrzena na workshopu
tykajicim se predispozice k détskym na-
dordm spole¢nosti American Asso-

ciation for Cancer Research doporu-
ceni ke sledovani, ktera jsou uvedena
v tab. 2 [34].

Diferencialni diagnostika

Diagnéza nadorl ze Sertoliho-Leydi-
govych bunék muze byt ¢asto obtizn3,
jednak pro jejich vzacnost a jednak pro
Sirokou diferencidlni diagnostiku. Mor-
fologicky se tyto nadory mohou prekry-
vat s jinymi gonadostromalnimi nadory
a imunohistochemie ¢asto jednotlivé
typy nerozlisi. Imunohistochemicky lze
odlisit tyto nddory od endometroidniho
karcinomu. Retiformni forma muze byt
morfologicky obtizné odlisitelna od se-
réznich epitelidlnich nadord, které se
vsak vyskytuji v pozdéjsim véku a maji
odlisny imunofenotyp [5].
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Gonadalni nadory s anularnimi
tubuly

Charakteristika nadoru

Gonadalni néadory s anuldrnimi tu-
buly jsou velmi vzacné, tvofi pfiblizné
1-2,3 % ovaridlnich gonadostromal-
nich nadort [5,48]. Hlavni komponenta
téchto nadorl ma prechodné morfo-
logické rysy mezi nddory z bunék gra-
nulézy a nddory ze Sertoliho bunék
a muze dochéazet k diferenciaci do jed-
noho z téchto dvou typl [49]. Byly po-
psany u zen ve véku od 5 do 57 let,
pficemz méné nez polovina se jich ma-
nifestuje ve véku pod 18 let. Vétsina na-
dord je omezena na vajecnik, jsou be-
nigni a nedochazi u nich k hormonalni
manifestaci [49,50]. Pfipady asociované
s Peutzovym-Jeghersovym syndromem
byvaji velmi malé, ¢asto jen mikrosko-
picky detekovatelné, oboustranné, mno-
hocetné, s kalcifikacemi, klinicky be-
nigni, pouze mala ¢ast se chova maligné
s extraovarialnim Sifenim. Sporadické
pfipady byvaji naopak obvykle jedno-
stranné, rozsahlé a symptomatické a ve
20 % se mohou chovat maligné a sifit se
mimo vajecnik [5,49,51].

Sdruzené genetické syndromy
Priblizné 30-36 % pripad(l gonadalniho
nadoru s anularnimi tubuly se vyskytuje
v souvislosti s Peutzovym-Jeghersovym
syndromem zpUsobenym zarodecnymi
mutacemi genu STK71 [49,52]. Peutz(iv-
-JeghersGv syndrom je autozomalné
dominantné dédi¢né onemocnéni
charakterizované mukokutdnnimi mela-
nocytarnimi lézemi, gastrointestinalnimi
hamartomatéznimi polypy a zvysenym
rizikem rozvoje rliznych benignich a ma-
lignich nadora (karcinom tenkého a tlus-
tého stfeva, jicnu, pankreatu, prsu) [5,531.
U pacientek s timto syndromem mohou
byt diagnostikovany také jiné gyneko-
logické nadory, napt. ovarialni gonado-
stromalni nadory, adenokarcinom dé-
loZniho ¢ipku gastrického typu non-HPV
(lidsky papilomavirus) a mucinézni na-
dory v rlznych lokalizacich v¢. ovarii.
Muzi s timto syndromem mohou one-
mocnét velkobuné¢nym kalcifikuji-
cim testikuldrnim nddorem ze Sertoliho
bunék [54].

Zarode¢né mutace genu STKT1 jsou
detekovany u 80-90 % pacientl s kli-

nickymi projevy Peutzova-Jeghersova
syndromu, pficemz pfiblizné 25 % pfi-
padd vznika de novo [55]. V gonadal-
nich néddorech s anuldrnimi tubuly u pa-
cientek s Peutzovym-Jeghersovym
syndromem byva detekovdna soma-
ticka ztrata heterozygotnosti v lokusu
19q13.1 [56].

Kumulativni riziko onemocnéni nado-
rem vajecniku se pro Zenu - nosicku pa-
togenni mutace v genu STK11 - odha-
duje na 20 % ve véku 5-64 let, pficemz
gonadalni nadory s anularnimi tubuly
tvori vétsinu téchto onemocnéni [5,49].

Doporuceni ke genetickému
testovani a preventivni opatieni
Vzhledem k rarité gonadélniho nadoru
s anuldrnimi tubuly je doporucovéno,
aby byly vsechny divky s timto nado-
rem odeslany ke genetickému vysetieni
a testovany na zdrode¢né mutace v genu
STK11.V soucasnosti nejsou platna spe-
cifickd doporuceni pro sledovani go-
nadalnich nador( u déti s Peutzovym-
-Jeghersovym syndromem [5]. V sou-
ladu s platnym doporué¢enim Ceské gy-
nekologicko-porodnické spolec¢nosti
Ceské Iékafské spolecnosti J. E. Purkyné
a pojistnym zdravotnim planem v CR
by mélo byt provadéno preventivni gy-
nekologické vysetieni v¢. expertniho
ultrazvukového vysetfeni od 15 let Tkrat
rocné.

Diferencialni diagnostika

Gonadalni nadory s anularnimi tubuly
maji obvykle charakteristické morfolo-
gické rysy a jejich diagnostika nebyva
komplikovana. Problémem muze byt je-
jich vzacnost. Diferencidlni diagnostika
zahrnuje jiné typy gonadostromal-
nich nador(, gonadoblastom a smiseny
nador ze zarodecnych bunék - gonado-
stromalni [49,571].

Nadory ze Sertoliho bunék
Charakteristika nadoru

Nadory ze Sertoliho bunék tvofi méné
nez 5 % gonadostromalnich nadort
a vétsinou vznikaji u Zen v reproduk¢-
nim véku, primérny vék onemocnéni je
30 let. Priblizné Sestina pfipadd vznika
prepubertdlné [58]. U téchto nadoru
¢asto dochazi k hormonalni manifestaci,
obvykle androgenni [57,58]. Nadory ze

Sertoliho bunék jsou vétSinou nadory
omezené na vajecnik a maji vynikajici
prognézu s nizkym rizikem rekurence.
Byl popsan vzacny, na lipidy bohaty
a oxyfilni podtyp téchto nadort [59].

Sdruzené genetické syndromy

Podle nékterych studii az 10 % nadorU
ze Sertoliho bunék, zejména na lipidy
bohaty a oxyfilni podtyp, mize vznikat
v souvislosti s Peutzovym-Jeghersovym
syndromem (viz vyse) [5,60].

Doporuceni ke genetickému
testovani a preventivni opatreni

Je vhodné, aby ke genetickému vyset-
feni a testovani na zarode¢né mutace
v genu STKT1 byly odeslany divky s ova-
ridlnim nddorem ze Sertoliho bunék, kdy
se jedna o na lipidy bohaty nebo oxyfilni
podtyp nadoru a/nebo v jejichz osobni
¢i rodinné anamnéze jsou pfitomny
také dalsi ptiznaky charakteristické pro
Peutzlv-Jeghersiv syndrom [5]. Do-
poruceni ke sledovéni je obdobné jako
u gonadalnich nadorl s anuldrnimi
tubuly.

Diferencialni diagnostika
Diferencialni diagnostika nadorl ze
Sertoliho bunék je Sirokd a zahrnuje jiné
gonadostromalni nadory (nédory ze
Sertoliho-Leydigovych bunék, adultni
nador z bunék granulézy, gonadalni
nadory s anularnimi tubuly), endomet-
roidni karcinom, karcinoid a r(izné meta-
statické adenokarcinomy [58]. Spravnou
diagnézu umoziuje imunohistoche-
mické vysetieni na rizné markery [5].

Nadory ze zarodecnych bunék
Charakteristika nadoru

Maligni nddory ze zdrodecnych bunék
tvofi 75 % ovaridlnich nador(, které
vznikaji v prvnich 2 dekddach zivota,
a 15 % malignit u adolescentek ve véku
15-19 let [5].

Jsou heterogenni skupinou nadord,
které vznikaji z pluripotentnich pri-
mordidlnich zarode¢nych bunék a za-
hrnuji teratom (zraly a nezraly), chorio-
karcinom, nador ze zloutkového vacku,
dysgerminom, embryondlni karcinom
a smisené podtypy (tab. 1). Vyskyt jed-
notlivych podtypd nadorl ze zarodec-
nych bunék je vékové specificky [3].
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Teratomy (vétsina z nich jsou zralé te-
ratomy) jsou nejcastéjsi, po nich nasle-
duje dysgerminom a nador ze Zlout-
kového véacku [61]. Gonadoblastom je
smiSeny nador ze zarodecnych bunék
- gonadostromalni, ktery témér vzdy
vznikd v dysgenetickych gonddéch s pfi-
tomnosti chromozomu Y [62]. Manifes-
tuje se obvykle ve 2. dekadé, ale byly
popsany pfipady v ¢asném kojenec-
kém véku [63,64]. Je prekurzorovou lézi
pro invazivni nadory. V 50-60 % pfi-
padl dojde k maligni transformaci, nej-
Castéji do dysgerminomu, popt. nadoru
ze Zloutkového vacku, seminomu, ne-
zralého teratomu, embryondlniho kar-
cinomu nebo choriokarcinomu [64-66].

Ovariédlni nadory ze zéirodecnych
bunék se nejcastéji manifestuji jako
hmatny tumor s bolesti bfichaaazv 10 %
se projevi jako nahla pfihoda bfisni v du-
sledku torze, krvaceni nebo ruptury [67].
U nékterych podtypl muize byt zvysena
hladina B lidského choriového gonado-
tropinu (BHCG), a-fetoproteinu, CA125,
laktatdehydrogendzy (LDH), karcino-
embryondlniho antigenu (CEA) nebo
hladiny kalcia [68]. Maligni nddory ze za-
rodecnych bunék jsou dobfe lécitelné
s 89-98% prezitim [5,61].

Sdruzené genetické syndromy
Predpoklada se, ze vétsina pripadd go-
nadoblastomu s potencidlem maligni
transformace do dysgerminomu vznika
na podkladé gonadalni dysgeneze [5].
Zvysené riziko vzniku nadord v dysge-
netickych gonadach maji zejména pa-
cienti s gonadalni dysgenezi nesouci
chromozom Y nebo materidl chromo-
zomuY [66,69-72].

Gonadalni dysgeneze neboli defektni
vyvoj gonad (ovarii nebo varlat) vznika
jako dusledek strukturdlnich nebo nu-
merickych anomélii pohlavnich chromo-
zomU nebo mutaci v genech, které se
uplatiuji pfi diferenciaci gonad [72,73].

Dysgenetické gonady jsou charakteri-
zovany variabilnim stupném nezralosti
a dysfunkce, kterd se mdze manifesto-
vat somatickymi anomaliemi a rdznym
stupném nejednoznacnosti genitélu.
Gonadalni dysgenezi je mozné klasifi-
kovat jako Cistou nebo smiSenou v za-

gii gonad [72,74].

Cista gonadalni dysgeneze

U cisté gonaddlni dysgeneze (alterna-
tivni ndzvy kompletni gonadalni dys-
geneze; 46,XY porucha sexudlni dife-
renciace; Swyerdv syndrom) nedochézi
k testikularni diferenciaci a v dlsledku
absence steroidnich hormon( se jedi-
nec vyviji pasivné zenskym smérem.
Jednd se fenotypové o Zeny s karyo-
typem 46,XY, pficemz jsou pfitomné
oboustranné listovité gonady, déloha,
vejcovody, pochva a Zenské zevni ge-
nitdlie. V dlsledku nefunkénich gonad
dochazi k hypergonadotropnimu hypo-
gonadizmu [72]. Pacientky maji primarni
amenorheu, nedochazi k vyvoji prsnich
7laz, axilarni a pubické ochlupeni chybi
nebo je sporé [75]. Néktefi pacienti
mohou mit opozdény psychomoto-
ricky vyvoj, snizené 1Q, obtize s u¢enim
a urcity kognitivni deficit [76,77]. Inci-
dence syndromu je 1/80-100 tisic naro-
zenych [64,76-78]. Pficinou jsou mutace
v genu SRY (z angl. ,sex-determining
gene on Y-chromosome”; typ SRXY1,
z angl. ,46,XY sex reversal”) nebo v dal-
Sich genech lokalizovanych na chromo-
zomu X nebo autozomech (geny NROBI,
NR5A1, lokus 9p24.3, CBX2, MAP3KI,
DHH, AKR1C2, ZFPM2, XYSR, tj. typy
SRXY2 - 10), v dlsledku ¢ehoz dojde
k selhani vyvoje varlat [72,79]. Mutace
nebo delece genu SRY jsou odpovédné
za 10-20 % pripadl cisté formy 46,XY
gonadalni dysgeneze [80-82]. Pfesto pfi-
blizné polovina pfipadl zlstava neob-
jasnéna [77,79,83]. Riziko vzniku malig-
nity se v pfipadé cisté 46,XY gonadalni
dysgeneze uvadi 37,5-45 %. U pacient(
s gonadalni malignitou se ve 22-66 %
jedna o dysgerminom [72]. Vétsina pfi-
padl gonadoblastomu nebo dysgermi-
nomu je diagnostikovana v dobé dia-
gnozy XY Cisté gonadalni dysgeneze, coz
je obvykle v adolescenci, ackoli nékdy
mUze malignita vzniknout u déti [72].

Smisena gonadalni dysgeneze

U smiSené gonadalni dysgeneze (alter-
nativni nazev parciadlni gonadalni dys-
geneze) dochazi k nekompletnimu vy-
voji varlat s ndslednou anomalii genitalu
rdzné zavaznosti, ktera zavisi na stupni
testikularni funkce. Mohou byt pfitomna
oboustrannd dysgeneticka varlata nebo
unilateralni liStovitd gondda a kontra-

lateraIni dysgenetické varle, vzacné se
muze vyskytnout dysgenetické varle
nebo listovitd gonada na jedné strané
a normalni funkcni varle na strané
druhé [72].

Jedna se bud o dlsledek aneuploidii
pohlavnich chromozomu, nebo mohou
byt pficinou syndromy zplsobené zaro-
decnymi mutacemi strukturnich gent
SOX9, WTT a ATRX nebo parcidlni deleci
chromozomalni oblasti 11p13 a charak-
terizované specifickymi extragonadal-
nimi ndlezy [72].

NejcastéjsSim karyotypem u smisené
gonadalni dysgeneze je 45,X/46,XY.
Muze vsak byt pfitomen také karyotyp
46,XY, 45X/47 XYY nebo jiné formy mo-
zaicizmu zahrnujici chromozom Y [72].
Fenotypové se mUze jednat o zeny se
syndromem Turnerové, zeny s nejed-
nozna¢nymi genitaliemi, muze s hypo-
virilizaci nebo normalni muze. Klinické
pfiznaky syndromu Turnerové zahrnuji
lymfedém rukou a nohou po narozeni,
poruchu rlstu, Sirokou kozni fasu v ob-
lasti krku, nizkou vlasovou hranici, opoz-
dénou pubertu, mohou byt pfitomny
srdecni vady, zejména koarktace aorty
nebo anomalie aortalni chlopné u feno-
typové zen s délohou, Zenskymi zevnimi
genitaliemi a dysgenetickymi gonadami,
hypergonadotropnim hypogonadiz-
mem a opozdénou pubertou [84]. U pa-
cientek se syndromem Turnerové, které
jsou z genetického hlediska mozai-
kami se zastoupenim genetického ma-
teridlu chromozomu Y (napf. mozaiciz-
mus 45,X/46,XY), se uvadi riziko vzniku
nadorl ze zarode¢nych bunék (zejména
gonadoblastomu) 2,2-50 % [72]. Pa-
cientky se syndromem Turnerové bez
materialu chromozomu Y riziko vzniku
gonadoblastomu nemaiji [85]. U nékte-
rych pacientek vsak nemusi byt mate-
rial chromozomu Y detekovatelny po-
moci karyotypu, ale mize byt zachycen
citlivéjSimi molekuldrné genetickymi
metodami [86].

Kampomelickd dysplazie je autozo-
malné dominantné dédi¢ny syndrom
charakterizovany tézkou malformaci ske-
letu s malym vzrdstem, ohnutim dlou-
hych tubularnich kosti zejména dolnich
koncetin, hypoplastickymi lopatkami
a poruchou mineralizace hrudnich pe-
diklG, zpdsobeny zarode¢nymi muta-
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cemi genu SOX9 [72,79,87]. Syndrom je
Casto letaIni béhem prvniho roku Zivota
v dUsledku respiracni insuficience zpUso-
bené malou velikosti hrudniku a tracheo-
bronchidlni hypoplazii [87]. Absence
genu SOX9 a oblasti jeho zesilovace nebo
missense mutace v tomto genu mohou
byt spojeny se 46,XY poruchou sexualni
diferenciace s variabilnim stupném go-
nadélni dysgeneze a zvySenym rizikem
gonadoblastomu a malignich nadorq,
nebot gen SOX9 hraje dlleZitou roli v se-
xudlni diferenciaci [82,88]. Byl popsan
také pfipad gonadoblastomu v terénu
XY gonadalni dysgeneze s kampomelic-
kou dysplazii zpGsobeny chromozomalni
translokaci 46,XY,t(2;17)(p15;924.2), kdy
misto zlomu na chromozomu 17q se na-
chéazelo mimo oblast zndmého zesilo-
vace genu SOX9 [89].

Frasier(iv a Denys-Drashiv syndrom
jsou charakterizovany predispozici k ste-
roid-rezistentni progresivni nefropa-
tii, poruse sexualni diferenciace se zvy-
senym rizikem rozvoje gonaddlnich
nadorl (zejména gonadoblastomu)
a Wilmsova nadoru [90]. Jsou zpuso-
beny zarode¢nou mutaci genu WTT. Gen
WTT1 je nddorovy supresor, ktery kéduje
transkripéni faktor se zinkovymi prsty
podilejici se na regulaci ¢asného go-
nadalniho a rendiniho vyvoje [5,91,92].
Jako dlsledek dvou alternativnich se-
stfihovych mist v exonech 5 a 9 vzni-
kaji ctyfi rizné izoformy proteinu WT1.
Sestfih ve druhém alternativnim miste,
tj. exonu 9, ma velky biologicky vyznam,
vede k zafazeni tfi aminokyselin, lyzinu,
treoninu a serinu (KTS), ¢imz vznika KTS-
-pozitivni izoforma, na rozdil od KTS-
-negativni izoformy, kterd tyto tfi ami-
nokyseliny neobsahuje. Pfesny pomér
KTS-pozitivni a KTS-negativni izoformy
je zfejmé klicovy pro normalni funkci
proteinu WT1 [93].

Zarodecné missense mutace v exo-
nech 8 a 9 genu WTT, které kéduji zin-
kovy prst 2 a 3, vedou ke ztraté regulacni
funkce proteinu s naslednymi abnormi-
tami vyvoje glomerull a gonadalni di-
ferenciace v ramci Denys-Drashova syn-
dromu [94]. VétSina pfipadd tohoto
syndromu je zpUsobena jednou nebo
dvéma missense mutacemi lokalizova-
nymivexonu 9:c.1180C>T (p.Arg394Trp)
nebo c.1186G>A (p.Asp396Asn) [94,95].

Mutace, které narusuji druhé donorové
alternativni misto sestfihu intronu 9 (ze-
jména c.1432+4C>T, diive IVS9+4C>T)
genu WTT1, vedou ke zméné normil-
niho poméru KTS-pozitivni / KTS-nega-
tivni izoformy z2: 1 na 1: 2, coz vede
k abnormitam vyvoje glomerul{i a gona-
dalni diferenciace v rdmci Frasierova syn-
dromu [5,96]. Naproti tomu parcialni de-
lece chromozomalni oblasti 11p13, kterd
zahrnuje geny PAX6 a WTT, je pfic¢inou
syndromu WAGR (Wilmsav tumor, ani-
ridie, anomadlie urogenitalniho systému,
mentalni retardace), ktery je charakteri-
zovan strukturdlnimi abnormitami mo-
cového systému bez nefropatie [97].
Frasierdv syndrom je charakterizo-
van pomalu progredujici glomerulopa-
tii s rozvojem nefrotického syndromu
casto v 1. dekadé Zivota a s rendlnim
selhanim v dasledku nespecifické fo-
kdalni a segmentalni glomeruldrni skle-
rézy ve 2. nebo 3. dekddé [98-101]. Tito
pacienti maji gonadalni dysgenezi s lis-
tovitymi gonddami. Frekvence jedno-
stranného nebo oboustranného gona-
doblastomu u téchto pacientt je uva-
déna 37-60 % [93,98-100]. Byli popsani
pacienti s Frasierovym syndromem,
u nichz doslo k rozvoji dysgerminomu,
pficemz nékteré tyto nadory mély go-
nadoblastomovou komponentu [5,101].
Ezaki et al navrhli klasifikaci Frasierova
syndromu zalozenou na karyotypu a fe-
notypu pacientd [93]. Nejcastéjsi je typ
1, pfi némz jsou pacienti fenotypové
Zeny s karyotypem 46,XY, maji normalni
Zzenské zevni genitélie a listovité go-
nady [93]. U tohoto typu jsou gonadalni
nadory popisovany v 67 % [96]. Pacienti
s typem 2 maji predominantné muzsky
fenotyp s karyotypem 46,XY; v literature
bylo prozatim popsano kolem 10 pa-
cientl [93]. Tito pacienti maji obvykle
hypospadii a nesestoupla varlata[102,103].
U typu 2 jsou gonadalni nddory popiso-
vény v 37,5 % [96]. V pfipadé typu 3 se
jednd o fenotypové zeny s karyotypem
46,XX. Gonadalni nddory se u téchto pa-
cientek nevyskytuji [93]. WilmsGv tumor
neni u Frasierova syndromu casty [96].
Denys-Drashlv syndrom je charakte-
rizovan nefrotickym syndromem s cas-
nym pocatkem vzniku a progresi do
rendlniho selhani, muzskym pseudo-
hermafroditizmem a rizikem rozvoje

Wilmsova tumoru [90]. WilmsQv tumor
je nejcastéjsi malignitou pozorovanou
u pacientt s timto syndromem. Jedno-
stranné nebo oboustranné gonadob-
lastomy vznikaji u 4 % pacientd, typicky
mezi 1. a 3. rokem véku [90,104]. Gonad-
oblastom, Wilmslv tumor a onemoc-
néni rendiniho parenchymu se vétSinou
vyvijeji casné, s primérnym vékem ma-
nifestace 1,7 roku pro nadory a 1,4 roku
pro onemocnéni ledvin [90].

Syndrom WAGR byva také dia-
gnostikovan u détskych pacientek
s ovarialnim gonadoblastomem. Byva
vsak zodpovédny za mensi c¢ast pfi-
padu nez Frasierdv nebo Denys-Drashav
syndrom [105].

Pti diagn6ze gonadoblastomu jsou
osobni anamnéza Wilmsova nadoru,
onemocnéni rendlniho parenchymu,
aniridie nebo anomdlie urogenitalniho
systému vysoce podezielé z poskozeni
genu WT1. Vzhledem k vzacnosti fami-
lidrnich poruch genu WT1 nemusi byt ro-
dinna anamnéza ndpomocna [106].

Vzacny syndrom a-talasemie / X-va-
zané mentalni retardace je charakterizo-
van mentalni retardaci, ¢asto spojenou
s a-talasemii a gonadalnimi abnormali-
tami charakteru nesestouplych varlat,
testikularni dysgeneze a nejednoznac-
nymi zevnimi genitaliemi [79,107,108].
Je zplisoben zarode¢nymi mutacemi
genu ATRX [107,108]. V souvislosti
s timto syndromem v3ak neni'v literature
popsan pfipad malignity.

U ovarialnich nadort ze zarode¢nych
bunék jinych nez gonadoblastom neni
spojeni se syndromy dédi¢né predispo-
zice k nddordim jasné. Byly popsany fa-
milidrni pfipady ovaridlnich nadorl ze
zarodecnych bunék, napf. benignich te-
ratom(, ale kauzalni geny nebyly zjis-
tény [109]. Anekdoticky byly popsany
pfipady ovaridlnich nador( ze zérodec-
nych bunék v kontextu rdznych syn-
drom{(, jednoznacna souvislost viak
neni prokadzana [5].

Diferencialni diagnostika

Zralé teratomy jsou obvykle snadno
diagnostikovany. Diferencialni dia-
gnoza jinych morfologickych podtypl
mUze zahrnovat Siroké spektrum dal-
Sich zhoubnych i nezhoubnych nadord
vajecniku [5].
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Doporuceni ke genetické mu
testovani a preventivni opatieni

U pacientUd s podezienim na 46,XY gona-
délni dysgenezi by mélo byt mimo jiné
provedeno genetické vysetteni vzhle-
dem k vysokému riziku maligni transfor-
mace bunék v dysgenetické gonadé a za
Ucelem zjisténi pficiny onemocnéni. Po-
sloupnost laboratornich genetickych vy-
Setfeni, ktera by méla byt indikovana, je
uvedena v tab. 3. Pfi pfitomnosti chromo-
zomuY je uasymptomatickych pacientek
indikovana oboustranna profylakticka
gonadektomie se salpingektomii a po-
nechanim délohy pro pfipadny budouci
embryotransfer. Obdobné je postupo-
vano u pacientek s diagnostikovanym
jednostrannym gonadoblastomem ¢i
malignim nadorem v nizkém stadiu. Ne-
radikalni konzervativni zplsob operace
charakteru ,fertility sparing surgery” je
indikovan také u pokrocilych a metasta-
tickych nadord. U téchto stadii nasleduje
systémova chemoterapie, ktera je vysoce
ucinnd vzhledem k velmi dobré che-
mosenzitivité onemocnéni [110]. Toto
doporuceni se tykd také kampomelické
dysplazie, Denys-Drashova a Frasierova
syndromu, s vyjimkou Frasierova syn-
dromu typu 3 [5,93].

Malobunéény karcinom vajecniku
hyperkalcemického typu
Charakteristika nadoru

Malobuné¢ny karcinom vaje¢niku hy-
perkalcemického typu je vzacny ag-
resivni nador, ktery je obvykle dia-
gnostikovan u mladych Zen ve 2. nebo
3. dekdadé zivota [111]. Je ¢asto dopro-
vazen paraneoplastickou hyperkalce-
mii [112]. Jedna se o jednotku spadajici
do skupiny malobunéénych neuroendo-
krinnich karcinomu s vyskytem v jinych
anatomickych lokalizacich [113]. Pfes
jeho vzacnost je jedna o nejcastéjsi ne-
diferencovany ovaridlni nddor u zen ve
véku pod 40 let. Byl pozorovén ve véku
od 14 mésicll do 56 let, s primérnym
vékem diagnézy 24 let [5,112,114-116].
Jedna se o extrémné agresivni onemoc-
néni, u 65 % pacientek dochdzi k relapsu
onemocnéni po primarni lé¢bé. Dlouho-
dobé preziti je 33-55 % pro ¢asna sta-
dia onemocnéni a 0-30 % pro pokrocila
stadia onemocnéni [116,117]. Vzhledem
k agresivni povaze nador( je stanoveni

Tab. 3. Doporucena geneticka vysetieni u pacientt s ¢istou nebo smisenou gona-
dalni dysgenezi [72].

1. Karyotyp a array CGH / SNP array.

2. Prikaz pritomnosti genu SRY metodou FISH nebo molekularné geneticky.*
3. Sekvenace gent SRY, NS5AT a DHH.**

4. Testovani duplikace genu NROBT.**

5. U cisté formy vylouceni vzacnych pficin — vysetieni delece v lokusu 9p24.3, sek-
venace gend CBX2 a MAP3K1.%*

6. U smiSené formy, pokud jsou ptitomny specifické klinické syndromické rysy pfi

fyzikdlnim vysetieni, méla by byt provedena sekvenace téchto genl:**

- SOX9, jsou-li u pacienta pfitomny znamky kampomelické dysplazie;

- WTT, jsou-li ptiznaky charakteristické pro Denystv-Drashlv nebo FrasierGv syn-
drom (delece zplsobujici syndrom WAGR je zachycena metodou array CGH / SNP
array);

« ATRX, jsou-li znamky syndromu a-thalasemie / X-vazané mentalni retardace.

* U pacientek se syndromem Turnerové je toto vysetfeni nutné k vylouceni kryptic-
kého mozaicizmu s chromozomem Y.

**V souvislosti s rozvojem sekvenace nové generace Ize v dnedni dobé doporucit
testovani panelu gen(ll asociovanych s gonadalni dysgenezi, ktery zahrnuje véechny
kauzalni geny; z metody Ize ziskat informaci jak o bodovych patogennich mutacich,
tak o velkych delecich a duplikacich; pro detekci deleci nebo duplikaci gent Ize také
pouzit metodu array CGH/SNP array, popf. MLPA.

CGH - komparativni genomova hybridizace, SNP - jednonukleotidovy polymorfiz-
mus, FISH - fluorescencni in situ hybridizace, syndrom WAGR - Wilmstv tumor, aniri-
die, anomadlie urogenitalniho systému, mentalni retardace; MLPA — metoda amplifi-

kace mnohocetnych sond zavisla na jejich ligaci

spravné diagnézy zésadni.V soucasnosti
probihaji klinické studie s novymi léCivy
charakteru inhibitorti H3K27 histon me-
tyltransferdzy EZH2, napf. tazemetostatu
a ponatinibu [118,119].

Sdruzené genetické syndromy

Malobunéény karcinom vajecniku hy-
perkalcemického typu je zplsoben ztra-
tovymi mutacemi v genu SMARCA4. Gen
SMARCA4 je nddorovy supresorovy gen,
ktery kéduje protein, jenz se podili na
remodelaci chromatinu [120,121]. So-
matickd nebo zdrodeénd ztratova pato-
genni mutace v genu SMARCA4 je zjis-
tovédna v 91,5 % téchto nadord [113].
V tkani nddoru byvaji inaktivovany obé
alely genu SMARCA4, jedna v dusledku
zarode¢né mutace a druhd v dusledku
somatické mutace, nebo obé v du-
sledku somatické mutace [122,123]. PFi-
blizné 50 % pacientek nese zarodec-
nou mutaci [113,124]. Mutace v genu
SMARCA4 byly detekovany v 7 % ovarial-
nich nadort jinych histologickych typd,

coz vedlo k reklasifikaci na malobuné¢ny
karcinom vaje¢niku hyperkalcemického
typu [113].

Jiz dfive byla zndma souvislost mezi
zérodecnymi ztrdtovymi mutacemi
genll SMARCBT a SMARCA4 a predis-
pozici k rozvoji rhabdoidnich tumor(;
jednd se o syndromy predispozice
k rhabdoidnim nadordm 1 (5-15 % pfi-
padu) a 2 (85-95 % pfripadl) [125,126].
Rhabdoidni nadory mohou vznikat v ja-
kékoli lokalizaci. V centralnim nervovém
systému jsou oznacovany jako atypické
teratoidni/rhabdoidni nadory a 50 %
jich vznikd v mozecku. Nadory vzniklé
v extrakranidlnich lokalizacich jsou
oznacovany jako maligni rhabdoidni
nadory [127,128]. Mohou vznikat v led-
vinach, v oblasti hlavy a krku, paraverte-
bralnich svalech, jatrech, mocovém mé-
chyfi, mediastinu, retroperitoneu, panvi
a srdci. Jedna se o $patné diferencované,
vysoce agresivni nadory s vyskytem nej-
Castéji u kojencll a batolat do 3 let véku.
Vzacnéji mohou vznikat pozdéji v dét-
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ském véku ¢i mladé dospélosti [79,128].
Rhabdoidni naddory na podkladé mu-
taci genu SMARCA4 nebyly pozorovany
u pacientl starsich 46 let [129]. Jedinci
trpici syndromem predispozice k rhab-
doidnim nadorim obvykle onemocni ve
véku méné nez 12 mésich synchronnimi
rhabdoidnimi nadory s velmi agresivnim
klinickym chovanim [128]. Malobunécny
karcinom vaje¢niku hyperkalcemického
typu je morfologicky podobny rhab-
doidnim nadordm. Je zvazovano, ze by
mohl byt soucasti spektra extrakranial-
nich rhabdoidnich nadord [124].

Zeny nosi¢ky patogennich mutaci
v genu SMARCA4 jsou ve zvySeném ri-
ziku vzniku malobunééného karcinomu
vaje¢niku hyperkalcemického typu, ale
pravdépodobné také rhabdoidnich na-
dor0 [5]. Jedna se obvykle o pacientky
s negativni rodinnou anamnézou malo-
bunécéného karcinomu vajecniku hyper-
kalcemického typu nebo rhabdoidnich
naddord, které mutaci zdédily od svého
otce [5,130]. Mutace mUze také vznik-
nout de novo. Penetrance téchto mutaci
je neznama [5].

Zatimco pficinou malobunécného
karcinomu vaje¢niku jsou ztrdtové mu-
tace v genu SMARCA4, missense mutace
v tomto genu jsou pfi¢inou syndromu
Coffin-Siris [131]. Syndrom Coffin-Siris
je dédi¢ny autozomalné dominantné,
ale obvykle vznikd v disledku mutaci
de novo. Jeho hlavni klinické znaky zahr-
nuji mentalni deficit, hypotonii, poruchu
pfijmu potravy, hypertrichdzu, typic-
kou facidlni stigmatizaci, volné klouby
a poruchu vyvoje nehtt [132,133].
Neni pfitomna predispozice k nadoro-
vym onemocnénim. Nicméné byl po-
psan pfipad pacientky s de novo non-
sense variantou v genu SMARCA4, kterd
méla pfiznaky syndromu Coffin-Siris,
mikroftalmii a malobunéc¢ny karcinom
vaje¢niku hyperkalcemického typu ve
13 letech [134].

Doporuceni ke genetickému
testovani a preventivni opatreni
Vzhledem k vysokému zachytu zéro-
dec¢nych mutaci v genu SMARCA4 do-
porucujeme u vsech pacientek s timto
nadorem genetickou konzultaci a tes-
tovani genu [124]. Ac¢koli Ize doporu-
¢it prediktivni testovani pfibuznym, si-

tuaci komplikuje nezndma penetrance
onemocnéni.

V soucasnosti nejsou dostupnd ofi-
cidlni doporuceni pro Zzeny nosicky mu-
taci ve SMARCA4. U¢innou prevenci
by jisté byla oboustrannd adnexekto-
mie [135], ale bez zndmé penetrance
je obtizné stanovit optimalni vék pro
toto opatfeni. U¢innost sledovani neni
zZnama.

Lze doporucit gynekologické vyset-
feni v¢. transvagindlniho ultrazvuku
2-3krat ro¢né a vysdetfeni markerQ
CA125 a LDH 2krat ro¢né. Elevace obou
marker( byla popsana u tohoto typu na-
doru, ackoli u markeru CA125 nejsou
hodnoty tak vysoké jako u epitelidInich
nador( ovaria [119,136].

Co se tyce doporuceni ke sledovani
zdravych osob se syndromy predispo-
zice k rhabdoidnim nadoriim, opét ne-
jsou k dispozici oficialni doporuceni.
U pacientl s mutacemi genu SMARCBI,
ktefi jiz rhabdoidnim naddorem mozku
nebo extrakranialni oblasti onemocnéli,
je doporucovéano v 1. roce véku fyzikalni
a neurologické vysetfeni 1krat mési¢né,
ultrazvukové vysetreni hlavy 1krat mé-
sicné (po uzavieni velké fontanely nuk-
ledrni magnetickd rezonance (NMR)
hlavy 1krat za 2-3 mésice), ultrazvukové
vysetieni bficha a panve nejlépe 1krat
mési¢né (max. 1krat za 2-3 mésice).
A dadle od 1. roku do 4.-5. roku véku NMR
mozku, patefe a celého téla kazdé 3 mé-
sice. Po 4.-5. roce 2krat roc¢né fyzikalni
vysetieni s cilenym vysSetfenim zobrazo-
vacimi metodami zaméfenym na sym-
ptomatické oblasti. U missense variant
v genu SMARCBT se screening nedopo-
rucuje s ohledem na nizké riziko vzniku
nadoru [128].

Diferencialni diagnostika

Diferencialni diagnéza je Siroka a zahr-
nuje adultni a juvenilni nddor z bunék
granulézy, nadory ze zarodecnych
bunék, endometridlni stromalni sar-
komy, maligni melanom, primarni a me-
tastaticky malobunéény neuroendo-
krinni karcinom a rizné nadory z malych
kulatych modrych bunék. Pro stanoveni
spravné diagnozy je ¢asto nutné zhod-
noceni expertnim patologem [5]. Mu-
tace genu SMARCA4 jsou provazeny ztra-
tou exprese proteinu SMARCA4 v 97 %

pfipadl a imunohistochemické barveni
na SMARCA4 je velmi pfinosné v dia-
gnostice onemocnéni [137].

Zaveér

Ovarialni nadory u déti a adolescen-
tek jsou vzacné a je vzdy nutné zvaZzo-
vat moznou gonadalni dysgenezi ¢i né-
ktery ze syndrom0 dédi¢né predispozice
k nddorlim. Problematika vyZzaduje me-
zioborovy pfistup s dirazem na peclivou
rodinnou a osobni anamnézu, precizni
klinické vysetteni a diferencialni dia-
gnostiku s dobrou znalosti syndromd,
kompletni predoperacni screening vc.
vysetfeni hormondlniho spektra, onko-
logickych marker(, karyotypizace a zob-
razovacich metod.

Diagnostika souvislosti ovarialnich na-
dord détského a adolescentniho véku
s hereditarnimi nddorovymi syndromy
je komplikovana slozitosti patologické
diagnostiky téchto nadord. Zasadnim
bodem je totiz stanoveni spravného
histologického typu nadoru patolo-
gem. Vzhledem k rarité téchto onemoc-
néni a morfologickému prekryvu mezi
jednotlivymi typy ovarialnich nadort
muze dojit ke stanoveni nespravné his-
tologické diagnozy. V duasledku toho
pak nejenze nemUze byt spravné dia-
gnostikovan pfislusny syndrom, ale
mUze to vést k neadekvatni péci o pa-
cientku. Proto je u détskych ovarialnich
nadord vhodné expertni patologické
vysetieni a stanoveni specifickych imu-
nohistochemickych markerd nebo mo-
lekuldrné genetické testovani pro sta-
noveni spravné diagndzy. V literature
jsou vétsinou popsany jednotlivé pfi-
pady nebo malé soubory pacientek s té-
mito onemocnénimi. Opét je zapotiebi
mit na paméti, ze u vzacnych pripadt
nadorl publikovanych v souvislosti
s konkrétnim syndromem predispozice
k nddorlim nemusi byt spravné stano-
ven histologicky typ nadoru. Postupné
shromézdéni informaci o vétsich sou-
borech pacientek umozni upfesnéni
rizik a stanoveni klinickych doporu-
¢eni pro sledovani pacientek s témito
naddorovymi syndromy [5]. S rozvo-
jem novych molekuldrné genetickych
metod Ize ocekavat, Zze budou odha-
leny dalsi geny zpusobujici vznik téchto
onemocnéni.
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PREHLED

Polypozy zazivaciho traktu a Lynchuv syndrom

z pohledu patologa

Gastrointestinal Polyposes and Lynch Syndrome —

a Pathologist's Perspective

Pokorova S., Fabian P.
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Souhrn

Gastrointestinalni polypozy a Lynchdv syndrom jsou heterogenni skupinou dédi¢nych nado-
rovych syndrom{ spojenych se zvysenym rizikem kolorektalniho karcinomu i jinych zhoub-
nych nadord, pficemz jejich typickou ¢asnou klinickou manifestaci je - s vyjimkou Lynchova
syndromu - vyskyt mnohocetnych polypl v zazivacim traktu. V¢asné rozpoznani umoznuje
zafazeni nosic¢d patogennich mutaci do screeningovych programu a pfijeti preventivnich opat-
feni sméfujicich k minimalizaci rizik spojenych s rozvojem nadord. Histopatologické vysetieni
gastrointestindlnich |ézi mlze v nékterych pfipadech byt ¢asnym indikdtorem néddorového syn-
dromu a nasmérovat pacienty a jejich rodiny k vy3etieni [ékai'skym genetikem.

Klicova slova
kolorektalni karcinom — Lynchlv syndrom - gastrointestinalni polypozy

Summary

Gastrointestinal polyposes and Lynch syndrome are a group of heterogenous hereditary tumor
syndromes associated with an increased risk of developing colorectal carcinoma and other ma-
lignancies. Typical early manifestations of gastrointestinal polyposes include multiple polyps
in the gastrointestinal tract. Early recognition of these syndromes enables patients carrying
a pathogenic mutation to undergo screening and to instigate precautions to minimize the risk
of developing tumors. In some cases, gastrointestinal lesions could be an early indicator of
tumor syndrome and histopathologic examination could lead to a recommendation for gene-
tic testing of patients and their families.
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colorectal carcinoma - Lynch syndrome - gastrointestinal polyposes
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POLYPOZY ZAZIVACIHO TRAKTU A LYNCHUV SYNDROM Z POHLEDU PATOLOGA

Piehled morfologie polypti GIT
spojenych s polypozami [1-4]
Konvencni adenomy jsou charakteri-
zovany tubuldrnim (obr. 1) ¢i vilé6znim
(obr. 2) uspofadanim a epitelidlni dys-
plazii pfevédzné nizkého (low-grade -
LG) & méné casto vysokého (high-grade
- HG) stupné. Morfologicky jsou ade-
nomy u polypdz zcela totozné se spo-
radickymi I1ézemi. Na moznost polypdézy
tak upozorni spise jejich vyskyt v neob-
vykle mladém véku ¢i mnohocetnost. Je
potfeba zminit, Ze u Lynchova syndromu
se mohou téz vyskytovat polypézni [éze
- typicky jsou to v mladsim véku a v pro-
ximalnim colon vznikajici vilézni ade-
nomy, ¢asto s HG dysplazii. Analogicky
s invazivnimi nadory u Lynchova syn-

dromu (LS) jsou charakteristické ztratou
exprese nékterého z mismatch repair
(MMR) protein(.

Pilovité (serrated) léze jsou charak-
terizovany epitelidlni proliferaci tvofici
cetné jemné mikropapilarni projekce,
takZe v podélném fezu pfipominaji zuby
pily. Do spektra serrated lézi patfi: a) hy-
perplastické polypy — morfologicky Ize
definovat tii subtypy, pravdépodobné
bez klinického vyznamu - jsou tvofeny
paralelné uspofadanymi kryptami s po-
vrchové lokalizovanym pilovitym relié-
fem non-dysplastického epitelu (obr. 3);
b) sesilni serrated adenomy/polypy
(SSA/P) s podobnym nekomplexnim
usporadanim, pilovitd kontura je ale
lokalizovdna zejména v bazich krypt,

které se navic nepravidelné dilatuji a de-
formuji (obr. 4), odliseni hyperplastic-
kého polypu od SSA/P je v nékterych pfi-
padech obtizné az nemozné; ¢) tradi¢ni
serrated adenomy (TSA), jez se svou
komplexni vétvenou strukturou vice po-
dobaji tradi¢nim adenomdm, zacho-
vavaji si ale pilovitou konturu vystelky
(obr. 5). Epitelidlni dysplazie v hyperplas-
tickém polypu a SSA/P obvykle chybi, na-
opak v TSA je spise pravidlem. Tato dys-
plazie mze mit specificky vzhled (tzv.
dysplazie serrated typu), ale také muize
mit morfologii shodnou s konven¢nimi
adenomy (dfive se serrated léze s kon-
ven¢ni dysplazii povazovaly za kombino-
vané ¢i smisené léze), a proto také mize
byt v individudlnim pfipadé obtizné az

- BNy iy

N\

Obr. 1. Tubularni adenom tra¢niku s low-grade epitelialni dys-

plazii - nevétvené tubuly.

Obr. 2. Vilézni adenom tracniku s low-grade epitelidlni dysplazii

- nevétvené stihlé klky.

tace a bez pilovité kontury.

Obr. 3. Hyperplasticky polyp tra¢niku - pilovité uspofadani epi-
telu ve svrchni poloviné krypt, bazélni polovina krypt bez dila-

Obr. 4. Sesilni serrated adenom/polyp tra¢niku - pilovité uspo-
radani epitelu v celé délce bazélné dilatovanych krypt.
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Obr. 5. Tradi¢ni serrated adenom tra¢niku s low-grade epitelialni
dysplazii - komplexni stavba vétvenych krypt, pilovité uspora-

dani epitelu.

Obr. 6. Polyp z fundickych zlazek zaludku - cysticky dilatované
korporalni zlazky, bez epitelidlni dysplazie.

i L i : o0

i

2

Obr. 7. Peutziv-Jegherstv polyp tra¢niku - stromeckovité vét-
vené vybézky muscularis mucosae, epitelidlni vystelka tvofena
normalnimi enterocyty a poharkovymi burikami sliznice colon,

Obr. 8. Juvenilni polyp tra¢niku — povrchova eroze, edematézni
proprie se zanétlivou infiltraci, mikrocysty s vystelkou tvofenou
normalnimi enterocyty a poharkovymi burikami sliznice colon,

bez dysplazie.

nemozné rozlisit dysplastickou serrated
[ézi od konven¢niho adenomu.

Polypy z fundickych Zzlazek (fundic
gland polyps - FGP) jsou charakteristické
mikrocystickou dilataci gastrickych Zla-
zek a vyskytem v oxyntické (korporalni)
zaludecdni sliznici (obr. 6). Sporadické pfi-
pady FGP (Casto spojené s dlouhodobym
uzivanim inhibitord protonové pumpy)
jsou morfologicky totozné se syndromic-
kymi. EpitelidIni dysplazie ve sporadic-
kych pfipadech je naprosto vyjimecna,
zatimco u syndromickych se muze vy-
skytnout; jeji pfitomnost sama o sobé
je tedy znakem signalizujicim suspekci
z gastrointestinalni (GIT) polypdzy.

bez dysplazie.

Peutzovy-Jeghersovy polypy (PJP)
jsou hamartomy vyskytujici se napfic
celym GIT. Jsou tvoreny lalo¢naté uspo-
fadanou mistné pfislusnou sliznici, ¢asto
se znaky hyperplazie, ale obvykle bez
epitelidIni dysplazie. Typickym znakem
je arboreskujici vétveni vybézkd muscu-
laris mucosae, jez ale nemusi byt nutné
vzdy vyjadieno (obr. 7). Pfitomnost epi-
telidlni dysplazie zvy3uje pravdépodob-
nost Peutzova-Jeghersova syndromu
(PJS), nikoliv ale absolutng, jako jsme
zminovali v pfipadé dysplazie ve FGP.

Juvenilni polypy jsou hamartomy vy-
skytujici se napfi¢ celym GIT, jsou tvo-
feny mistné pfislusnou sliznici s dominu-

jici edematézni a zanétlivé infiltrovanou
lamina propria, typické jsou mikrocys-
tické zlazové struktury. Casté jsou povr-
chové eroze ¢i ulcerace (obr. 8). OdliSeni
od zanétlivych pseudopolypl a v pii-
padé Zaludecni sliznice i od hyperplas-
tického gastrického polypu je obtizné,
¢asto az nemozné.

PTEN-hamartomové polypy jsou po-
lypy vznikajici v souvislosti s PTEN ha-
martomatéznim syndromem, jehoz
typickym zastupcem je syndrom Cow-
denové. Jejich stavba miize byt totozna
s juvenilnimi polypy ¢i navic obsahuji
pfimés tukové tkédné, organoidné uspo-
fadanou lymfoidni tkan ¢i ganglioneu-
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romatdzni okrsky. V takovémto pripadé
histologicky obraz pfimo svéd¢i pro vy-
sokou suspekci z PTEN hamartomatéz-
niho syndromu.

Uskali histopatologické
diagnostiky

Vyse popsané léze maji nékteré spo-
lecné rysy a jak jiz bylo naznaceno, je-
jich presna klasifikace neni vzdy jedno-
ducha a pfimocara. Vyskytuji se hrani¢ni
stavy a v kombinaci s objektivnimi tech-
nickymi obtizemi (malo reprezentativni
povrchové odbéry, $patné topograficky
orientované vzorky) lze nékteré léze za-
ménit. Tyka se to zejména odliseni hy-
perplastickych polypl od SSA/P, odliseni
TSA od konvenéniho vilézniho adenomu
a odliSeni juvenilniho polypu od zanét-
livych a reaktivnich |ézi (hyperplasticky
polyp zaludku, inflamatorni pseudopo-
lyp) a téz od inflamatorniho fibroidniho
polypu (tzv. Vanklv tumor). Déle je tieba
upozornit, Ze v hodnoceni stupné epi-
telidIni dysplazie (LG vs. HG) je obecné
dosahovéno spise vyssich drovni ,inter-
observer variability” [5,6]. Jde o zmény
predstavujici morfologické kontinuum,
kde oba konce plynulého spektra jsou
jasné definovany a relativné snadno dia-
gnostikovany, avsak nastaveni hranice
mezi LG a HG dysplazii je do zna¢né miry
subjektivni.

Prispévek patologa k ¢casnému
rozpoznani polypdznich
nadorovych syndromii

Histologicka klasifikace pfislusného po-
lypu sama o sobé neumoznuje diagnézu
hereditarniho nadorového syndromu,
nebot viechny zmifované léze se vy-
skytuji téz sporadicky a tyto non-syndro-
mické ndlezy v rutinni praxi gastroente-
rologa i patologa dominuji, mdze viak
vyvolat podezieni na nékterou z poly-
poz, a to predevsim v pripadé hamar-
tomovych polypU. Zejména jiz zminéné
(a zcela raritni) hamartomové polypy
s obsahem tukové, lymfoidni ¢i ganglio-
neuromatézni tkané se mimo PTEN ha-
martomatézni syndrom vyskytuji jen
vzacné [4,7]. Voditkem k suspekci na po-
lypdézu tak mlze byt mnohocetny vy-
skyt polyp0, nizky vék pacienta a samo-
zfejmé rodinnd anamnéza. V situaci, kdy
je klinicky zjevné pfitomna polypdza,

patolog pfispéje alespon klasifikovanim
typu polypu, a tim m@ze pomoci nasmé-
rovat dalsi diagnostiku.

Rozpozndani dysplazie ve FGP je zna-
kem, ktery je suspektni z familiarni ade-
nomové polypdzy (FAP) ¢i jejich variant
v¢. GAPPS (gastric adenocarcioma and
proximal polyposis syndrome) [1,2,8].
Méné signifikantné dysplazie v juvenil-
nim polypu a PJP ukazuje na moznost ju-
venilni polypdzy, resp. PJS [1,2,4,7,9,101.

Za pozornost stoji ta skute¢nost, ze -
patrné v souvislosti s hodnocenim Uspés-
nosti programu screeningu kolorektal-
niho karcinomu (colorectal carcinoma
- CRC) - doslo k zarazeni kolorektalnich
adenomU mezi povinné hlasené novo-
tvary. Ustav zdravotnickych informaci
a statistiky (UZIS) a Narodni onkologicky
registr (NOR) by tak do budoucna mohly
slouzit jako platforma k zachyceni pa-
cientld s vicecetnymi polypy, v soucasné
podobé tedy alespon v tracniku. Po pie-
kondni prechodného obdobi bude hl3-
Seni probihat automaticky, elektronickym
propojenim nemocnic¢nich a histologic-
kych databazi s UZIS, takze nebude pfina-
Set zvySené Usili ani naklady. Obé organi-
zace se nebrani smysluplnému rozsifeni
hlaseni novotvarl o dalsi polozky. Nasta-
veni algoritm0 k vyhledani osob v riziku
polypézy by pak mohlo byt jiz relativné
snadnym dilem, obtiznégjsi jisté bude vy-
balancovat etické aspekty vytipovani
osob s podezienim na dédi¢ny nado-
rovy syndrom bez jejich védomi, ochranu
osobnich dat a obdobné problémy.

Kromé samotnych polypt je vhodné
zminit jiné zmény ¢i novotvary, které jsou
silné asociované s polyp6znimi nado-
rovymi syndromy a LS.V tab. 1 s pfehle-
dem zde diskutovanych syndromd je na-
zyvame signalnimi l[ézemi. Pro FAP silné
svédci pfitomnost Gardnerova fibromu,
méné silné pak vyskyt abdominalini fib-
romatoézy [1,2,8,11-13]. Mnohocetné
kozni nadory se sebacedzni diferenciaci
vyskytujici se u jedincl pred 50. rokem
Zivota nebo postihujici téIni partie mimo
oblicej, stejné tak mnohocetné kera-
toakantomy vznikajici na mistech chra-
nénych pred sluncem u mladych osob
jsou silnym indikatorem Muir-Torre syn-
dromu (varianta LS) [14]. Ovaridlni sex-
-cord tumor s anuldrnimi tubuly je velmi
vzacny nador, velmi silné asociovany

s PJS [1,4,8]. Dysplasticky gangliocytom
mozecku (,Lhermitte Duclos disease”) je
obdobné raritni nddorovita léze, prak-
ticky patognomickd pro PTEN hamar-
tomatoézni syndrom [1,4,7-10]. VSechny
jmenované léze by mély vést pfinej-
mensim k patrani po dalsich projevech
pfislusnych syndrom, at uz u daného
jedince, ¢i v jeho rodinné anamnéze, op-
timéalné ke sméfovani pacienta k |ékaf-
skému genetikovi.

Tzv. aberantni kryptdlni fokus (jde
o mikroskopicky monokryptalni ¢i oligo-
kryptalni konvencni adenom) se mize
vyskytnout jako ojedinéld, vétsinou na-
hodné zachycena zména, vyskytnou-li se
u jedné osoby ale dva a vice takovych fo-
kusU, je vysoce suspektni, Ze jde o osobu
s FAP [1,2,8,12]. Obdobnou a velmi zaji-
mavou lézi jsou relativné nové popsané
prekurzory novotvarQ u LS - tzv. MMR-
-deficientni kryptalni fokusy. Jde o léze,
které jsou na Urovni endoskopické i mi-
kroskopické morfologicky neodlisi-
telné od normalni sliznice, pfi imuno-
histochemickém priikazu MMR protein(
vsak s absenci nejméné jednoho z nich.
V zatim publikovanych studiich se u pa-
cientd bez LS tyto fokusy ve zdravé sliz-
nici v okoli karcinom tra¢niku ne-
nasly ani v jednom ptipadé, zatimco
u pacientd s LS a karcinomem se nasly
v hustoté pfiblizné 1/1 cm? [15,16]. Tato
nizka hustota, a tedy velmi mald prav-
dépodobnost zachytu v endoskopic-
kych biopsiich zna¢né limituje praktic-
kou aplikovatelnost tohoto fenoménu.
Snad by mohl byt alternativni metodou
detekce LS u pacientq, ktefi chtéji védét,
zda jsou postizeni LS, a soucasné odmi-
taji vysetfeni germindlni DNA.

Screening Lynchova syndromu

Lynchlv syndrom je ze zde diskutova-
nych syndrom( daleko nejcastéjsi. Od-
haduje se, Ze incidence LS je 1/200 az
1/2 000. Povazuje se za prokdazané, ze
az 5 % kolorektalnich karcinom( a cca
3 % endometridlnich karcinom vznika
pravé na podkladé LS [2,17,18]. Pfi-
tom relativné vyssi median véku v dobé
vzniku malignit (ve srovnéani napf. s FAP)
neni dostatecné alarmujicim ptiznakem,
ktery by vedl k suspekci na hereditu. Na-
dory vzniklé pfi LS se vyznacuji defek-
tem v mismatch repair systému, kdy mu-
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tace v pfislusném genu vede témér vzdy
k absenci jednoho ¢i vice MMR proteint
(tato absence je detekovatelnd imuno-
histochemicky) a z toho vyplyvajici vy-
sokou mirou mikrosatelitni nestability
(microsatellite instability-high — MSI-H).
Stejné charakteristiky maji i sporadické
CRC s epigeneticky inaktivovanym MMR
systémem, a to mechanizmem hyperme-
tylace promotoru genu MLHT, sou¢asné
byva prakticky vzdy pfitomna v nado-
rové populaci mutace BRAF genu — obé
tyto zmény umozniuji velmi spolehlivé
odliseni ,lynchovského” a sporadického
CRC [19,20]. Z pohledu onkologl je vy-
Setfeni MSI-H (defekt v MMR) u CRC ddile-
zitym ukazatelem prognézy CRC (MSI-H
nadory maji lepsi prognézu) a v nékte-
rych pfipadech i vhodnosti adjuvantni
chemoterapie a také velmi silnym pre-
diktorem ucinnosti protinadorové imu-
noterapie tzv. checkpoint inhibitory, a to
napfi¢ vsemi histologickymi typy na-
dord. Vysetfeni MMR proteind se tedy
nezdvisle na hereditarnich aspektech
postupné stava (nebo brzy stane) stan-
dardem péce o pacienty s CRC. Ve shodé
s dalsimi [17-20] povazujeme za racio-
ndlni zavedeni plosného screeningu LS
imunohistochemickou detekci defektu
MMR (doplnénou v indikovanych pfi-
padech o stanoveni BRAF mutace a me-
tylace promotoru MLH1) u vSech nové
diagnostikovanych CRC a endometrial-
nich karcinom(, nebot tato metoda na-
pliiuje pozadavky kladené na screening
- jde o metodu relativné levnou (v fadu
jednotek tisicK¢), s vysokou senzitivitou
i specificitou, aplikovanou na jasné de-
finovanou cilovou populaci. Odhaleni
rodin s LS ma vyznamné pozitivni do-
pady jak na samotné osoby - nosice, tak
na cely systém zdravotni a socialni péce.

Shrnuti

Znalost klinickych a histomorfologic-
kych projevd polypdéznich nddorovych
syndrom0 napfi¢ odbornostmi je za-
kladnim predpokladem jejich spravné
a vcasné diagnostiky. Nékteré chorobné
procesy (v GIT i mimo néj) jsou silné aso-
ciované s hereditarnimi naddorovymi
syndromy a jejich vyskyt by mél byt sig-
nalem pro dalsi cilena vysetfeni. Vyuziti
dat o kolorektalnich polypech z NOR by
mohlo pomoci k vyhledéni osob s rizi-
kem polypdz - tato Uvaha nepochybné
ma mnohé problematické eticko-pravni
aspekty. Imunohistochemické vysetfeni
MMR proteinl ve vsech kolorektalnich
a endometridlnich karcinomech se jevi
jako vhodny screeningovy nastroj pro
detekci LS.
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PREHLED

Nové poznatky o geneticky podminénych
nadorech tlustého stfeva a polypdzach

gastrointestinalniho traktu

An Update on Inherited Colon Cancer and Gastrointestinal

Polyposis

Plevova P.

Katedra biomedicinskych obor(, LF Ostravské univerzity
Oddélent lékafské genetiky, FN Ostrava

Souhrn

Vychodiska: Je odhadovano, Ze 5-10 % zhoubnych nador( kolorekta vznika na podkladé zna-
mého genetického syndromu. Jedinci s dédi¢nou predispozici k nadordim kolorekta maji také
zvysené riziko vzniku extrakolickych nadorovych onemocnéni. Dédi¢né formy téchto nador(
jsou obecné déleny na polypdzni a nepolypdzni. Rozsiteni metody sekvenace nové generace
zejména ve smyslu testovani panelu gent do rutinni laboratorni praxe vyznamné zjednodusilo
diagnostiku genetickych pficin téchto onemocnéni. Cil: Shrnout souc¢asné poznatky o prici-
nach, klinickém obrazu, diagnostickych kritériich a doporucenich tykajicich se preventivniho
sledovani rizikovych osob u syndrom0 dédi¢né predispozice ke gastrointestinalnim polypé-
zam a nadordm kolorekta, které byly definovany v posledni dobé a které jsou detekovany
v rdmci genetického testovani panel genl pro hereditérni nadorova onemocnéni metodou
sekvenace nové generace. Je zahrnut syndrom konstitu¢niho deficitu systému oprav chybného
parovéni bazi (bialelické mutace genl MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), adenokarcinom Zaludku
a proximalni polypdza zaludku (gen APC), polypdza v disledku mutaci genu NTHL1, polypdza
spojend s opravnou funkci polymerazy (geny POLD1, POLE), syndrom juvenilni polypézy (geny
SMAD4 a BMPR1A) a syndrom pilovité polypdzy. DalSim cilem je uvést nové poznatky u syn-
dromd, které jsou jiz dlouhodobé diagnostikovany, v¢. hereditarniho nepolypézniho kolorek-
talniho karcinomu (Lynchova syndromu), familiarni adenomatézni polypdzy, polypdzy v di-
sledku mutaci genu MUTYH, Peutzova-Jeghersova syndromu a syndromu Cowdenova / PTEN
hamartomatoéznich nadord. Zdvér: Povédomost o existenci téchto syndromd umoznuje ¢asnou
diagndzu a prevenci nddord u postizenych osob a jejich pfibuznych. Genetické poradenstvi,
prediktivni testovani rizikovych ¢lenl rodiny a screening predisponovanych osob pfinaseji vy-
znamnou vyhodu mnoha generacim v téchto rodinach.

Klicova slova
polypy tlustého stfeva — kolorektalni karcinom - Zaludek - polypy - geny - sekundarni
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NOVE POZNATKY O GENETICKY PODMINENYCH NADORECH TLUSTEHO STREVA

Summary

Background: It is estimated that 5-10% of colorectal cancers arise due to a known genetic syndrome. Individuals with these cancer syndromes
are also at risk of extracolonic cancers. Polyposis and nonpolyposis hereditary syndromes are generally recognized. Inclusion of next-generation
sequencing technology, especially multiple-gene panel testing, in routine laboratory practice has made identifying the causes of these diseases
significantly easier. Purpose: To summarize current knowledge of the causes, clinical manifestations, diagnostic criteria, and recommendations
for presymptomatic screening of individuals at risk of hereditary gastrointestinal polyposis and colorectal cancer syndromes. We dicuss currently
defined syndromes detected by multiple-gene panel next-generation sequencing; these include constitutional mismatch repair deficiency
(biallelic MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 gene mutations), gastric adenocarcinoma and proximal polyposis of the stomach (APC gene), NTHL1-asso-
ciated polyposis, polymerase proofreading-associated polyposis (POLD1, POLE genes), juvenile polyposis (SMAD4, BMPR1A genes), and serrated
polyposis syndromes. Another aim is to summarize recent knowledge about well-known syndromes, including hereditary nonpolyposis colon
cancer (Lynch syndrome), familial adenomatous polyposis, MUTYH-associated polyposis, and Peutz-Jeghers and Cowden/PTEN hamartoma
tumor syndromes. Conclusion: Awareness of hereditary polyposis/colon cancer syndromes enables early diagnosis and prevention of cancer in
affected individuals and their relatives. Genetic counseling, presymptomatic testing of at-risk individuals, and efficient screening may be bene-
ficial for affected families.

Key words
colonic polyps — colorectal neoplasms - stomach — polyps — genes — secondary prevention

Uvod

Je odhadovéno, ze 20-30 % pfipadl
kolorektalniho karcinomu (colorectal
cancer - CRQ) je familiarnich, pticemz
5-10 % jich vznikd na podkladé zna-
mého genetického syndromu [1]. Dé-
di¢né formy ndadord kolorekta jsou
obecné déleny na polypézni a nepo-
lypdzni. Jedinci s dédi¢nou predispo-
zici k CRC maji zvysené riziko vzniku
¢asného CRC, metachronnich nadorl

a extrakolickych manifestaci. Odhaleni
takovych osob je dllezité, aby jim bylo
mozné nabidnout adekvatni prevenci
s moznosti ¢asné detekce a Iécby pfi-
slusnych malignit s cilem snizit morbi-
ditu a mortalitu [2].

Rychly rozvoj aplikace metody sekve-
nace nové generace umoznil objev no-
vych gend, jejichz mutace zvysuiji rizika
vzniku gastrointestinalni polypdzy a na-
dorovych onemocnéni v¢. CRC. Rozsiteni

metody sekvenace nové generace ze-
jména ve smyslu testovani panelu genti do
rutinni laboratorni praxe pak vyznamné
zjednodusilo diagnostiku genetickych pfi-
¢in téchto onemocnéni. Soucasné testo-
vani desitek gent pfindsi ¢asto nec¢ekana

V tomto prehledu se zabyvédme
syndromy dédi¢né predispozice ke
gastrointestinalnim polyp6zam a CRC,
které jsou v soucasnosti dobfe defino-

vany. Informace o nejcastéjsich syndro-
mech v¢. hereditarniho nepolypézniho
CRC (Lynchova syndromu), familiarni
adenomatdzni polypdzy, polypdzy v di-
sledku mutaci genu MUTYH, Peutzova-

Tab. 1. Histopatologicka klasifikace polypu a jejich genetické pfic¢iny (modifiko-
vano podle [7]).

Adenomy -Jeghersova a Cowdenova syndromu,
L o _ . 5 doporuceni k jejich genetickému testo-
1. hereditarni nepolypdzni kolorektélni karcinom (Lynchiv syndrom) (s Crey .
vani a sledovani jiz byly podrobné zpra-
2. syndrom konstitu¢niho deficitu systému oprav chybného péarovani bazi covany v ¢eské odborné literatuie [3-6].
3. familiarni adenomatézni polypéza U téchto klinickych jednotek uvadime
4, adenokarcinom Zaludku a proximalni polypéza Zaludku pouze Z,akl.a,d,m a aktuaI!ZOVar?e ’|nf,or-
. R ) mace tykajici se gastrointestinalniho
5. polypéza v dusledku mutaci genu MUTYH traktu s ohledem na nové poznatky.
6. polypéza v disledku mutaci genu NTHL1 Z histopatologického hlediska Ize po-
7. polypéza spojena s opravnou funkci polymerazy lypy rozdélit na adenomy, pilovité po-

lypy a hamartomy. Genetické pficiny
téchto jednotlivych typl polypt jsou

Hamartomy
uvedeny v tab. 1 [7].
8. Peutzdv-Jegherstv syndrom
9. Cowdeniv syndrom / syndrom PTEN hamartom(i a nador(i Hereditarni nepolypozni

kolorektalni karcinom

(Lynchiv syndrom)

Doplnéni k publikovanému ¢lanku Ple-
vova et al: Hereditarni nepolypézni ko-
lorektdlni karcinom (HNPCC, Lynchv
syndrom) [3].

10.  syndrom juvenilni polypdzy

Pilovité polypy
11.  syndrom pilovité polypozy
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Tab. 2. Riziko nadort u pacientl s Lynchovym syndromem [7].

Typ nadoru

kolorektalni karcinom
endometrialni karcinom
ovarialni karcinom

karcinom zaludku

karcinom mocového méchyre z pfechodnich bunék

karcinom tenkého streva

nadory mozku / centrélniho nervového systému

sebacedzni nddory kize

* upraveno pro ¢eskou populaci

Bézné
popula¢ni riziko
5-6 %*

2,70 %

1,60 %
<1%
<1%
<1%
<1%

<1%

Riziko u Lynchova

Pramérny vék
diagnézy u Lynchova

syndromu syndromu (v letech)
70-80 % 41-54
30-40 % 65
4-20% 43-45
02-13 % 49-55
0,2-25 % 52-60
04-12% 46-49
1-4% 30
1-9 % neuvedeno

Nékteré zdroje uvadéji také vyssi riziko vzniku nadoru pankreatu, Zlu¢niku a Zlu¢ovych cest [7,13].

Odpovédné geny: MLH1, MSH2, MSH6,
PMS2, delece 3"konce genu EPCAM
Dédi¢nost: autozomalné dominantni
Prevalence: 1:2 000 [8]

Charakteristika syndromu
Hereditarni nepolyp6zni kolorektalni
karcinom (hereditary nonpolyposis co-
lorectal cancer - HNPCC) neboli Lynchiv
syndrom je nej¢astéjsim syndromem dé-
di¢né predispozice k CRC. Uvadi se, ze
je zodpovédny za 2-3 % vsech téchto
onemocnéni [2].

Primérny vék diagnézy CRC je 45 let
(oproti 69 rokdm u sporadickych na-
dora) [9]. Nadory jsou vétSinou proxi-
malné od slezinného ohbi, maji vysoky
stupen nestability mikrosatelitd a histo-
logické rysy charakterizované Spatnou
diferenciaci, Crohn-like lymfocytarni in-
filtraci, lymfoidnimi shluky v okrajich
nadoru, mucinéznimi rysy, bufkami ve
tvaru pecetniho prstene nebo medularni
diferenciaci [7,10]. Casto byvaji pfitomny
synchronni nadory a metachronni na-
dory [11]. Pfestoze histologické rysy
zjevné svéddci pro vysoce rizikové cha-
rakteristiky nadord, ve skutecnosti maji
CRC vzniklé v souvislosti s HNPCC nizsi
tendenci k metastatickému 3ifeni do
lymfatickych uzlin a ke vzdalenym me-
tastdzdm ve srovnani s nadory spora-
dickymi [2,10]. Nazev ,nepolypdézni” je
zavadéjici, nebot i u hereditarniho ne-
polypézniho syndromu mohou byt pfi-
tomny polypy jako prekurzorové léze.

Vétsinou se histologicky jednd o ade-
nomy, které maji typicky vilézni charak-
ter rlstu a vysoky stupen dysplazie [12].
Vyvoj adenomu do karcinomu je zde
urychlen; nadory se mohou vyvinout
béhem 5letého intervalu i diive oproti
10 i viceletému intervalu v pfipadé spo-
radickych nadoru [2].

Pacienti s HNPCC maji zvy3ené riziko
extrakolickych malignit (tab. 2) [7,13].
Nadory Zaludku byvaji typicky intesti-
nalniho typu s tubuldrni nebo difazni
architekturou; acinézni diferenciace je
vzacna. Tyto nadory c¢asto vznikaji v te-
rénu atrofie Zaludku a intestinalni meta-
plazie nebo chronické gastritidy zpuso-
bené infekci Helicobacter pylori [14].

Genetika

Ackoli vétsina pfipadl onemocnéni je
zplsobena patogennimi mutacemi né-
kterého z genl systému oprav chyb-
ného parovani bazi (MLH1, MSH2, MSHe,
PMS2) [15], byly popsény rodiny, v nichz
byla ptic¢inou Lynchova syndromu tzv.
konstitu¢niepimutace (tj. hypermetylace
promotoru) genti MLH1 nebo MSH2 [16].
Konstitu¢ni epimutace znamend kon-
stitu¢ni transkrip¢ni Utlum genl epi-
genetickymi mechanizmy, aniz by byla
pfimo zménéna sekvence genu [17];
jedna se o stabilni genetické abnorma-
lity pfitomné v normalni tkani [18]. Kon-
stitu¢ni epimutace genu MSH2 jsou
sekundérni v dlsledku zarode¢nych de-
leci genu EPCAM v pozici cis a jsou dé-

dény autozomdlné dominantné [19].
ZpUsob prenosu konstitu¢ni epimutace
genu MLH1 zavisi na jejim mechanizmu
vzniku. Konstitu¢ni epimutace genu
MLH1 lze rozdélit do dvou kategorii:
1) epimutace vzniklé spontanné, jsou re-
verzibilni mezi generacemi, i kdyz nékdy
mohou byt prfeneseny do dalsi generace
nemendelistickym zpUsobem dédic-
nosti (primarni epimutace genu MLHT);
2) mendelisticka epimutace, ktera je dé-
déna klasickym autozomalné dominant-
nim typem dédic¢nosti v disledku pfi-
tomnosti sekvencni genetické zmény
v pozici cis (sekundarni/geneticky pod-
minéna epimutace genu MLHT) [17,20].
Primérni konstitu¢ni metylace genu
MLH1 muze byt pti¢inou az 3 % pfipad
Lynchova syndromu a je nachéazena pfi-
blizné u 10 % pacientli s imunohisto-
chemickou ztrdtou exprese proteinu
MLH1 [16]. VétSinou vznikd de novo
v ¢asném stupni embryogeneze [20,21].

Screeningové testovani — nestabilita
mikrosatelitli, imunohistochemie
Stanoveni nestability mikrosatelit( v na-
dorové tkani je vyuzivano u pacientl
s CRC pro rozhodnuti o 1é¢bé [22]. Sta-
noveni nestability mikrosatelitl pomoci
polymerazové fetézové reakce je vy-
soce efektivni proces s 93% senzitivitou.
Je-li vysoky stupen nestability zjistén ve
dvou nebo vice z péti testovanych mikro-
satelitnich marker(, je nddorova tkan kla-
sifikovana jako vysoce nestabilni [23].
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Je-li testovani provedeno pomoci panelu
vétsiho poctu mikrosatelitnich marker(,
nador je povazovan za vysoce nestabilni,
pokud je nestabilita zjisténa ve vice nez
30 % marker. Sporadické nadory maiji
mikrosatelity obvykle stabilni [2].

Vichni pacienti, u nichz byl zjistén vy-
soky stupen nestability mikrosatelitQ
v naddoru, by méli byt indikovani ke ge-
netické konzultaci. Mély by byt vylou-
¢eny zarode¢né mutace MLH1, MSH2,
MSH6 a PMS2 a delece genu EPCAM
v rdmci testovani panelu genu pro here-
ditarni nddorova onemocnéni metodou
sekvenace nové generace, popf. konsti-
tu¢ni epimutace genu MLH1. Pfiblizné
v 15 % je nachazen vysoky stupen ne-
stability mikrosatelitd u nadord spora-
dickych, pravdépodobné jako dudsledek
epigenetickych zmén charakteru hyper-
metylace oblasti promotoru genu MLH1.
Tyto nadory obvykle nesou somatické
mutace v genu BRAF, coz je odliSuje od
nadorud na podkladé zarode¢nych mutaci
genl pro Lynchlv syndrom, které soma-
tické mutace v genu BRAF obvykle nene-
sou [2,24]. Pfitomnost somatické mutace
genu BRAF v nadorové tkani obvykle vylu-
Cuje diagndzu Lynchova syndromu [25].

Priblizné 90 % n&dor{i u Lynchova syn-
dromu vykazuje nestabilitu mikrosa-
telitd [26]. Imunohistochemicka ztrata
exprese proteind MSH6, PMS2 nebo
MSH2 obvykle svéd¢i pro Lynchlv syn-
drom. Naproti tomu ztrata exprese pro-
teinu MLH1, obvykle kombinovana se
ztratou exprese PMS2, je casto dUsled-
kem somatické hypermetylace promo-
toru genu MLH1 u sporadickych CRC
s vysokym stupném nestability mikro-
satelitd. V tom pfipadé by mélo byt do-
plnéno testovani na hypermetylaci pro-
motoru MLHT a somatickou mutaci
p.V600E v genu BRAF [27], pficemZ vy-
Setfeni hypermetylace promotoru genu
MLH1 je citlivéjsi [7]. U pacientd, ktefi
onemocni CRC ve véku pod 50 let a maji
normalni expresi vsech ¢tyt proteind,
je diagnéza Lynchova syndromu malo
pravdépodobnd. Pfesto by méli byt
vzhledem k mladému véku odeslani ke
genetické konzultaci [7].

Doporuceni ke sledovani
Koloskopické sledovani rizikovych
osob by mélo byt provadéno jednou za

1-2 roky od 20 az 25 let nebo o 2-5 let
dfive, nez byl diagnostikovan nejcas-
néjsi CRC v rodiné; plati, co nastane
drive [11,28].

Syndrom konstitu¢niho deficitu
systému oprav chybného
parovani bazi

Odpovédné geny: MSH2, MLH1, MSH6,
PMS2

Dédicnost: autozomalné recesivni
Incidence: 1: 1 000 000 [29]

Charakteristika syndromu

Syndrom konstitu¢niho deficitu systému
oprav chybného pérovani bézi (consti-
tutional mismatch repair deficiency -
CMMRD) je zpuUsoben bialelickymi z&-
rode¢nymi mutacemi nékterého z gent
systému chybného parovani bazi. Vo-
ditkem k diagnoze je casto zjistovand
konsanguinita [30,31]. Je klinicky charak-
terizovan adenomatéznimi polypy, z nichz
vznikd adenokarcinom tenkého nebo
tlustého streva v ¢asném véku (40 % pa-
cient(), koznimi lézemi, mozkovymi na-
dory (50 % pacientd) a hematologickymi
malignitami (30 % pacientd) s manifes-
taci od kojeneckého do mladého dospé-
Iého véku [7,32]. Nejcastéjsi nadory jsou
mozkové gliomy (¢asto v kojeneckém
véku, primérny vék diagnoézy 9,5 roku),
non-hodgkinské lymfomy (5 let) a CRC
(16 let) [29]. Polypy v colon byly popsany
jizv 6 letech. Nadorové spektrum zavisi na
tom, ktery gen je mutovén. Pacienti s mu-
taci genu MSH2 nebo PMS2 obvykle one-
mocni nadorem mozku ve véku do 10 let
a vice nez 40 % pacientl homozygotnich
pro mutaci v genu PMS2 onemocni dru-
hou primarni malignitou [33]. Naopak pa-
cienti homozygotni pro mutace v genech
MLHT a MSH2 maji mensi pravdépodob-
nost rozvoje druhé primarni malignity
(22 %). DGvodem je to, Ze pacienti s ho-
mozygotni mutaci v genu PMS2 obvykle
s mutacemi gent MLH1 a MSH2 mivaji
agresivni formy hematologickych malig-
nit [29]. Nadory pacientd s timto syndro-
mem maji tzv. hypermutacni fenotyp, kdy
je detekovano = 100 mutaci/ Mb (1 milion
nukleotidovych bazi) oproti < 10 muta-
cim / Mb u jinych détskych nadort [34,35].
Tato vysokd mutacni aktivita vede k tvorbé
mnoha neoantigent, které jsou rozpozna-

vany imunitnim systémem, a v nddorech
je pak zjistovana vyssi denzita nador-infil-
trujicich lymfocytl [36].

Nadory téchto pacientl jsou casto re-
zistentni k cytostatikiim, jejichz mecha-
nizmus Ucinku vyzaduje funkéni systém
chybného parovani bazi, napt. k mer-
kaptopurinu a temozolomidu, které jsou
soucasti lé¢ebnych schémat pro hema-
tologické malignity a gliomy [37]. Na-
opak tyto nadory dobfe reaguji na imu-
noterapii pomoci inhibitord kontrolnich
bodU (,checkpoint inhibitors”) [34].
Dalsi slibnou moznosti je vakcinace
neoantigeny [38].

Diagnosticka kritéria

Kritéria podle evropského konsorcia
,Care for CMMRD" [29] jsou uvedena
v tab. 3.

Doporuceni ke sledovani [37]

- nukledrni magneticka rezonance NMR
mozku kazdych 6 mésicd od diagnézy
(neprovadét pocitacovou tomografii
mozku z dvodu mozné indukce na-
dor0 ionizujicim zafenim);

- koloskopické vysetieni od 6 let Tkrat
roc¢né, v pfipadé nalezu polypu kazdych
6 mésicQ; je dulezité se zamérit také na
ploché polypy a nepolypoidni |éze;

- u pacientt s high-grade dysplazii zva-
zit kolektomii s ohledem na vyznamné
riziko rozvoje karcinomu;

- gastroskopie od 8 let 1krat ro¢né, v pfi-
padé nalezu polypl 2krat ro¢né;

- neexistuji efektivni screeningova opat-
feni pro lymfoidni a jiné hematolo-
gické malignity, standardné Ize do-
porucit vysetieni krevniho obrazu
a ultrazvuku bficha kazdych 6 mésic(;

- event. celotélovd NMR 1krat ro¢né od
6 let.

Familiarni adenomatézni
polypéza

Doplnéni k publikovanému ¢lanku Ple-
vova et al: Familiarni adenomatézni
polypéza [4].

Odpovédny gen: APC

Dédi¢nost: autozomalné dominantni
Prevalence: 1:7 000 - 1:22 000 [39]

Charakteristika syndromu
Familidrni adenomatoézni polypdéza (FAP)
dédi¢na autozomdlné dominantné

25100
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a zplsobend zdrode¢nymi mutacemi
genu APC je pfi¢inou pfiblizné 0,5-1 %
pfipadG CRC [40]. Je charakterizovana
rozvojem Cetnych kolorektélnich adeno-
matdznich polypt (obvykle nad 100, ale
muze byt i 10-100 u atenuované formy),
u nejtézsich forem je stupen polypdzy
mimo moznosti efektivni endoskopické
Iécby. Pocatek klasické formy polypdzy
s fenotypem tisict polypl je obvykly
v adolescenci s progresi do CRC ve stred-
nim véku. Penetrance je 100 % [41].

Adenomy u FAP jsou obdobné jako
sporadické adenomy, maji vétsinou tu-
buldrni architekturu s dysplazii niz-
kého stupné, ale mohou se vyskytnout
také sesilni nebo propadlé léze. Jednot-
livé dysplastické krypty (nazyvané mik-
roadenomy, adenom jednotlivé krypty
nebo aberantni kryptickd loziska) se
mohou vyskytovat v tlustém strevé
v makroskopicky normalni sliznici. Tyto
Iéze jsou u zdravych osob vzacné a nalez
dvou nebo vice téchto lozZisek je vysoce
podeziely z FAP [7].

Utémérvsech pacientd s FAP sevyvinou
duodendlni adenomy a u 4-10 % duode-
nélni adenokarcinom. Vétsina adenom
vznika v periampulérni oblasti a v distal-
nich dvou tfetindch duodena. Vétsina ma
tubularni architekturu a dysplazii nizkého
stupné [42,43]. Jejunoiledlni adenomy
jsou méné casté [43].

Vice nez 60 % pacientl s FAP ma Zalu-
decni polypy [42], pficemz priblizné 50 %
jedincl s FAP nebo AFAP ma v zaludku vice
nez 100 polypt [44]. Dysplazie byva niz-
kého stupné (96 % pripadu), s vyhradné
Zaludec¢nim (foveolarnim) fenotypem [45].
Vzécné vznikd karcinom Zaludku [46].

Klasicka forma FAP je charakteri-
zovana sty az tisici polypl v tlustém
stfevé, které se manifestuji od ¢asného
détstvi do 3. dekddy (typicky v 16 le-
tech), kdy pocet polypU rychle narGsta.
Riziko vzniku CRC je bez |écby téméf
100 % [47]. Néktefi autofi rozlisuji v kla-
sické formé formu profuzni, kterd ma ag-
resivni fenotyp s casnym pocatkem roz-
voje polypdzy a rizikem rozvoje CRC
ve véku 20-30 let, a formu stfedné téz-
kou [2]. Atenuovana forma je charakteri-
zovana rozvojem 10-100 polypt ve véku
40-70 let (prGmérny vék 55 let), kdy od-
hadované celozivotni riziko rozvoje CRC
je 70 % [47].

Tab. 3. Diagnosticka kritéria pro syndrom konstitu¢niho deficitu systému oprav
chybného parovani bazi podle Evropského konsorcia Care for CMMRD [29].

Indikace k testovani (malignity nebo premaligni stavy - jeden je
nutny; v pfipadé vice nez jednoho se body pridavaji)

karcinom typicky pro Lynchlv syndrom* ve véku < 25 let

mnohocetné stievni adenomy ve véku < 25 let pfi vylouceni mutace

Vice nez
3 body

3 body
3 body

v genech APC a MUTYH nebo ojedinély dysplasticky adenom (také ve

véku < 25 let)

WHO grade lll nebo IV gliom ve véku < 25 let
NHL T bunééné linie nebo sPNET ve véku < 18 let

jakakoli malignita u pacienta ve véku < 18 let

2 body

2 body
1 bod

Dalsi rysy - je-li pfitomen vice nez jeden, body se pridavaji

klinicka diagndéza NF1 nebo vice nez 2 hyper-/hypopigmentace klize

(>1cm)

diagndéza Lynchova syndromu u pfibuzného 1. a/nebo 2. stupné

karcinom typicky pro Lynchlv syndrom*, high-grade gliom, sPNET

nebo NHL
sourozenec s nadorem détského véku
mnohocetné pilomatrikomy

jeden pilomatrikom

ageneze corporis callosi nebo kavernom (neindukovany [é¢bou)

konsanguinita rodicl

deficit / snizené hladiny 19G2/4 a/nebo IgA

2 body

1 bod
1 bod

1 bod
2 body
1 bod
1 bod
1 bod
1 bod

* kolorektum, endometrium, tenké stfevo, rendini panvicka, ureter, zZlu¢ové cesty,

mocovy méchyr, zaludek

WHO - Svétova zdravotnicka organizace, NHL — non-hodgkinsky lymfom,
sPNET - supratentoridlni primitivni neuroektodermalni nador, NF1 — Recklinghau-
senova neurofibromatéza typu 1, Ig — imunoglobulin

Diferencidlné diagnosticky je zapo-
tiebi zdUraznit, Ze celoZivotni koureni,
zejména od mladého véku pod 20 let,
a pravidelnd konzumace piva ¢i jiného
alkoholu (zejména denné), mohou
také zvysovat pravdépodobnost mir-
ného stupné mnohocetné stievni
polypézy (Plevovd, nepublikované
pozorovani).

Adenokarcinom zaludku

a proximalni polypodza zaludku
Odpovédny gen: APC (bodova mutace
v promotoru 1B)

Typ dédicnosti: autozomalné
dominantni

Prevalence: nezndma

Charakteristika syndromu

Adenokarcinom zZaludku a proximalni
polypéza Zaludku (gastric adenocar-
cinoma and proximal polyposis of the
stomach - GAPPS) je zvlastni feno-
typ familiarni adenomatézni polypdzy.
Mnohocetna polypéza Zldzek zaludec-
niho fundu (vice nez 100 polypt) po-
kryva télo a fundus Zaludku, pficemz
v jicnu, antru Zaludku, pyloru, duodenu,
tenkém a tlustém stfevé se polypy nevy-
skytuji. Histologicky se jedna o polypy ze
Zldzek fundu, z nichZ nékteré mohou byt
dysplastické [48]. Byly také popsany hy-
perplastické, Cisté adenomatdzni a smi-
$ené adenomatézni a hyperplastické
polypy s rysy polypl ze zlazek fundu.
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Karcinom Zaludku intestindIniho nebo
smiseného typu je zjistovan u 13 % pa-
cientd s GAPPS [48,49].

Pro srovnéni — sporadické polypy ze
Zlazek fundu, které jsou zjistovany u 5 %
osob podstupujicich gastroskopii [50]
a jsou Castéjsi u osob Ié¢enych inhibitory
protonové pumpy [51], byvaji pfitomny
Vv nizsim poctu a dysplazie je v nich ex-
trémné vzacna [52]. Pokud se dyspla-
zie ve sporadickych polypech vyskytne,
je obvykle nizkého stupné a nedochazi
k progresi do dysplazie vysokého stupné
a karcinomu [44].

GAPPS ma neuplnou penetranci,
nebot u nékterych starsich pacientd, ob-
ligatornich nosi¢l vliohy, byl zjistén nor-
malni endoskopicky nalez [48]. Vék po-
¢atku GAPPS je variabilni, je popisovan
od 23 do 75 let, prGmérny vék 50 let. Ty-
pickd polypdza ze Zldzek fundu s mul-
tifokdlni dysplazii byla detekovana
i u 10letého ditéte [48,49].

Mutace v promotoru 1B byla popsana
uménénez 1% osobsFAP aje spjata s dys-
plazii vysokého stupné a maligni transfor-
maci polypt zlazek fundu [44,53,54].

Distribuce somatickych mutaci v genu
APC v kolorektalnich adenomech neni
ndhodna a ¢astecné souvisi s lokalizaci
zarode¢né mutace v genu, avsak je od-
li3nd od nendahodného vyskytu somatic-
kych mutaci v duodenalnich polypech
a polypech ze Zlazek fundu [55].

Genetika

GAPPS je zplisoben zarode¢nou bodo-
vou mutaci v promotoru 1B ve vazebném
motivu Ying Yang 1 genu APC [44,49].
Byly popséany tfi mutace v tomto
promotoru: c.-195A>C, c.-192A>G,
c.-191T>C [44]. Promotor 1B je v zalu-
A1, ktery byva vétSinou metylovén, coz
vysvétluje fenotyp [44].

Diagnosticka kritéria [48]

- Zalude¢ni polypdza téla a fundu za-
ludku, pficemz v kolorektu a duodenu
se polypy nevyskytuiji;

- vice nez 100 polypl pokryvajicich
proximalni ¢ast zaludku u probanda
nebo vice nez 30 polyp u piibuzného
1. stupné;

- predominantné polypy Zlazek fundu
zaludku, z nichZ nékteré maji oblasti

dysplazie (nebo ¢len rodiny s dysplas-
tickymi polypy zlazek fundu nebo ade-
nokarcinomem zaludku);

+ autozomalné dominantni typ
dédi¢nosti;

- vylouceni jiného syndromu zaludecni
polypdzy a uzivani inhibitor proto-
nové pumpy.

Doporuceni ke sledovani

Je doporucovana screeningova gastro-
skopie s biopsiemi nebo polypekto-
miemi od 18 let véku, pfipadné profylak-
tickd gastrektomie [48]. Je indikovdno
také koloskopické sledovani.

Polypéza v diisledku mutaci genu

MUTYH

Doplnéni k publikovanému ¢lanku Ple-
vova et al: Familidrni adenomatoézni
polypdza [4].

Odpovédny gen: MUTYH

Typ dédicnosti: autozomalné recesivni

Prevalence: 1:10 000 - 1:40 000 [56]

Charakteristika syndromu

Recesivné dédi¢na polyp6za podminéna
bialelickou zdrode¢nou mutaci v genu
MUTYH (MUTYH-associated polyposis —
MAP) ma obvykle klinické rysy atenuo-
vané formy familidrni adenomatézni po-
lypozy s vyskytem méné nez 100 polypd,
s pramérnym vékem diagndzy kolem
50. roku véku a celozivotnim rizikem
rozvoje CRC 43 % az téméf 100 % v pfi-
padé, Ze pacient neni pravidelné sledo-
van [57,58]. Priblizné 10-23 % pacient(,
u nichz je podezreni na FAP/AFAP, avsak
neni zjisténa mutace v genu APC, nese
patogenni varianty v genu MUTYH [57].
Polypy jsou charakteru konvencnich
adenomd, pilovitych (,serrated”) ade-
nomu a hyperplastickych polypt [7]. Je-
dinci maji také zvysené riziko extrakolic-
kych nador(, kdy duodenalni adenomy
jsou nachazeny u 17-25 % pacient( se
4% celozivotnim rizikem nédoru duo-
dena [59]. Je zvysené riziko karcinomu
ovarii, mocového méchyre a kiize ve vys-
Sim véku [60].

Bylo zjisténo, ze heterozygotni no-
si¢i patogennich variant v genu MUTYH
maji riziko rozvoje CRC zvysené oproti
popula¢nimu riziku, toto riziko bylo sta-
noveno na 12,5 % pro muze a 10 % pro
zeny v piipadé, ze maji ptibuzného s CRC

ve véku do 50 let bez mutace v genu
MUTYH [61]. Nékteré studie uvadéji, ze
mohou mit také zvysené riziko nadort
Zaludku a duodena, hepatobiliarniho
systému a karcinomu prsu [62], avSak
v soucasnosti neni pro takovou asociaci
dostatek dtkazd.

Genetika

Gen MUTYH kéduje enzym glykosylazu,
ktera se uplatfuje v systému exciznich
oprav bazi. Deficit proteinu MUTYH se
projevuje zvySenou frekvenci somatic-
kych mutaci charakteru transverze G > T
v nddorové tkani [63], coZ vede ke gene-
tické nestabilité genu APC a pravdépo-
dobné dalsich, v¢. genli KRAS a TP53. Pa-
togeneze nddord u MAP je jedinecna, ale
prekryva se s FAP, coz je pfi¢inou fenoty-
pové podobnosti [63].

Doporuceni ke sledovani

Pro heterozygotni nosi¢e patogennich
variant v genu MUTYH by mél byt dopo-
ruc¢en koloskopicky screening 1krat za
3-4 roky od 50 let, event. dfive, dle vy-
skytu CRC v rodiné.

Polypéza v dusledku mutaci genu
NTHL1

Odpovédny gen: NTHLT

Typ dédic¢nosti: autozomalné recesivni
Prevalence: Frekvence homozygozity
pro variantu c.268C>T, p.Q90* je v ni-
zozemské populaci 1: 75 000, coz od-
povidad odhadem vice nez 200 nemoc-
nym [64]. Pro ostatni populace nejsou
udaje k dispozici.

Charakteristika syndromu

Syndrom NAP (NTHLT1-associated poly-
posis) je charakterizovany predispozici
k adenomatdzni polypdze a zvysenym
rizikem rozvoje CRC a extrakolickych
malignit v¢. karcinomu prsu, endomet-
ria, délozniho ¢ipku, duodena, klze (ba-
zoceluldrni karcinom), urothelidlnich na-
dorl, nadorl hlavy a krku, pankreatu,
mozku (v¢. meningeomu), hematologic-
kych malignit. Onemocnéni je charak-
terizovdno vysokou penetranci. Vsichni
dosud popsani pacienti méli adenoma-
to6zni polypy, 33 % z nich mélo jeden
nebo vice hyperplastickych polypd, 59 %
CRC, 60 % zen karcinom prsu (prdmérny
véku 48,5 roku) a 55 % mélo mnoho-
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cetné primarni malignity [47,65]. Extra-
kolické nadory byly pozorovany u 66 %
pacientll a vyskyt extrakolickych malig-
nit je u tohoto syndromu vy3si nez u ji-
nych syndrom predispozice k CRC [65].

Genetika

Syndrom byl objeven v roce 2015 na-
lezem homozygotni nonsense mu-
tace ¢.268C>T, p.Q90* v genu NTHL1
u 3z 51 neptibuznych nizozemskych pa-
cientll se stfevni polypézou [64]. Poz-
déji byly popsany dalsi rodiny némec-
kého, Spanélského, britského a feckého
pGvodu s mutaci p.Q90*, vzacné byly
popsany jiné ztratové mutace [65,66].
Protein NTHL1 se podili na exciznich
opravéch nukleotidovych bazi. Ade-
nomy i CRC maji specifické spektrum
somatickych mutaci v genech, které se
uplatiuji pfi vyvoji karcinomu z ade-
nomu, kdy dochazi k tranzici ve smyslu
C > T, stejny charakter mutaci byl zjistén
i v extrakolickych nddorech [65,66].

Diagnosticka kritéria
Nebyla publikovana.

Doporuceni ke sledovani [64]

- koloskopie od 18-20 let 1krat za
1-2 roky;

+ ultrazvukové vysetfeni prsou 1krat
ro¢né od 30 let;

+ NMR prsou Tkrat za 2 roky od 40 let;

< mamografie Tkrat za 2 roky od 45 let;

- gynekologicky ultrazvuk 2krat rocné,
biopsie endometria a marker CA125
Tkrat ro¢né od 40 let.

Pozn.: Pro dal$i nddory nelze dopo-
rucit screeningova opatieni, bud' z di-
vodu, Ze neni znamo kumulativni riziko,
nebo nejsou zndma ucinnd screenin-
gova opatreni [64].

Polypéza spojena s opravnou
funkci polymerazy

Odpovédné geny: POLE, POLD1
Dédic¢nost: autozomélné dominantni
Prevalence:?

Charakteristika syndromu

Polypdza spojena s opravnou funkci poly-
merazy (polymerase proofreading-asso-
ciated polyposis — PPAP) je syndrom dé-
di¢né predispozice ke stfevni polypdze

a CRC. Fenotyp zahrnuje 10 aZ méné nez
100 adenomu v tlustém stievé a/nebo
pfitomnost duodendlnich polypl [67].
Mutace genu POLDT mohou kromé CRC
zvysovat také riziko vzniku nadord en-
dometria a prsu [68]. Mutace obou gent
jsou také spojeny se zvySenym rizikem
nadort mozku [67]. Bellido et al publi-
kovali klinicky fenotyp dosud nejrozséh-
lejsiho souboru pacientli s PPAP. Pacienti
(n = 47) s mutacemi genu POLE méli
v 82 % vice nez dva adenomy v colon,
v 74 % vice nez pét adenomu, v 64 % CRC
(prdmérny vék diagnodzy 41 let), v 50 %
duodendlni adenomy a v 6 % mozkovy
tumor. Dvacet dva pacientl se zarodec-
nou mutaci v genu POLDT mélo v 64 %
vice nez dva adenomy v colon, v 55 %
vice nez pét adenom(, v 59 % CRC (prQ-
mérny vék diagnézy 36 let), v 57 % kar-
cinom endometria (prdmérny vék 51 let),
ve 14 % karcinom prsu a ve 4,5 % tumor
mozku [67]. U pacientd s mutacemi genu
POLE byly také popsany multinddorové
fenotypy zahrnujici napt. nadory tlustého
stfeva, pankreatu, vaje¢niku a tenkého
stfeva [69] nebo nadory tlustého stfeva,
vaje¢niku, endometria a mozku [70]. Mu-
tace genu POLE byly také popsany u pfi-
padd nadorli v ¢asném véku a je otazkou,
zda je tato ¢asna manifestace jakoZzto za-
vaznéjsi fenotyp dusledkem specific-
kych mutaci genu POLE [71]. Riziko meta-
chronniho CRC neni znamo [67].

Genetika

Pri¢cinou syndromu PPAP jsou zarodecné
mutace v exonukledzové (korektorské)
doméné DNA polymeraz Pol $ and Pol ¢
[72]. Byvaji zjistovany rekurentni mu-
tace p.L424V v genu POLE a p.V295M,
p.D316H, p.D316G, p.R409W, p.S478N
a p.L474P v genu POLD1 [67, 73]. Geny
POLE a POLDT1 jsou soucasti systému
oprav chybného parovani bazi (,mis-
match repair pathway”), tedy téhoz sys-
tému jako geny pro hereditarni nepoly-
p6zni CRC (Lynchlv syndrom).Patogenni
varianty v genech POLE a POLD1 vedou
ke zvySenému vyskytu somatickych mu-
taci v nddorech [74]. Vzor somatickych
mutaci mGze byt velmi variabilni [75],
coz je pravdépodobné divod, proc jsou
mezi pacienty rozdily v lokalizaci primar-
nich nadorG. Nékteré nadory pacientd
s mutaci genu POLE mohou vykazo-

vat nestabilitu mikrosatelitd, avsak za-
rode¢na mutace v genech pro Lynchav
syndrom neni zjisténa [73,76,77].

Patogenni mutace v genu POLDT byly
detekovany jako pfi¢ina syndromu kon-
genitdlni parcidlni lipodystrofie s man-
dibuldrni hypoplazii, hluchotou a pro-
geroidnimi rysy. Vétsina pacientl nese
rekurentnimutaci mutacic.1812_1814del,
p.S605del, dalsi detekované mutace
zahrnuji p.R507C, p.IT070N a p.E1067K
[78,79]. Jedna se tedy o odlisné mu-
tace nez ty, které zplsobuji fenotyp
PPAP.

Diagnosticka kritéria [67]

Pro gen POLE

- atenuovand adenomatézni polypdza
(20-100 adenomu);

- Amsterodamska kritéria | pro Lynchav
syndrom [3] - pouze CRG;

- CRC a oligopolypdza (5-20 adenomu),
oboji ve véku pod 50 let;

+ CRC nebo oligopolypdéza (5-20 ade-
nomu) a pfibuzny 1. stupné s CRC pod
50 let;

+ CRC nebo oligopolypéza (5-20 ade-
nomU) a dva nebo vice pfibuznych
1. nebo 2. stupné s CRC, bez ohledu na
vék.

Pro gen POLD1

- atenuovand adenomatézni polypdza
(20-100 adenomu);

+ Amsterodamska kritéria Il pro Lynchav
syndrom [3] — pouze CRC a karcinom
endometria;

« CRC pod 50 let nebo karcinom en-
dometria pod 60 let a oligopolypdza
(5-20 adenom?l) pod 50 let;

+ CRC nebo karcinom endometria nebo
oligopolypdza (5-20 adenom?l) a pfi-
buzny 1. stupné s CRC pod 50 let
nebo karcinomem endometria pod
60 let;

+ CRC nebo karcinom endometria
nebo oligopolypéza (5-20 adenomu)
a dva nebo vice pfibuznych 1. nebo
2. stupné s CRC nebo karcinomem en-
dometria, bez ohledu na vék.

Pozn.: Pfitomnost mozkovych nador(
nebo nadorl prsu v kontextu charakteri-
stickych rys( (CRC, polyp6za a/nebo kar-
cinom endometria) mohou svédcit pro
PPAP.
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Tab. 4. Celozivotni kumulativni rizika
nadord u pacientd s Peutzovym-Je-
ghersovym syndromem [7].

Lokalizace %
kolorektum 39
tenké stfevo 13
zaludek 29
pankreas 11-36
prs 32-54
délozni télo 9
ovarium 21
délozni ¢ipek 10
varle 9
plice 7-17

Nalez mikrosatelitni nestability by nemél
byt vylucovacim kritériem pro PPAP.

Doporuceni ke sledovani [67]

+ koloskopie kazdé 1-2 roky od
20-25 let;

- gastroduodenoskopie kazdé 3 roky od
20-25 let;

+ uzen s mutaci v POLDT gynekologicky
ultrazvuk 2krat ro¢né a biopsie endo-
metria 1krat rocné od 40 let;

+ ultrazvukové vysetfeni prsou 1Tkrat
rocné od 40 let;

< mamografie Tkrat za 2 roky od 45 let.

Pozn.: Je zapotfebi vzit v Gvahu zvy-
sené riziko vzniku nadord mozku u no-
si¢l mutaci v POLE a POLD1.

Peutzhv-Jeghersiv syndrom
Doplnéni k publikovanému ¢lanku Pu-
chmajerova et al: Peutz-Jeghers(v
syndrom [5].

Odpovédny gen: STKT1

Dédic¢nost: autozomélné dominantni
Prevalence:1:50000-1:200000[80,81]

Charakteristika syndromu

Peutzlv-Jegherstv syndrom je charakte-
rizovdn hamartomatdznimi gastrointes-
tindlnimi polypy, pigmentovanymi koz-
nimi a slizni¢nimi 1ézemi zejména rtd
a nosu v détstvi a extraintestindlnimi na-
dory, v¢. cervikdlniho adenoma malig-
num, ovarialnich nadord z pohlavni listy

s anularnimi tubuly, ze Sertoliho bunék
nebo Sertoliho-Leydigovych bunék a
nador( varlat [80,81]. CeloZivotni rizika
nadorl pro jednotlivé orgédny jsou uve-
denav tab. 4[7].

Vétsina pacientd ma kolem deseti
gastrointestinalnich hamartoma. Ackoli
vétsina polypl vznika v tenkém strevé
(60-90 %), mohou vzniknout také v ko-
lorektu (5-60 %), zaludku (15-30 %)
avzacné zlu¢niku, respira¢nim nebo mo-
Covém traktu [80,81].

Velikost polypl v tenkém a tlustém
stievé kolisa od nékolikamm po néko-
likcm. Polypy jsou obvykle stopkaté,
s hladkym a lalo¢natym povrchem. His-
tologicky maji hamartomy stromovitou
konfiguraci s vétvicimi se pruhy hladké
svaloviny a dilatovanymi kryptami [7,82].

Gastrické polypy jsou obvykle malé,
asymptomatické a vétsinou lokalizované
v antru. Je obtizné je odlisit od gastric-
kych juvenilnich a hyperplastickych po-
lypud. Dochdzi v nich k proliferaci hladké
svaloviny a chybi granula¢ni tkdn ve
srovndni s juvenilnimi polypy. Gastrické
hyperplastické a juvenilni polypy maji
obvykle poskozeny povrchovy epitel na
rozdil od polypu u Peutzova-Jeghersova
syndromu, kde je epitel intaktni [83].

Cowdeniiv syndrom / syndrom
PTEN hamartomatéznich nadort
Doplnéni k publikovanému ¢lanku
Puchmajerova et al: Cowdentv
syndrom [6].

Odpovédné geny: PTEN

Dédi¢nost: autozomalné dominantni
Prevalence: 1: 200 000 [84]

Charakteristika syndromu
Cowdenliv syndrom neboli syndrom
PTEN hamartomatéznich nador( je cha-
rakterizovdn makrocefalii, mukokutan-
nimi lézemi (facialni trichilemomy, akralni
keratéza, papilomatézni papuly a sliz-
ni¢ni léze, které jsou patognomické pro
tento syndrom), zvySenym rizikem vzniku
zhoubnych nédord (prsu, stitné zlazy, en-
dometria, kolorekta (celoZivotni riziko
10-15 %), ledvin a melanomu) a benig-
nimi hamartomatoéznimi lézemi v tkanich
v¢. gastrointestinalni polypézy [7].
Polypy byvaji pfitomny u témér vsech
pacientd s Cowdenovym syndromem
v celém gastrointestinalnim traktu. Zahr-

nuji hamartomatézni/juvenilni polypy,
adenomy, ganglioneuromy a lymfoidni
folikuly [7,28,85]. Difuzni ezofagealni
glykogenni akantéza je pfitomna u vice
nez 80 % pacientli s Cowdenovym syn-
dromem a v kombinaci s polypézou tlus-
tého stfeva muze byt diagnosticka pro
tento syndrom [7]. Rlizné spektrum gas-
trointestinalnich polyp(, v¢. hamarto-
matéznich a ganglioneuromatoéznich
polypl a difuzni glykogenové akantdzy
v jicnu vzbuzuji podezieni na diagnézu
Cowdenova syndromu [7].

Byla popséna ucinnost Ié¢by mTOR in-
hibitory u naddort vzniklych u pacientd
s Cowdenovym syndromem. V soucas-
nosti probihaji klinické studie [86].

Syndrom juvenilni polypodzy
Odpovédné geny: SMAD4, BMPR1A
Dédi¢nost: autozomalné dominantni
Prevalence: 1: 100 000 [7]

Charakteristika syndromu

Syndrom juvenilni polypdzy je charakte-
rizovan mnohocetnou polypézou v gas-
trointestinalnim traktu. Polypy se vyvijeji
v 1. nebo 2. dekadé Zivota [7]. Polet po-
lypl se pohybuje mezi nékolika az stov-
kami polypU a jsou nachdzeny nejcastéji
v tlustém strevé a zaludku, méné casto
v tenkém stfevé [87]. Pacienti mohou
byt asymptomatic¢ti nebo mohou mit
pfiznaky charakteru bolesti bficha, rek-
talniho prolapsu, analniho pruritu, zacpy
nebo prGjmu, anémie. Pacienti s roz-
sahlou polypézou v¢. tézké polypdzy
Zzaludku mohou mit gastroenteroko-
lonopatii se ztratami bilkovin, malab-
sorpci a krvacenim a vysokym rizikem
umrti v mladém véku. Jednd se o in-
fantilni formu syndromu, ktera je ¢asto
spojena s vrozenymi anomaliemi [7].
Je zpUsobena deleci sousedicich gent
BMPR1AaPTEN.Zarode¢né mutacevgenu
SMAD4 jsou spojeny s téZkou polypdzou
zaludku a zvySenym rizikem karcinomu
Zaludku. Mutace v genu SMAD4 jsou spo-
jeny s vyskytem hereditarnich hemoragic-
kych telangiektdzii [7,87].

Celozivotni riziko vzniku karcinomu
GIT se uvéadi 9-50 % a CRC je zjiStovan
u 17-22 % pacientli se syndromem ju-
venilni polypdzy do véku 35 let [88-90].

Kolorektalni juvenilni polypy mivaji
velikost 5-50 mm, typicky jsou sférické,
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s hladkym povrchem. Mikroskopicky
maji rozpinajici se stroma s rozsahlym
edémem a smiSenym zanétlivym infilt-
ratem. Zlazky jsou &asto cysticky dilato-
vany a jsou pfitomny napadné reaktivni
zmény. Cévy jsou zfetelné v dlsledku
kongesce. Jsou nerozeznatelné od spo-
radickych juvenilnich polyptl [7,91,92].
Dysplazie maze byt pfitomna az v 50 %
juvenilnich polypU, avak rozliseni mezi
dysplazii a reaktivni atypii mlze byt ob-
tizné [91]. Zaludeéni polypy jsou prak-
ticky neodliditelné od sporadickych za-
ludecnich hyperplastickych polypU pfi
barveni hematoxylin-eozinem [7].

Imunohistochemicka detekce ztraty
exprese proteinu SMAD4 v juvenilnim
polypu je obvykle zndmkou zarode¢né
mutace v genu SMAD4 a lze ji pouzit
jako screeningovy nastroj. Nicméné za-
chovald exprese proteinu SMAD4 nevy-
lu¢uje zdrode¢nou mutaci genu SMADA4.
Ve sporadickych juvenilnich polypech
a polypech nosi¢d mutaci genu BMPRITA
nikdy nebyva pfitomna ztrata exprese
proteinu SMAD4 [7,92].

Genetika

Zarode¢nd mutace v genech SMAD4
nebo BMPR1A byva zjisténa u 50-60 %
pacient(, ktefi spliuji kritéria Svétové
zdravotnické organizace (WHO) pro
syndrom juvenilni polypézy [92,93].
Proteiny SMAD4 a BMPRTA jsou kom-
ponentami signdlni drdhy TGFB/BMP
(transformuijici rdstovy faktor B / kostni
morfogeneticky protein), kterd reguluje
bunécnou proliferaci a diferenciaci [94].
Poskozeni genli SMAD4 a BMPR1A byva
obvykle charakteru bodovych mutaci
nebo mikrodeleci. Pfiblizné 15 % je cha-
rakteru rozsahlych deleci jednoho nebo
vice exon( [95].

Diagnosticka kritéria

WHO kritéria [88]:

- vice nez 3-5 juvenilnich polypl v tlus-
tém stfeve soucasné;

+ 1 nebo vice juvenilnich polypt s pozi-
tivni rodinnou anamnézou.

Doporuceni ke sledovani

- kolonoskopie a gastroskopie od 15 let
nebo dfive u symptomatickych osob
jednou za 1-3 roky v zavislosti na
poctu polypU;

« chirurgickd [é¢ba u pacientl s vel-
kym poctem polypl nefesitelnym
endoskopicky.

Syndrom pilovité polypézy
Odpovédny gen: neznamy
Dédicnost: ?

Incidence: 1: 100 000 [96]

Charakteristika syndromu

Syndrom pilovité polypdzy (serrated po-
lyposis syndrome - SPS), dfive zndmy
jako syndrom hyperplastické polypodzy, je
klinicky definovany syndrom charakteri-
zovany pfitomnosti mnohocetnych nebo
velkych pilovitych polypl v kolorektu se
zvySenym rizikem vzniku CRC [2,87]. Fe-
notyp onemocnéni je variabilni, néktefi
pacienti maji mnohocetné léze v pribéhu
celého tlustého streva, zatimco jini maji
nékolik velkych pravostrannych lézi [2].
Sesilni forma tvofi pfiblizné 25 % pilovi-
tych polypu a casto se jedna o prekurzo-
rové léze pro CRC. Sesilni pilovité polypy
jsou ploché, prekryté vrstvou hlenu, coz
ztézuje jejich rozpoznani a kompletni en-
doskopické odstranéni [2].

Je odhadovano, ze celoZivotni riziko
vzniku CRC mUze byt vyssi nez 50 %,
podle nékterych zdroju az 70 % [2,971.
Boparai et al zjistili CRC u 35 % pa-
cientd s timto syndromem [98]. Vétsina
pfipadd nadoru byla diagnostikovana
pfi inicidlni koloskopii, a tedy pfi dia-
gndze syndromu, pouze u péti pacient
(6,5 %) byl CRC diagnostikovan v pri-
béhu sledovani. Pétileté riziko vzniku
CRC béhem sledovani je odhadovano na
7 % [98]. AZ u 26 % pacientl mlze byt
diagnostikovan synchronni nebo meta-
chronni CRC [99].

Vyskyt je stejné ¢asty u muzl a u Zen
prevazné v severozapadni evropské po-
pulaci. Pfedpoklada se, ze onemocnéni
je pravdépodobné poddiagnostikovéano
jak gastroenterology, tak patology. Pri-
mérny vék diagndzy je 55-65 let, ale
onemocnéni bylo popsano u osob ve
véku 11-83 let [100].

Genetika

Ackoli 40-60 % pacientl uvadi rodin-
nou anamnézu CRC, pfesny typ dédic-
nosti neni znamy [101]. Neni sice znama
zarodecnd geneticka pfic¢ina syndromu,
avSak molekularni draha, ktera vede

k vyvoji karcinomu z pilovitého ade-
nomu, je dobfe definovana [2]. Pilovité
polypy se totiz vyvijeji jinou drdhou, nez
je tradi¢ni sekvence adenom - karcinom,
a ta je nazyvana drahou pilovité neopla-
zie. V pilovitych polypech jsou zjisto-
vany nahromadéné somatické zmény
v¢. mutaci genu BRAF a vysoky stupen
metylace promotorovych oblasti nddo-
rovych supresorovych genu [87]. Byva
také metylovan gen MLH1, coz pak vede
k nestabilité mikrosatelit(i a takové léze
jsou charakterizovany rychlou progresi
do dysplazie a karcinomu, podobné jako
je tomu u Lynchova syndromu [102].
Molekularni profily sesilnich pilovitych
polypll jsou heterogenni, nelze proto
vylou¢it jesté dalsi drahy kanceroge-
neze [2]. Existence drahy pilovitych po-
lypl je podporovéna tzv. ,paradoxem
koufeni”, kdy koufeni je spojeno s vy-
znamnym rizikem vzniku polyp0, aviak
nizsim rizikem rozvoje CRC [87,101,103].
U syndromu pilovitych polypt se uplat-
nuje také gen RNF43, negativni regu-
l[ator drahy Wnt [104]. Pomoci celo-
exomového sekvenovani byla zjisténa
zérodecnd nonsense mutace v genu
RNF43 ve dvou z 20 rodin se syndro-
mem pilovitych polypG [105]. Syndrom
spjaty se zarode¢nymi mutacemi v genu
RNF43 je sice v databazi Online Mende-
lian Inheritance in Man (OMIM) uveden
jako nadorovy syndrom sesilni pilovité
polypdzy [106], aviak testovani na zaro-
dec¢né mutace tohoto genu neni proza-
tim zahrnovano do rutinniho testovéni,
nebot dalsi studie vyskyt mutaci v tomto
genu nepotvrdila [87,107].

Diagnosticka kritéria

Kritéria WHO 2010 [108]:

- alespon 5 pilovitych polypl proxi-
malné od sigmoidea, pficemz dva
nebo vice z nich jsou vétsi nez 10 mm;

- jakykoli pocet pilovitych polypU pro-
ximdlné od sigmoidea u jedince, ktery
ma pFibuzného 1. stupné se syndro-
mem pilovitych polyp(;

- nebo vice nez 20 pilovitych polypd ja-
kékoli velikosti lokalizovanych kdekoli
v tlustém stievé.

Doporuceni ke sledovani [2]
- koloskopie kazdé 1-3 roky s ohledem
na mnozstvi polypU;
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- po chirurgické resekci koloskopie
zbytku tlustého stfeva jednou ro¢né
vzhledem k riziku metachronniho kar-
cinomu; pokud pfi dvou po sobé na-
sledujicich koloskopiich neni zjisténa
léze vétsi nez 1cm, dysplasticka léze
nebo se pocet a velikost 1ézi zmensuje,
Ize interval prodlouZit na 2 roky;
rizikové osoby — koloskopie od 40 let
nebo o 10 let dfive, nez byl vyskyt po-
lypl u nejmladsiho piibuzného, plati,
co nastane dfive; interval 5 let pfi nor-
malnim nalezu nebo 1-3 roky pfi na-
lezu polypu;

néktefi doporucuji intenzivni sledo-
vani nejen u osob, kterd spliuji vyse
uvedend kritéria pro diagnézu syn-
dromu pilovitych polypd, ale jiz pfi na-
lezu dvou nebo vice pilovitych Iézi pFi
koloskopii vzhledem k tomu, Ze u vy-
sokého procenta pacientl splnujicich
tato kritéria je jiz pfitomen CRC.

Jiné
Riziko vzniku CRC je uvadéno jako zvy-
$ené u osob s mutaci genu CHEK2,
pficemz tento gen je povazovan za
asociovany zejména s nadory prsu a pro-
staty [106]. Patogenni varianty v genu
CHEK2 byly zjistény u 2,5 % CRC. Pfiblizné
u 1 % pacientl s CRC jsou detekovany
mutace genl BRCAT a BRCA2 pro here-
ditarni karcinom prsu a vajec¢nika [109].
Juvenilni-like zanétlivé gastrointes-
tindIni polypy mohou byt manifestaci
neurofibromatézy 1. typu, nicméné tato
asociace musi byt teprve potvrzena
avyjasnéna[110,111].

Zavér

Ackoli jsou dédi¢né syndromy predispo-
zice ke gastrointestinalnim polyp6zdm
a CRC zodpovédné pouze za cast pfi-
padl onemocnéni, povédomost o jejich
existenci umoznuje ¢asnou diagnézu
a prevenci nadorové morbidity a morta-
lity u postizenych osob a jejich pfibuz-
nych. Genetické poradenstvi, predik-
tivni testovani rizikovych ¢lenl rodiny
a screening predisponovanych osob pfi-
nasi vyznamnou vyhodu mnoha genera-
cim v téchto rodinach [2].

Na hereditarni formy nadorG gastro-
intestinadlniho traktu je zapotiebi mys-
let u pacientl s nddory v ¢asném véku
nebo mnohocetnymi nadory v osobni

nebo rodinné anamnéze. Klicovou ulohu
pfi tom hraji mimo jiné patologové, ktefi
mohou doporucit genetické vysetieni
na zakladé specifického nélezu [7].

V poslednich letech se objevily nové
geny a syndromy, které vysvétluji
mnohé pfipady gastrointestinélni poly-
pozy a CRC. Lze predpokladat, Ze u fady
dalsich pacientd bude v budoucnu zjis-
téna mutace v genech s dosud nezna-
mou asociaci s témito onemocnénimi.

Jednotlivé uvedené syndromy maji
zpravidla stanovena diagnosticka a in-
dikacni kritéria. Dnes v dobé sekvenace
nové generace umoznujici paralelni tes-
tovanivelkého mnozstvigent se vyznam
specifickych indika¢nich kritérii pro jed-
notlivé syndromy pozvolna ztréci, nebot
mohou byt testovany viechny geny sou-
Casné. Je pravdépodobné, Ze postupné
dospéjeme do situace, kdy budou sta-
novena obecna kritéria, u kterych pa-
cientl indikovat testovani panelu gena
pro hereditarni nadorovd onemocnéni.
Takovy postup vsak musi byt zohled-
nén pfi genetické konzultaci, pacient
musi byt poucen o vysetieni velkého pa-
nelu gendq, v¢. genl s nizkou penetranci,
a 0 moznosti nalezu variant, které neu-
mime v soucasnosti spolehlivé interpre-
tovat nebo jejichZ souvislost s onemoc-
nénim neni zfejma.
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Summary

Gastric adenocarcinoma and proximal polyposis of the stomach (GAPPS) is a rare variant of
familial adenomatous polyposis. It is an autosomal-dominant cancer-predisposition syn-
drome with massive polyposis of the stomach and a significant risk of gastric adenocarcinoma.
Li et al., 2016, described point mutations in the Ying Yang 1 binding site of the APC gene 1B
promoter associated with GAPPS syndrome. The first GAPPS syndrome in a Czech family was
described in 2016. At Masaryk Memorial Cancer Institute, GAPPS syndrome was diagnosed in
eight families using Sanger sequencing. In all families, one mutation in promoter 1B of APC
gene NM_001127511: c.-191T>C was detected. This mutation was not found in any patient
with multiple colon polyposis without a detected classic mutation in the APC gene. In total,
24 carriers of this mutation in promoter 1B of the APC gene were detected. Out of those 24 car-
riers, 20 had massive gastric polyposis with more than 100 fundic glandular polyps diagnosed
between the age of 22 and 65, 5 had already died of adenocarcinoma of the stomach (at the
ages of 29, 40, 59, 60 and 64, respectively) and another woman was treated at the age of 29.
Two female carriers do not yet have polyposis of the stomach at the ages of 31 and 65, respecti-
vely; one female carrier has incipient polyposis at the age of 58. A male carrier does not have
any clinical symptoms, gastroscopy was not indicated because of his age. Prophylactic total
gastrectomy with D2 lymphadenectomy has already been performed 6 times at Masaryk Me-
morial Cancer Institute, in 5 cases without adenocarcinoma at the ages of 27, 34, 44, 51 and 66,
respectively; in one female carrier adenocarcinoma of the stomach was detected in a histology
specimen. Two prophylactic gastrectomies with D1 lymphadenectomy were performed at Uni-
versity Hospital Brno at the ages of 42 and 50, respectively. In the Czech Republic point muta-
tion c.-191T>C (rs879253783) in the 1B promoter of the APC gene is a frequent cause of gastric
polyposis with a high risk of gastric adenocarcinoma, even at a young age. Positively tested
individuals are recommended to high-risk oncology clinic. A necessary part of the discussion
with the patient is information about a preventive gastrectomy.
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GAPPS — GASTRIC ADENOCARCINOMA AND PROXIMAL POLYPOSIS OF THE STOMACH SYNDROME

Souhrn

Syndrom adenokarcinomu Zaludku a mnohocetné polypézy zaludku (GAPPS) je variantou syndromu familiarni adenomatézni polypdzy. Jedna
se 0 autozomalné dominantné dédi¢ny syndrom nadorové predispozice s ¢asné se vyvijejici masivni polyp6zou zaludku, lokalizovanou ve
fundu a téle zaludku, nikoliv v antru, s vysokym rizikem vzniku adenokarcinomu. V roce 2016 Li et al publikovali vysledky vyzkumu, kde zjistili, ze
bodové mutace v oblasti Ying Yang 1 vazebného mista 1B promotoru APC genu jsou zodpovédné za asociaci s GAPPS pfiznaky. Tato regula¢ni
oblast vétsinou neni zahrnuta v panelech pro masivni paralelni sekvenovani a je nutné ji dovysettit Sangerovym sekvenovanim. Prvni Udaje
o rodiné s GAPPS v Ceské republice byly publikovany v roce 2016. V Masarykové onkologickém ustavu bylo zachyceno osm rodin s vyskytem
dédi¢ného syndromu GAPPS. U viech rodin byla zjisténa jedna patogenni mutace v promotoru 1B APC genu, NM_001127511: c.-191T>C. Tato
mutace nebyla nalezena u zadného pacienta s mnohocetnou polyp6zou tlustého stieva bez zjisténé klasické mutace v genu APC. Celkem bylo
diagnostikovano 24 osob nosicu této mutace v promotoru 1B APC genu. Z téchto 24 osob mélo 20 nosi¢l masivni polypdzu zaludku s vice nez
100 fundickymi glanduldrnimi polypy diagnostikovanou ve véku od 22 do 65 let, 5 jiz zemielo na adenokarcinom Zaludku (ve véku 29, 40, 59,
60 a 64 let), dalsi Zena ve véku 29 let se |écila. Dvé nosicky mutace ve véku 31 a 65 let zatim nemaji vyvinutou polypdézu Zaludku, u jedné ve véku
58 let je incipientni polyp6za Zaludku. Nosi¢ mutace nema zadné klinické priznaky, gastroskopie nebyla vzhledem k véku indikovana. Preventivni
totélni gastrektomie s D2 lymfadenektomii byla provedena 6x v Masarykové onkologickém Ustavu, v 5 piipadech bez nélezu adenokarcinomu ve
véku 27, 34, 44,51, 66, u jedné nosicky mutace byl ve véku 29 let nalezen G2 adenokarcinom zaludku v histologickém preparatu. Dalsi dvé profy-
laktické gastrektomie s D1 lymfadenektomii byly provedeny ve Fakultni nemocnici Brno u nosi¢l ve véku 42 a 50 let. Bodova mutace c.-191T7>C
(rs879253783) v 1B promotoru APC genu je v Ceské republice ¢astou pFi¢inou polypézy zaludku a nese vysoké riziko adenokarcinomu zaludku
i v mladém véku. Pozitivné testovani pacienti jsou dispenzarizovani v rizikové onkologické ambulanci. Nezbytnou soucésti diskuze s pacientem

je informace o preventivni gastrektomii.

Klicova slova

polypéza - zaludek - hereditarni — karcinom zaludku - gastrektomie

Introduction

Gastric polyps are found in 1-4% of pa-
tients undergoing gastroscopy. Fun-
dic gland polyps (FGP) are the most fre-
quent and account for about 70% of
all gastric polyps [1]. Sporadic FGPs are
mostly seen in the gastric body and
fundus, are smaller than 5mm and are
usually fewer in number (less than 10).
These polyps are often caused by pro-
longed treatment of proton pump inhib-
itors (PPI) and are negatively associated
with Helicobacter pylori infection. FGPs
are mostly sporadic but may be seen
in hereditary cancer syndromes like fa-
milial adenomatous polyposis (FAP),
Lynch syndrome, Cowden syndrome,
juvenile polyposis, Peutz-Jeghers syn-
drome and MYH-associated polyposis
with a variable risk of gastric cancer.

The polyps in these syndromes may
differ histologically from purely dysplas-
tic fundic polyps [2,3]. Syndrome polyps
may be transformed into malignancy
more frequently than sporadic.

A new autosomal dominant syn-
drome with multiple proximal polypo-
sis of the stomach localised to the fun-
dus and body, sparing the antrum and
duodenum, with a high tendency to
malignancy and adenocarcinoma of
the stomach (gastric adenocarcinoma
and proximal polyposis of the stomach

(GAPPS) syndrome) was described clini-
cally in the year 2012 [1]. In 2016 Li et
al. [4] published their research results in
which they discovered that three point
mutations located within theYing Yang 1
(YY1) binding motif of promoter 1B of
the APC gene are responsible for asso-
ciation with GAPPS symptoms. This re-
gulation region is usually not included
in new generation sequencing (NGS) pa-
nels and must be resolved using Sanger
sequencing. In six families three differ-
ent mutations within the YY1 region
were found in the APC 1B promoter:
c.-195A>C, c.-191T>C, c.-192A>G. The
first family with GAPPS in the Czech
Republic with the presence of the
¢.-191T>C mutation was published in
2016 [5], in Austria in 2017 [6] and in
Japan in 2018 [7]. YY1 is a ubiquitously
expressed transcription factor that has
multiple roles in oncogenesis and can
act as an activator and repressor of tran-
scription. [4]. During in vivo functional
analysis with GAPPS segregating variants
(c.-195A>C, c.-191T>C and c.-192A>G)
each of them showed disruption of the
YY1 transcription factor binding site
and a significant decrease in transcrip-
tion activity from the 1B promoter com-
pared to the wild-type construct [4]. In
the majority of GAPPS polyps, the sec-
ond hit in the form of loss of the wild-

type allele or by somatic truncating mu-
tations was seen. These events, however,
are probably late in the development
of gland polyps. APC haploinsufficiency
may be responsible for polyposis, the
second intervention with the removal
of the second copy of the gene may be
important for the development of dys-
plasia. According to Hosoya et al. [8] the
1B APC gene promoter in the gastric mu-
cosa is about 15 times more transcribed
than the 1A promoter. Promoter 1A is
mostly methylated in gastric cancer cell
lines, 97.5% non-tumour gastric mucosa
and 82.5% of gastric carcinomas. Thus,
promoter 1B and its transcripts are very
important in the gastric mucosa, the in-
testinal mucosa (colon) is protected pri-
marily by the expression of isoforms
from promoter 1A (the main transcripts
NM_000038.5; NM_001127510). Sev-
eral APC isoforms are expressed from
the 1B promoter; in the case of tran-
script NM_001127511 exons 2 and 7 are
missing (in comparison with RefSeq
NM_000038.5). Mutations in exon 2 and
7 lead to a milder form of FAP. Large de-
letions of the promoter 1B region may
lead to the deletion of the enhancers of
promoters 1A and 1B and cause intesti-
nal polyposis with (though not always)
FGP. Only two point mutations in the 1B
promoter caused intestinal polyposis,
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others caused only isolated polyposis of
the stomach.

In the Department of Cancer Epide-
miology and Genetics of the Masaryk
Memorial Cancer Institute (MMCI), fam-
ilies with gastric cancer and/or gastric
polyposis with or without colon poly-
posis were tested over several years. In
all of these patients, testing for the APC,
MUTYH, genes for Lynch syndrome and
other polyposis syndromes was ne-
gative. In 2017, we retroactively tested
25 of these patients for the possibility of
GAPPS syndrome. In addition, 18 newly
diagnosed patients with massive gastric
polyposis/gastric cancer were tested.

Methods

In all patients, Sanger sequencing was
used. Polymerase chain reaction am-
plification of the APC gene promoter 1
beta (5'UTR region; primers accord-
ing to Li et al., 2016 [4] and sequenc-
ing at the 3130 Genetic Analyser (Ap-
plied Biosystems, ThermoFisher
Scientific, USA) was performed. In all
patients who tested positive, substitu-
tion in the APC gene (NM_001127511.2):
c.-191T>C (rs879253783; genomic po-
sition: Chr5(GRCh38):9.112707527T>C;
in case of RefSeq NM_000038.5(APC):
¢.-30417T>C) was detected. The muta-

b

died at 69
lung cancer

[

died at 81

0 g

O O

astric polyposis at 64 nottested  not tested
gastric cancer at 64 GS negat GS negat.
died at 64
1B APC mutation

gastric polyposis at 30
1B APC mutation

Fig. 1. Pedigree of family no. 1 (Masaryk Memorial Cancer Institute).

GS - gastroscopy

tion was confirmed from the second iso-
lated DNA sample.

Results and families

In eight families from the South Mora-
vian region of the Czech Republic, adiag-
nosis of GAPPS syndrome was con-
firmed. Both patients with massive gas-
tric polyposis and patients with gastric
cancer were tested. All of the patients
signed informed consent for molecular
genetic testing; in those patients already
deceased, the consent form was signed
at the time of their first testing including
consent to the use of the sample for re-

7 ©

gastric cancer at 60 not a carrier
died at 60

search. For all living individuals, genetic
counselling was performed before and
after the testing.

Family 1 (Fig. 1)

An index case was diagnosed with mas-
sive stomach polyposis and with stom-
ach adenocarcinoma at the metastatic
stage at the age of 64, she died within
3 months. She did not have a colonos-
copy. The patient had been using PPI
for more than 10 years but she was not
monitored for gastroscopy during treat-
ment. Her son was diagnosed with mas-
sive gastric polyposis at the age of 30,

9 @

gastric polyposis at 51

gastric cancer

I

gastric cancer at 58

gastric cancer at 60 died at 32 gastric polyposis
died at 60 died at 59
1B APC mutation 1B APC mutation
O [] ] & [] ONENC
notacarrier  nota carrier 1B APC carrier | 1B APC carrier 1B APC carrier
gastric polyposis at 29 gastric polyposis at 34 no polyposis
gastrectomy at 29 gastrectomy at 34 at 31
gastric cancer 29
Fig. 2. Pedigree of family no. 2 (Masaryk Memorial Cancer Institute).
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colorectal cancer at 73
died at 73

not a carrier
breast cancer at 60

]

1B APC mutation
gastric polyposis at 50
gastrectomy at 50

O

gastric polyposis at 41

1B APC mutation
gastrectomy at 42

not tested

O 0O O O

not a carrier not a carrier not tested not tested

Fig. 3. Pedigree of family no. 3 (Masaryk Memorial Cancer Institute).

™

colorectal cancer at 75

1O

9

L]

not tested yet| died 63

O]

not a carrier

1B APC Mutation
gastric polyposis at 51
gastrectomy at 51

gastric cancer at 28, died 29

gastric polyposis at 28
1B APC mutation

Fig. 4. Pedigree of family no. 4 (Masaryk Memorial Cancer Institute).

using PPI for 6 months. The colonoscopy
was negative. Genetic testing confirmed
for both APC mutation: c.-191T>C. The
son is being monitored in the preventive
oncology department of the MMCI, con-
sidering preventive surgery.

Family 2 (Fig. 2)

An index case was monitored for gas-
tric polyposis from the age of 51 out-
side the MMCI. At the age of 60,
gastric adenocarcinoma with liver me-
tastasis was detected; she died within
6 months. The colonoscopy was neg-
ative. Her sister died of gastric can-
cer at age 32. Another sister did not go
to preventive gastroscopy, she was dia-
gnosed with massive gastric polyposis
at the age of 58 with metastatic gastric
adenocarcinoma; she died a year

after diagnosis. Both sisters are car-
riers of APC mutation: c.-191T>C. Out
of five children there are three posi-
tive carriers, one at the age of 31 with
no gastric polyposis, one having mas-
sive polyposis at the age of 29, she de-
cided for a preventive gastrectomy at
the age of 29 with a finding of gastric
adenocarcinoma in the histology spec-
imen (tubulopapilary cancer with two
positive lymphonodes, pT1b, pN1, G2,
clinical stage 1B); and one with massive
polyposis and preventive gastrectomy at
35 years of age without carcinoma.

Family 3 (Fig. 3)

An index case had a gastroscopy at the
age of 28 without polyposis; she had an-
other gastroscopy at the age of 41 when
massive gastric polyposis was detected.

She is a carrier of APC mutation: c.-
191T>C. Her brother is also a carrier. He
had a gastroscopy in 2018 when massive
polyposis was diagnosed. A prophylac-
tic gastrectomy with D1 lymphadenec-
tomy was performed in both patients at
University Hospital Brno, with no gastric
cancer found. Two sons of the index case
did not inherit the mutation. The mother
of the index case was diagnosed with
breast cancer and adenoma of the rec-
tum at 60, the gastroscopy was negative,
she is not a carrier. The index case’s fa-
ther died of metastatic colorectal cancer
atthe age of 73.

Family 4 (Fig. 4)

An index case was diagnosed with gas-
tric tubular adenocarcinoma at the age
of 28, gastric polyposis was described,
he died 10 months later. Sequencing
of the 1B APC gene promoter detected
the c-191T>C mutation. The same mu-
tation was detected in his mother. She
did not have any clinical problems but
was found to have massive polyposis at
the age of 50. A prophylactic gastrec-
tomy with D2 lymphadenectomy was
performed at the age of 51, with no car-
cinoma found. She had one polyp on
colonoscopy. Her father has not been
tested yet. The index case’s brother does
not have the mutation.

Family 5 (Fig. 5)

The index case experienced diges-
tive problems, pain and fatigue at 40.
She was diagnosed with massive gas-
tric polyposis of the body and fundus
with liver metastasis of gastric adeno-
carcinoma. Sequencing of the APC gene
promoter 1B revealed the mutation
c.-191T>C. She died after 7 months of
treatment. Her daughter carries the
same mutation, the second daughter is
not a carrier. The index case’s mother is
acarrier of the 1BAPCgene: c.-191T>C, at
the age of 65 she has no symptoms and
no polyposis. The mother’s brother died
at 63 years of age of stomach cancer,
he was not tested; his son and daugh-
ter do not carry the APC gene mutation.
The mother’s sister has a mutation of
the 1B APC gene: c.-191T>C, she has in-
cipient gastric polyposis at the age of 58,
her son and daughter have had gastric
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1B APC mutation
no clinical symptoms at 92, no GS

not a carrier

N e

1B APC mutation
no polyposis at 65 cancer at 63

gastric

] ®

L ]
1B APC mutation
incipient polyposis at 58

died at 63
not tested
0 71 70 ¢ &
not a carrier 1B APC mutation not not 1B APC mutation 1B APC mutation
gastric cancer at 40 a carrier a carrier gastric gastric
gastric polyposis at 40 polyposis from 30 polyposis from 22
@ died 40
1B ACP not a carrier
mutation
Fig. 5. Pedigree of family no. 5 (Masaryk Memorial Cancer Institute).
polyposis diagnosed at 30 and 22 years
of age, respectively, both with a mu-
tation of the 1B APC gene: c.-191T>C. /Z/ Q/
A gastrectomy was recommended but died at 71 breast cancer at 75
has not yet been performed. The father gastric pain died at 80
of the mother’s mother is free of clinical

symptoms, he is a carrier of a mutation
of the 1B APC gene: c.-191T>C. He did
not have an endoscopy because of the
age limitation. The index case’s brother
has no presence of polyps and does not
carry the mutation.

Family 6 (Fig. 6)

The index case had a gastroscopy at
49 years of age for digestive problems,
without pathology. At the age of 65,
she was found to have massive stom-
ach polyposis, mutation of the 1B APC
gene: ¢.-191T>C was detected. She had
a gastrectomy at the age of 65 with no
cancer. One polyp was observed in a co-
lonoscopy. Mutation of the 1B APC gene:
¢-191T>C was found in her daughter and
multiple stomach polyposis was detected.
Preventive surgery has not yet been per-
formed. Another daughter does not carry
the mutation.

Family 7 (Fig. 7)

The index case had a gastroscopy due
to digestive problems at the age of 27.
Massive stomach polyposis was de-

L]

©

gastric polyposis
at 65
1B APC mutation
gastrectomy at 66

O

not tested yet

O

not a carrier

] ®

1B APC carrier
gastric polyposis at 36

Fig. 6. Pedigree of family no. 6 (Masaryk Memorial Cancer Institute).

tected, two polyps were detected in the
rectosigmoideum. A 1B APC gene muta-
tion: c-191T>C was detected. Now he is
post gastrectomy, without cancer. The
family history shows no oncological ill-
ness. His mother and two sisters do not
carry the mutation; his father has not
been tested yet.

Family 8 (Fig. 8)
The index case had gastroscopy due to
stomach pain at 34 and multiple stom-

ach polyposis was discovered. He was
found to be a carrier of the 1B APC gene
mutation: c.-191T>C. He has four intes-
tinal polyps. At the age of 44 a gastrec-
tomy was performed with no carcinoma
detected. His one brother is also a carrier
of the mutation, the endoscopy revealed
gastric polyposis, he has no clinical prob-
lems. His father had gastric cancer at the
age of 56, with no polyposis of the stom-
ach described; he does not carry the mu-
tation. The mother tested positive and
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1B APC mutation
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Fig. 7. Pedigree of family no. 7 (Masaryk Memorial Cancer Institute).
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gastric cancer at 56

1B APC mutation
gastric polyposis at 65

no gastric polyposisy Ij

O O

1B APC mutation
gastric polyposis from 34
gastrectomy at 44

0 O

1B APC mutation
gastric polyposis at 39

0 O

Fig. 8. Pedigree of family no. 8 (Masaryk Memorial Cancer Institute).

was diagnosed with gastric polyposis at
the age of 65.

Discussion

GAPPS syndrome is an autosomal domi-
nant inherited disease, a variant of FAP
with a high risk of massive polyposis
of the stomach, with the presence of
mainly glandular polyps in the body and
fundus, without the presence of polyps
in the antrum and duodenum (Fig. 9).
Sometimes, adenomatous and hyper-
plastic polyps may also be present. The
age of occurrence of polyposis is highly
individual and depends on various fac-
tors, including genetic background, life-
style and environment. When polypo-

sis develops, the risk of gastric cancer
may be high, up to 12-20% [1,2]. Out of
our 24 carriers of the promoter 1B APC
gene mutation: c.-191T>C, 6 carriers
(25%) were diagnosed with gastric can-
cer. From the data provided by the fam-
ilies that have been tested so far, it can
be seen that the variability of the symp-
toms of massive polyposis is very high
within one family. In Family 5, the ear-
liest polyposis was detected at the age
of 22 and gastric cancer at age of 40, but
in other carriers of the mutation, poly-
posis was not developed at the age of
65 or it began to develop at the age
of 58; in one carrier (aged 92) there were
no clinical problems (no endoscopy was

performed). The prediction of the de-
velopment of polyposis is therefore
problematic, and the prevention of gas-
tric carcinoma by endoscopy in the field
of massive polyposis is basically impos-
sible. By discovering the genetic cause
of GAPPS syndrome, point mutations
in the APC 1B promoter, it is possible
to offer genetic testing to patients with
stomach polyposis and to their relatives.

Genetic testing of the APC 1B pro-
moter is performed by Sanger sequenc-
ing of the entire promoter region. Point
changes are confirmed by another
method on a newly isolated DNA sam-
ple (Fig. 10).

Genetic counselling is important in
the process of the genetic testing of
polyposis. Based on all gastroenterolog-
ical, histological and family history data,
the geneticist can provide additional
molecular genetic examinations to elu-
cidate the cause of polyposis. For cases
with no mutation detected in the APC 1B
promoter, it is important to indicate fur-
ther examinations that would allow the
diagnosis of rare forms of hereditary tu-
mour syndromes where gastric polypo-
sis may be present. In the case of those
who test negative, NGS (new generation
sequencing, massive parallel sequenc-
ing) is appropriate. At the MMCI, we use
a panel of 226 genes that includes an ex-
amination of all known genes for poly-
posis syndromes as well as other hered-
itary tumour syndromes including other
genes involved in the DNA repair pro-
cess. It is, therefore, possible to diagnose
classical FAP, Lynch syndrome, juvenile
polyposis, Peutz-Jeghers syndrome, he-
reditary diffuse gastric cancer, Cowden
syndrome, MYH-associated polyposis
with a variable risk of stomach tumours,
and rare genes where gastric polyposis
may also be present.

In addition, the geneticist should
recommend predictive family testing
for all relatives at potential risk of carry-
ing the same mutation. For GAPPS syn-
drome, this predictive test is very impor-
tant because a large proportion of the
relatives do not have any clinical prob-
lems for a long time, even though mas-
sive stomach polyposis may have already
developed. Since the transition from dys-
plasia to gastric cancer in GAPPS can be
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(Masaryk Memorial Cancer Institute).
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Fig. 10. Sanger sequencing: APCNM_001127511.2: c.-191T>C (Masaryk Memorial Cancer Institute).

very rapid, attempting to prevent stom-
ach cancerin patients with GAPPS s prob-
lematic. This fact is also documented by
our very first prophylactic gastrectomy
with D2 lymphadenectomy performed
at GAPPS at MMCI, when a young woman
29 years of age had a G2 well-to-moder-
ately differentiated tubulopapillary ade-
nocarcinoma of the stomach, with posi-
tive lymphonodes, clinical stage IB, with
invasion into the submucosa and angio-

graphic invasion. The tumour was not
detected in the gastroscopy. She under-
went systemic treatment. Predictive test-
ing was offered by another genetic clinic
to two children, aged 10 and 7, respec-
tively. There are no guidelines about pre-
dictive testing in children.

In MMCI, prophylactic total gastrec-
tomy (Fig. 11) with D2 lymphadenec-
tomy is performed in patients with
GAPPS and massive polyposis. Lym-

phadenectomy in this range (first and
second peri-gastric compartment) is the
therapeutic standard in epithelial stom-
ach malignancies and is recommended
in GAPPS due to the relatively high risk
of preoperatively undiagnosed carci-
noma. In workplaces that specialise in
stomach operations, D2 lymphadenec-
tomy does not significantly prolong
surgical time nor significantly increase
postoperative morbidity (Fig. 12).
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Fig. 11. Gastric adenocarcinoma and pro-
ximal polyposis of the stomach - to-
tal gastrectomy with subsequent recon-
struction of the digestive tract (Masaryk
Memorial Cancer Institute).

From current knowledge, it is advisable

to provide genetic testing of GAPPS for
these clinical findings and family history.

Suggested indications for GAPPS
syndrome testing [1,2]

more than 30 FGP, localisation in the
fundus and body, no presence in the
antrum or duodenum, with or without
dysplasia, the progression of polypo-
sis, autosomal dominant inheritance -
stomach polyposis or stomach cancer
in family history (in 1%, 2" or 3 degree
relatives);

more than 100 FGP in the same loca-
tion - testing with or without a family
history.

If the GAPPS testing is negative, then

exclude other possible syndromes with
polyposis.

Differential diagnosis:

sporadic FGP - fewer polyps, mostly
without dysplasia, probably without
increased tumour risk, often associa-
ted with PPI use (slightly reduced on
withdrawal);

FAP, atenuated FAP - colon polyposis,
some cases with stomach polyposis,
alsoin the antrum, pylorus and duode-
num, low-grade dysplasia, low risk of
stomach cancer (about 1%);

MAP (MUTYH) associated polyposis —
autosomal recessive;

Fig. 12. Gastric adenocarcinoma and proximal polyposis of the stomach - stomach re-

rs £ 5 Y ST

section along with omentum (Masaryk Memorial Cancer Institute).

- juvenile polyposis - SMAD4, BMPR1A;

Peutz-Jeghers syndrome - STKT1;

- Cowden’s syndrome - PTEN;

hereditary diffuse gastric cancer - CDHT;

- Ménétrier’s disease — acquired, pre-
malignant, massive mucosal scarring,
excessive mucus production, protein
loss, weak acid production.

Proposed scheme of preventive care

for people with GAPPS syndrome

In GAPPS with massive polyposis:

- gastroscopy every year (even in the
case of undeveloped polyposis), com-
prehensive monitoring in the risk on-
cology clinic;

- colonoscopy every 3 years, if polyps,
more frequently;

« ultrasound of abdominal organs every
year;

- when progressive massive stomach

polyposis (even without polyps’

dysplasia, regardless of family his-

tory) offer prophylactic gastrectomy
that can prevent death from gastric
cancer;
asaresection,werecommendtotal gas-
trectomy with D2 lymphadenectomy;
if the prophylactic gastrectomy is
refused, then a gastroscopy every
6 months, including endoscopic re-
moval of larger polyps for biopsy spe-
cimen, endosonography, but the risk
of gastric cancer cannot be reduced,
reassessment of gastrectomy in case
of dysplasia;

further monitoring at a risk oncology
clinic as with other inherited tumour
syndromes.

Conclusion

GAPPS, gastric adenocarcinoma and
multiple proximal polyposis of the
stomach syndrome, although it is re-
ferred to as a very rare variant of FAP,
was found within 1 year in eight families
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with genetically confirmed GAPPS syn-
drome with mutation in the APC gene
promoter 1B: c.-191T> C in 24 positive
mutation carriers. The development of
massive polyposis with fundic glandu-
lar polyps was variable, with the ear-
liest finding at the age of 22, with a ne-
gative finding in a woman aged 65 and
no clinical symptoms in a man 92 years
old. In massive polyposis, a prophylactic
total gastrectomy has always been pro-
posed. Out of a total of eight performed
operations, in one case, gastric adeno-
carcinoma was present in a 29-year-old
woman in a histological specimen. For
positive carriers of promoter 1B muta-
tion with massive polyposis, a decision
on a preventive gastrectomy is also in-
fluenced by the family history and pre-
vious death in the family to stomach
cancer. However, some patients based
their decision solely on the basis of
our information concerning cancer risk
and ineffective prevention by endo-
scopic methods. After surgery, they are
all supervised by surgeons, nutrition
specialists, oncologists and gastroen-
terologists. In all cases, surgery was suc-

cessful without serious postoperative
complications.

Genetic testing for GAPPS syndrome
is based on sequencing of promoter 1B
of the APC gene using the Sanger se-
quencing method, because this region
is mostly not included in the NGS panel.
In massive polyposis and a negative
testing result, differential diagnosis of
other possible genetic causes of stom-
ach polyposis using the NGS panel is
appropriate.

Preventive measures for GAPPS are
individual, based on clinical symp-
toms; they include a gastroscopy every
6-12 months, biopsy of polyps and,
above all, the suggestion of a prophylac-
tic resection of the stomach. The risk of
stomach cancer in GAPPS is many times
higher than that of classic FAP with FGP
(< 1% and 12-20%, respectively; 25%
in our carriers). Due to the possibility of
saving the lives of patients with GAPPS,
we recommend genetic testing for mul-
tiple stomach FGP. Most of the patients’
relatives who tested positive had already
had massive stomach polyposis and did
not know it.
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KAZUISTIKA

Syndrom BAP1 — predispozice k malignimu
mezoteliomu, koznimu a uvealnimu melanomu,
renalnimu karcinomu a dalsim nadorim

BAP1 Syndrome — Predisposition to Malignant Mesothelioma,
Skin and Uveal Melanoma, Renal and Other Cancers

Foretova L.", Navratilova M.", Svoboda M."?, Hazova J.", Vasickova P.!, Stahlova Hrabincova E.’, Fabian P3,

Schneiderova M.%, Machackova E'.
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*0Oddéleni onkologické patologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno
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Souhrn

Vychodiska: Syndrom BAP1 je autozomalné dominantné dédi¢ny nadorovy syndrom asocio-
vany se zvysenym rizikem vzniku maligniho mezoteliomu, uvealniho a kozniho melanomu,
karcinomu ledviny a s vyskytem dal3ich nadorovych onemocnéni v¢. adenokarcinomu plic,
meningeomu, bazaliomu, nador( prsu, ovarii a prostaty. Gen BAP1 (BRCA1-associated protein
1) je tumor-supresorovy gen, ktery se Gcastni DNA reparace cestou homologni rekombinace.
Protein BAP1 reguluje pomoci deubikvitinace bunécny cyklus, diferenciaci, reakci na poskozeni
DNA a bunécnou proliferaci. Somatické mutace v genu BAPT jsou casté v mnoha typech na-
dord. Pripad: V Masarykové onkologickém Gstavu (MOU) byly diagnostikovény dvé rodiny se
zarode¢nou mutaci v genu BAP1. V prvni rodiné byla 27leta probandka sledovana pro mnoho-
cetné névy. U matky a jejiho bratra se vyskytl maligni mezoteliom, u mat¢iny matky uvedlni me-
lanom. Byla u ni zjisténa frameshift mutace BAPT (NM_004656.2):c.217delG/p.Asp73Metfs*>5.
U probandky byl v procesu sledovéani dvakrat odstranén ¢asny melanom, a to v 28 a 31 le-
tech. Ve druhé rodiné se jednalo o 11letou probandkuy, jiz byly odstranény névy na hlavé a na
krku byla diagnostikovéna kozni léze spitzoidniho typu v 11 letech. Jeji 34letd matka méla
mnohocetné névy, spitzoidni typ znaménka na bfise. Obé pacientky byly nosickami mutace
BAPT (NM_004656.2):c.123-1G>T v akceptorovém misté sestfihu (IARC (Mezindrodni agentura
pro vyzkum rakoviny) class 4 — pravdépodobné patogenni). Preventivni opatfeni u syndromu
BAP1 by méla zahrnovat znamd rizika nadorovych onemocnéni. Nddorova onemocnéni se vy-
skytuji ¢asné a opakované. Na MOU jsou doporuc¢ovény kontroly onkologem, oéni a kozni kon-
troly po pul roce, celotélova magneticka rezonance v¢. centralni nervové soustavy ro¢né nebo
low-dose pocitacova tomografie / magneticka rezonance hrudniku a bficha po roce, ultrazvu-
kové vysetreni bfisnich organ(, ultrazvuk prsou nebo mamografie ro¢né, gynekologicky ultra-
zvuk po pUl roce, kolonoskopie od 45 let, dalsi vhodné sledovéni dle rodinné anamnézy. Zdvér:
Syndrom BAP1 je komplexni nadorovy syndrom spojeny s vysokym rizikem vzniku vzacného
maligniho mezoteliomu, kozniho i uveédlniho maligniho melanomu, nador( spitzoidniho typu
a dalsimi nadory. Zjisténi syndromu muze byt zasadni pro ovlivnéni pieziti rizikovych osob.
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Summary

Background: BAP1 syndrome is an autosomal dominant hereditary cancer syndrome associated with increased risk of malignant mesothelioma;
uveal and cutaneous melanoma; kidney cancer; lung adenocarcinoma; meningioma; basaliomas; and breast, ovarian, and prostate tumors. The
BAP1 gene (BRCA1-associated protein 1) is a tumor suppressor gene involved in DNA repair via homologous recombination. BAP1 regulates the
cell cycle, differentiation, DNA damage responses, and cell proliferation through deubiquitination. Somatic mutations in the BAP1 gene are com-
mon in many types of tumors. Observation: Two families harboring a germline mutation in the BAP1 gene were diagnosed at Masaryk Memorial
Cancer Institute (MMCI). A 27-year-old index female from one family was followed-up for multiple nevi. Her mother and uncle had malignant
mesothelioma, and her maternal grandmother had uveal melanoma. The index case tested positive for a BAPT (NM_004656.2):c.217delG/p.
Asp73Metfs*5 frame-shift mutation. The melanoma was removed at the age of 28 and 31. In the second family, an 11-year-old index female had
two nevi removed from her head, and a spitzoid-type skin lesion was diagnosed at the age of 11. Her 34-year-old mother had multiple nevi, and
a skin lesion of spitzoid-type was removed from the abdomen. Both patients harbored a BAPT (NM_004656.2):c.123-1G>T acceptor splice site
mutation (IARC [International Agency for Research on Cancer] class 4 [probably pathogenic]). Preventive measures for BAP1 syndrome should
include known risks for cancer. Tumors occur early and repeatedly. At the MMCI, we recommend physical examination by an oncologist, eyes
and skin examination, every 6 months; whole-body magnetic resonance imaging, including the central nervous system, every year (or low-dose
computed tomography/chest and abdomen magnetic resonance imaging); annual abdominal ultrasound, breast ultrasound, or mammography;
a gynecological ultrasound examination every 6 months; colonoscopy starting at the age of 45; and other suitable surveillances based on family
history. Conclusion: BAP1 syndrome is a complex cancer syndrome with a high risk of rare malignant mesothelioma, malignant skin and uveal

melanoma, spitzoid-type skin lesions, and other tumors. Detection of this syndrome is essential for the survival of high-risk individuals.

Key words

genes - melanoma — mesothelioma - kidney neoplasms - genetic testing

Uvod

Nadorovy predispozi¢ni syndrom BAP1
je autozomidlné dominantné dédi¢ny
nadorovy syndrom s predispozici k vzac-
nym nadordm. V rizikovych rodinach se
vyskytuji opakované maligni mezote-
liomy, agresivni tumory, které se v po-
pulaci vztahuji k opakované expozici
azbestu a jemu pfibuznym karcinogen-
nim latkdm. Syndrom BAP1 je spojeny
i s vysokou frekvenci malignich koznich
i uvealnich melanom, s vyskytem vzac-
nych atypickych (spitzoidnich) koznich
tumortd (AST), s rizikem nadoru ledvin,
meningeomd, nadorl plic, bazaliomt
a jinych nadorl v¢. nadorl prsu, ova-
rif a prostaty [1-11]. Prvni Gdaje o pro-
teinu BAP1 jako vazebném partneru
BRCAT1 byly publikovény vroce 1998 [12].
Protein BAP1 se vyskytuje v jadre i v cy-
toplazmé. Gen BAPT (BRCA1-associated
protein 1) je tumor-supresorovy gen lo-
kalizovany na chromozomu 3 (3p21.31-
-p21.2), ktery se v jadre Ucastni reparace
DNA cestou homologni rekombinace,
reguluje bunécny cyklus, diferenciaci,
reakci na poskozeni DNA a bunéénou
proliferaci. Protein BAP1 je ubikvitin
C-terminalni hydrolaza (UCH), kterd spo-
lecné s dalSimi proteiny zajistuje v cy-
toplazmé ochranu polyubikvitinovych
substratl pred degradaci v proteozo-
mech. Deubikvitindza BAP1 stabilizuje
kanal, ktery umoznuje kalciovym ion-

tlm opustit endoplazmatické retikulum
a dosdhnout mitochondrii, kde kalcium
reguluje aerobni respiraci a programo-
vanou bunéc¢nou smrt, apoptézu. Tento
enzym se vdaze na BRCA1 ring-finger do-
ménu a funguje jako nadorovy supre-
sor. Somatické mutace v genu BAPT jsou
¢asté v mnoha typech nadord. Soma-
tické bunky nosi¢li zdrode¢né mutace
genu BAP1 maji snizenou hladinu pro-
teinu BAP1 na 50 %, snizenou schop-
nost reparace DNA homologni rekom-
binaci a snizenou schopnost apoptdzy
po expozici karcinogendm [5]. Karcino-
geny rdzného typu mohou u syndromu
BAP1 vyvolat nddorovd onemocnéni
v mladém véku i opakované. Ultrafia-
lové zéreni je vysoce rizikové pro vznik
kozniho maligniho melanomu. Jiz v dét-
ském véku se mUze objevovat zvlastni
forma névu, ktery je nazyvan névus
Spitzové. Jeho vzhled je polokulovity,
hladky a palpacné tuhy, s rychlym rs-
tem. MUze se jednat o benigni, pfe-
chodnou, ale i maligni formu [13]. Tyto
Iéze mohou byt deficitni na expresi pro-
teinu BAP1 pii imunohistochemickém
vysetfeni a mohou byt oznacovany za
BAP1 deficitni spitzoidni melanocytické
tumory. Na rozdil od spitzoidnich név
maji vétsinou pfitomnu mutaci BRAF
V600E a jsou oznacovany jako BAPomy,
melanocytomy nebo MBAIT (melanocy-
tické BAP1-mutované atypické intrader-

malni tumory) [14,15]. Diferencidlné dia-
gnosticky mGze byt pfic¢inou dédi¢né
dispozice k malignimu melanomu zaro-
de¢nd mutace v genech CDKN2A, CDK4,
BRCA2, TP53, v genech pro Lynch(lv syn-
drom aj. Hodnoceni rodinné anamnézy
a soucasny vyskyt uvedenych vzacnych
nadort by mél vést k Uvaze o pfitom-
nosti tohoto vzacného syndromu BAP1.

Kazuistiky dvou rodin

v Masarykové onkologickém
Gstavu (MOU)

Rodina €. 1. (obr. 1). Probandka byla sle-
doviéna s vicecetnymi znaménky. Ve véku
27 let méla odstranéno vice nez 16 névd,
histologicky bez malignity. V rodinné
anamnéze uvadéla ¢asné umrti matky
ve 45 letech, dle zjisténé dokumen-
tace se jednalo o maligni mezoteliom
pleury diagnostikovany ve 44 letech.
Matka nebyla kufak a nebyla v kontaktu
s azbestem. Bratr matky, kufak, zemfel
ve 45 letech. Dle dokumentace okresni
nemocnice byl pfi¢inou jeho Umrti ana-
plasticky epiteloidni mezoteliom peri-
tonea s rhabdoidni komponentou, dia-
gnostikovany ve 45 letech. Matka matky
méla diagnostikovany melanoblastom
oka ve 22 letech, zemfrela ve 40 letech,
jeji matka se Iécila ve 40 letech pro nador
mozku. V roce 2014 byla probandka tes-
tovana pomoci sekvenovani nové ge-
nerace (next generation sequencing —
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NGS) - TruSight Cancer panel (lllumina).
Byla zjisténa zédrode¢na mutace v genu
BAP1 (NM_004656.2):c.217delG/ p.Asp-
73Metfs*5, ktera zplisobi posun ¢teciho
rdmce a pfedcasné zastaveni translace.
Probandka byla konzultovana vzhle-
dem k moznym rizikdm vzniku nador{
u syndromu BAP1 a je dispenzarizo-
vana v rizikové onkologické ambulanci
MOU. U probandky byl v procesu sle-
dovani 2krat odstranén ¢asny melanom
v 28 a 31 letech. Podstupuje pravidelné
i celotélovou magnetickou rezonanci
(magnetic resonance imaging - MRI).
Jeji z onkologického hlediska zdrava se-
stra, sestra matky a dcera stryce nejsou
nosi¢kami stejné mutace v genu BAPT.
Rodina ¢. 2. (obr. 2). Probandka byla
ve véku 11 let odesldna na genetic-
kou konzultaci plastickym chirurgem
vzhledem k opakovanému nélezu spi-
tzoidniho névu, 2xkrat na hlavé, na
krku a na zaddech. Patologem bylo vy-
sloveno podezfeni na hereditarni syn-
drom BAP1. Testovanim v MOU pomoci
NGS a panelu CZECANCA (Nimble-
Gen SeqCap EZ Choise Cancer Panel)
byla zjisténa zarodecna mutace v genu
BAP1 (NM_004656.2):c.123-1G>T, dosud
nepopsand sestiihovda mutace (IARC
(Mezindrodni agentura pro vyzkum ra-
koviny) class 4 - pravdépodobné pa-
togenni). Tato mutace s vysokou prav-
dépodobnosti zplsobuje ,zruseni”
akceptorového mista sestfihu, kryp-
tické misto sestfihu v okoli nebylo po-
psano, nejpravdépodobnéjsim dusled-
kem je ,exon skipping” c.(123_255del).
Déle byly zjistény missense varianty
s nejasnym klinickym vyznamem v ge-
nech ATM a BARD1.V rodinné anamnéze
mél otec probandky Grawitz(lv tumor
ledviny v 38 letech, otcova sestra se |é-
¢ila v 52 letech s karcinomem ovaria
a v 57 letech s nddorem oka, pravdépo-
dobné melanomem. Matka méla ve véku
34 let opakované noddézni pigmentové
névy, v podbfisku byl oznacen jako spi-
tzoidni névus, imunohistochemicky byl
prokazan deficit exprese BAP1. Matka je
také nosickou mutace v genu BAP1. Otec
probandky byl testovdn pomoci NGS pa-
nelu (TruSight Cancer panel, lllumina),
nebyla zjisténa zadna zavazna pato-
genni mutace. Bratr probandky neni no-
sicem BAPT mutace. Probandka je sledo-
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Obr. 1. Rodokmen rodiny ¢. 1.
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CNS - centralni nervova soustava, zem. — zemfel ve véku, dg. - diagnostikovan ve véku

vana v rizikové onkologické ambulanci
Détské nemocnice, Fakultni nemocnice
Brno, jeji matka v rizikové onkologické
ambulanci MOU.

Genetické poradenstvi

a prevence

Genetické poradenstvi je pfi podezieni
na syndrom BAP1 nutné. Genetik maze
podrobné zhodnotit osobni a rodinnou
anamnézu, mlze si vyzadat dokumen-
taci pfibuznych k potvrzeni nebo upres-
néni diagnézy u piibuznych. V MOU je
gen BAPT hodnocen molekuldrnim ge-
netikem u vsech pacientl s podezre-
nim na syndrom BAP1, u vech pacientt
s malignim melanomem kozZnim nebo
uvealnim, ale i u vSech ostatnich pa-
cient(l testovanych pro moznost jakého-
koliv dédi¢ného nadorového syndromu.
Pomoci variability v poctu kopii (copy
number variation — CNV) analyzy maze
byt odhalena i velka pfestavba v genu.
Genetickd heterogenita pfiznakd u za-
rodecné mutace v BAPT genu mize byt
velkd — kromé melanomi kdze (mela-
nocytické BAPT-mutované atypické in-
tradermalni tumory — MBAIT) a uvedl-
nich melanomd, tj. melanomd duhovky,
cilidrniho télesa, cévnatky, se mohou vy-

skytnout mezoteliomy pleury, pobfis-
nice, osrdec¢niku, tunica vaginalis testes
a jinych oblasti. Mohou se objevit i karci-
nomy ledvin (Grawitz(v tumor), menin-
geomy, adenokarcinomy plic, cholan-
giokarcinomy, neuroendokrinni nadory,
nadory Stitnice, ovaria, prsu aj. [16].
Nadory se u nosi¢d mutaci v BAPT
genu vyskytuji v prdméru o 10 let dfive
nez v bézné populaci, nej¢asnéjsi vyskyt
uvealniho melanomu byl popsédnv 16 le-
tech, maligniho mezoteliomu ve 34 le-
tech, kozniho melanomu v 25 letech
a karcinomu ledviny ve 36 letech [171].
Nedavno byl publikovédn navrh na
moznou preventivni péci u prenasecl
zarode¢né mutace BAPI. Na zadkladé
konsenzu odbornikd bylo navrzeno nize
uvedené preventivni schéma [16].

Doporucena preventivni opatieni
Primarni prevence: doporuceni striktné
nekoufit, chranit se pfed expozici
azbestu a ultrafialovému zafeni.

Informovat o symptomech hlavnich
nadorovych rizik: nové zmény na kdzi,
potize s dychanim, kasel, no¢ni poceni,
ztrata chuti k jidlu, bolest bficha a nady-
mani, zmény vidéni, pigmentové zmény
na oku.
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Sekundarni prevence: kolektivni péce
odbornikd — genetik, onkolog, radio-
diagnostik, plicni specialista, nefrolog,
dermatolog, oftalmolog.

Navrh specializovanych pravidel-
nych kontrol
+ sledovéni onkologem/détskym onko-
logem v preventivni ambulanci Tkrat
rocné;
oftalmologické kontroly od 16 let po
roce (nebo 10 let pfed nejcasnéjsim
vyskytem uvedlniho melanomu v ro-
diné), od 30 let po pll roce, v¢. pfimé
a nepfimé oftalmoskopie, fotogra-
fie fundu a ultrazvukového vysetieni
oka;

- dermatologické kontroly specialistou
po pul roce, vysetfeni celé pokozky
od 18 let véku (nebo dfive pfi pozitiv-
nich rizikovych névech a vyskytu me-
lanomu v rodiné), sekvenéni digitalni
dermatoskopicky monitoring, excize
kazdého rizikového névu;

- rocni vysetfeni bficha a plicni fyzikalni
vySetieni s patranim po bfisni mase,
ascitu, pleurdlnim vypotku;

- od 30 let ro¢né ultrazvukové vyset-
feni, MRI bficha, ultrazvukové vyset-

feni k vylouceni plicniho vypotku, MRI
hrudniku, zvazit celotélovou MRI. Dle
nazoru radiodiagnostikd MOU se m(ize
mezoteliom pleury v zacatku projevit
jen jako jemné, neurcité zesileni (néko-
likmm) nasténné nebo mediastinalni
pleury. Existuje obava, Ze celotélova
MRI toto nebude schopna zachytit,
mimo jiné i kvUli artefaktdim z rozhrani
plicni tkané a hrudni stény. Pocitacova
tomografie by mohla byt citlivéjsi, a to
i v low-dose formé a nativné, bez ap-
likace kontrastni latky. Finalni rozhod-
nuti o pouzitych preventivnich meto-
déch je v rukou odbornikd, s ohledem
hereditarnich nadorovych syndromu
a nutnost ¢astych vysetfeni;

pokud je podeziely nalez, doporu-
ceni vysetfeni specialistou — plicni,
nefrolog;

u Zzen 1-2krat ro¢né gynekologické
kontroly v¢. transvaginalniho ultra-
zvuku, ro¢ni kontroly prsou v¢. ultra-
zvuku, od 45 let stiidavé s mamografii;
prediktivni testovani pfibuznych by
mélo byt nabidnuto jiz v détském
véku.

Zaveér

Gen BAP1 je dllezitym nadorovym
supresorovym genem, jehoz heterozy-
gotni zarode¢nd mutace mlze predispo-
novat k rliznym typdm nadorovych one-
mocnéni. Testovani genu BAPT by mélo
byt zafazeno do NGS panell uréenych
k testovani dédi¢nych nadorovych syn-
dromU. Pomoci NGS panelu je mozné od-
halit patogenni a pravdépodobné pato-
genni varianty BAP1 i v pfipadech rodin,
kde je osobni a rodinnd anamnéza malo
typicka pro dany syndrom. U nasi rodiny
¢. 2 se sice od ¢asného véku objevuji aty-
pické MBAIT névy, ale dalsi typicka on-
kologicka onemocnéni se v rodiné pozi-
tivné testované matky dosud neobjevila.
Pfi histologickém vysetieni név( je imu-
nohistochemické vysetfeni exprese pro-
teinu BAP1 mozZnym screeningovym vy-
Setfenim, které muze upozornit lékare
na nadorovy syndrom.

Genetické poradenstvi s podrobnou
osobni a rodinnou anamnézou, s ovére-
nim lékarskych zprav, mize odhalit ty-
pickd onemocnéni pro dany syndrom.
Mnohdy je diagnéza mezoteliomu
skrytd pod udajem karcinomu plic nebo
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nadoru v bfisni dutiné, tak jako tomu
bylo na zacatku vysetieni rodiny €. 1. His-
tologické zpravy z vysetieni kozniho me-
lanomu mohou pfispét k Uvaze o syn-
dromu BAP1.

Syndrom BAP1 je vzacny autozomalné
dominantni hereditarni nddorovy syn-
drom s vyskytem uveadlniho a kozniho
melanomu, MBAIT koZnich |ézi, ma-
lignich mezoteliom(, karcinomu led-
vin a dalSich nadord. Prevalence mu-
taci v populaci neni zndma, nadorova
onemocnéni se objevuji o 10 i vice let
diive, nez je primér v bézné popu-
laci. V hodnoceni kohorty 76 nosict
mutaci BAPT se alespon jedno nado-
rové onemocnéni objevilo u 70 % no-
sict a vdichni nosici bez onkologického
onemocnéni byli mladsi 55 let [15]. Pro-
gnoza preziti a doba do vzniku metastaz
je unosi¢t mutaci BAPT s koznim, uveal-
nim melanomem nebo karcinomem led-
viny horsi ve srovnani s pacienty bez za-
rodecné mutace [6,17], naopak pacienti
s mezoteliomem a mutaci maji preziti
lepsi [6,18]. K v¢asnému odhaleni syn-
dromu BAP1 pfispivd imunohistoche-
mické vysetfeni melanomU na deficit
exprese proteinu BAP1 a NGS sekveno-
vani s panely obsahujicimi i gen BAPT.
Dosud bylo zjisténo pres 140 rGznych
variant v genu BAPT [19]. Zavaznost na-
dorového rizika a Siroké spektrum nado-
rovych onemocnéni jsou problematické
pro efektivni preventivni program. Uve-

deny ndvrh preventivnich opatfeni by
mél byt voditkem pro specialisty, ktefi
provadéji dispenzarizaci téchto riziko-
vych osob v détském véku i v dospélosti.
Jako u ostatnich vysoce rizikovych syn-
drom0 doporucujeme preventivni sle-
dovani v rdmci klinickych onkologickych
center a jejich preventivnich rizikovych
ambulanci v soucinnosti s ostatnimi
specialisty.
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Syndrom DICERT

DICERT Syndrome
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Souhrn

Syndrom DICER1 je familiarni nadorovy a dysplasticky syndrom zplisobeny mutacemi v genu
DICER1, ktery se nachézi na 14. chromozomu v oblasti 32.13. Soucasti syndromu je nej¢astéji
pleuropulmonalni blastom (PPB), multinoduldrni struma, néddory ze Sertoliho bunék a dalsi
nadory. PPB je vzacny nador, jehoz zéklady vétsinou zacinaji ve fetdlnim obdobi pfi vyvoji plic.
Pfiznaky se objevuji v prvnich 5 letech Zivota, nejcastéji do 2 let. Diagn6za PPB by vzdy méla
vést k vylouceni syndromu DICER1. Asi u 35 % rodin, v nichz méa dité projevy PPB, se vyskytuji
dalsi malignity, které se jinak objevuji vzacné. Jedna se o cysticky nefrom, nadory ze Sertoliho
bunék, nodularni dysplazie stitné Zlazy, meduloepitheliom duhovky, embryonalni rabdomyo-
sarkom botryoidniho typu, chondromezenchymdlni hamartom nosni sliznice, pituitarni blas-
tom a pineoblastom. Rozsahlé studie ukézaly velkou variabilitu nddorG. Syndrom DICER1 je
fazen k nadorovym predispozi¢nim syndromdm. Dédi se autozomalné dominantné, ¢asté jsou
nové mutace, tzv. mutace de novo. Pfiznaky u postizenych jsou r{izné i v rdmci rodiny. Preven-
tivni sledovani nositeld mutace v genu DICERT je obtizné. Doporuceni ke sledovani jsou podle
Mezinarodniho registru PPB z roku 2016.

Klicova slova
genetické testovani — dédi¢né nadorové syndromy — DICER1T - pleuropulmonalni blastom —
cysticky nefrom

Summary

DICER1 syndrome is an inherited disorder that increases the risk of different types of malignant
and benign tumors. The syndrome is caused by mutations in the DICERT gene, which is located
on the long arm of chromosome 14, region g32.13. Patients with DICER1 syndrome commonly
develop pleuropulmonary blastoma (PPB), multinodular goiter, ovarian Sertoli-Leydig cell tu-
mors, and/or other types of tumors. In approximately 35% of families with children manifesting
PPB, further (and rather rare) malignancies may be observed, including cystic nephroma, no-
dular dysplasia of the thyroid gland, medulloepithelioma of the iris, embryonal rhabdomyosar-
coma botryoid type, nasal epithelial hamartoma, pituitary blastoma, and/or pineoblastoma.
Large studies report a high variability of tumors associated with DICER1. DICER1 syndrome,
which is associated with an inherited predisposition to tumors, is inherited in an autosomal
dominant pattern. Symptoms of DICERT syndrome may vary, even within families. Preventive
screening of carriers with causative mutations is complicated. Follow-up is undertaken as reco-
mmended by the 2016 International PPB Register.

Key words
genetic testing — hereditary cancer syndromes — DICER1 - pleuropulmonary blastoma - cystic
nephroma
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SYNDROM DICER1

Charakteristika syndromu
Syndrom DICER1 je dédi¢né onemoc-
néni, které zvysuje riziko vzniku fady
nadorovych onemocnéni, a to jak ma-
lignich, tak benignich. Lze jej najit také
pod nazvem pleuropulmonalni blas-
tom (PPB). Soucasti syndromu DICERT1 je
nejcastéji maligni PPB, benigni cysticky
nefrom, déale multinoduldrni struma
a také karcinom stitné zlazy ¢i nadory ze
Sertoliho bunék a dalsi nadory. Postizeni
jedinci mohou vyvinout jeden nador
nebo i vice typd nadord, které se jinak
objevuji vzacné. Kromé vyse jmenova-
nych sem patfi napf. meduloepitheliom
duhovky, embryonalni rabdomyosar-
kom botryoidniho typu, chondromezen-
chymalni hamartom nosni sliznice, pitu-
itarni blastom a pineoblastom. Casté&ji se
u pacientl s timto syndromem vyskytuji
i dalsi nddory hlavy a krku a gastrointes-
tindIni polypy. Rozsahlé studie ukazaly
velkou variabilitu nador. Clenové jedné
rodiny mohou mit rlzné typy nédort
nebo se u nich nddor nemusi projevit
vUbec. Jedna se tedy o autozomalné do-
minantné dédi¢né onemocnéni se snize-
nou penetranci. Penetrance benignich
utvardQ, jako jsou uzly ve stitné Zlaze, je
vysoka a tykd se spise dospélého véku.
Syndrom DICERT1 je fazen k nadorovym
predispozi¢nim syndromdm (OMIM
*606241, #601200) [1]. Prevalence dle
Exome Aggregation Consortium je pfi-
blizné 1:2 529 - 1:10 600 [2,3]. Riziko
tvorby nadort u jedincll se syndromem
DICER1 je ve srovnani se zdravou po-
pulaci mirné zvyseno. Podle Stewarta
et al [4] je riziko vzniku PPB do 10 let
véku asi 5,3 % (s maximem 9,7 %), riziko
ostatnich nador( (nejvice karcinomu
stitné Zlazy a nador( ze Sertoliho-Ley-
digovych bunék) je az 19,3 % do 50 let
véku (s maximem 29 %). U Zen je riziko
s vékem vyssi nez u muz(.

PPB je nejcastéjsi primarni plicni nddor
détského véku, je to vzacny embryonalni
nador, jehoz zaklady vétsinou zacinaji ve
fetdlnim obdobi pfi vyvoji plic. Existuji
tfi typy PPB — multicystické 1éze (typ |,
s Sletym celkovym prezitim (overall sur-
vival = OS) 91 %), smiSeny cysticko-so-
lidni (typ II, s 5letym OS 74 %) a solidni
(typ NI, s 5letym OS 53 %) [5]. Pfiznaky
se vétsinou objevi v prvnich 5 letech Zi-
vota, nejcastéji do 2 let. Diagndza PPB

by vzdy méla vést k vylou¢eni syndromu
DICER1. Na rozvoji PPB se podileji buriky
epitelidlni i mezenchymalni. Na zacatku
tumorigeneze se objevuji cysty v plic-
nich sklipcich. Tyto cysty jsou spojeny
s benigni epitelidlni zménou. Mezen-
chymdlni bunky maji maligni poten-
cidl. Zmnozeni mezenchymalnich bunék
mUze vést az k rozvoji sarkomu plic se za-
vaznou prognézou [6]. Asi u 35 % rodin,
kde dité ma projevy PPB, byvaji dal3i ma-
lignity, které se jinak objevuji vzacné (viz
vyse) (OMIM #601200) [7].

Diagnéza
Diagnéza jednotlivych nadord u syn-
dromu DICER1 zavisi na jejich klinické
prezentaci, kterd souvisi s typem na-
doru, vékem nemocného a rodinnou
anamnézou.

Lécba

ZaleZi na typu nadoru a stavu jeho roz-
voje. U benignich utvarl se nejcastéji
jedna o chirurgickou resekci, u malig-
nich nadord o biopsii s naslednou che-
moterapii, nékdy také radioterapii. Kar-
cinom S§titné zlazy se Ié¢i mimo jiné
aplikaci radiojodu. V indikovanych pfi-
padech se pouzivd experimentalni ¢i
biologicka lécba.

Geneticka poradna

Syndrom DICER1 je autozomalné do-
minantné dédi¢ny s 50% pravdépo-
dobnosti pfenosu mutace na potomky.
V 80 % se jedna o familiarni mutace, ve
20 % o mutace de novo [8]. Ani v piipadé,
kdy se v rodiné vyskytuje pouze jeden
nemocny, se nemusi jednat o novou mu-
taci, protoze se u nékterych ¢lent ro-
diny syndrom neprojevi nebo se pro-
jevi pouze s benigni afekci, napf. uzly ve
titné zlaze. Navic také nemusime mit
o rodiné uplné informace.

Pokrevnim pfibuznym v riziku se vzdy
nabizi molekuldrné genetické testovani,
a to z dGvodu mozného sledovani a vcas-
ného zdkroku. Pokud je testovanizahéjeno
v dUsledku zndmé familiarni DICERT pato-
genni varianty, je doporuceno upfednost-
néni prediktivniho testovani pfibuznych
1. stupné. U novorozencl se doporucuje
testovani do 4 mésict véku, aby mohl byt
plicni screening zahajen pouze u ohroze-
nych déti [2].

V pfipadé zndmé mutace Ize v rodiné
zajistit preimplantaéni genetické vy-
Setfeni embryi. Prenatalni diagnostika
muze narazit na etiku ukon¢ovani gra-
vidity v pfipadé vyskytu mutace v genu
DICER1 z dlivodu relativné nizké pene-
trance vyskytu malignich nadord.

Dalsi sledovani

Mezinarodni registr PPB svolal v kvétnu
2016 inaugura¢ni mezinarodni sym-
pozium DICER1 za Gc¢elem vypracovani
konsenzualniho testovani, sledovani
a doporuceni 1é¢by u pacientll s mu-
taci genu DICERT [2,9]. Uéastnici z ce-
Iého svéta se domlouvali na doporuce-
nich pro genetické testovani, prenatalni
[é¢bu a sledovani plicni, rendlni, gyneko-
logické, stitné zlazy, oftalmologie, oto-
laryngologie, nadorl centralniho ner-
vového systému a gastrointestindlnich
polypl. Riziko pro vétsinu novotvart
spojenych s DICERT syndromem je nej-
vy$si v raném détstvi a snizuje se v do-
spélosti. Primarni doporucené pfistupy
jsou individualni a zalozené na zobra-
zovacich metoddach. Tato doporuceni
pro testovani a sledovani odrazeji kon-
senzus odbornych posudkll a soucasné
literatury. Jak se vyzkum syndromu
DICERT1 rozsifuje, budou i nadéle aktuali-
zovany pokyny pro sledovéni a [é¢bu [2].

Doporuceni pro screening musi brat
v Uvahu typicky vék ndastupu, poten-
cialni pfinosy véasné detekce a rizika
a dostupnost screeningovych moda-
lit (napt. radiacni expozice, potreba cel-
kové anestezie u malych déti a pravdé-
podobnost falesné pozitivnich nalez).
Darazné se doporucuje individudlni pfi-
stup podle rodinné anamnézy. Kromé
sledovani zalozeného na zobrazovacich
metodach by jednotlivci a rodiny méli
byt pfi kazdé navstévé pouceni o moz-
nych ptiznacich stavl spojenych se syn-
dromem DICERT.

U téhotnych Zen, jejichZz plody jsou
ohrozeny patogenni zarode¢nou DICERT
variantou z mateiské nebo otcovské
strany, se doporucuje ultrazvuk (UZ) ve
3. trimestru, aby byly detekovany velké
plicni cysty, které mohou vyZadovat ¢as-
nou intervenci po porodu. Prenatalni UZ
ma také vyssi citlivost na cystické plicni
onemocnéni nez neonatdlni rentgenovy
(RT) snimek. Na zakladé zkusenosti z ji-
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nych stavl charakterizovanych cystic-
kymi plicnimi lézemi [2] vyZaduji cysty
pozorované na prenatalnim UZ sledo-
vani pocitatovou tomografii (computed
tomography — CT) i v pfipadé, ze je RT
hrudniku pfi narozeni normalni.

Déle je doporucen RT hrudniku pfi
narozeni pro vsechny déti s rizikem pa-
togenni varianty DICERT v zarodec¢né
linii, aby bylo mozné vysetfit velké
plicni cysty. U déti s potvrzenou mu-
taci DICERT genu by mélo byt prvni CT
hrudniku provedeno ve véku 9 mésic(,
nejlépe ve véku 3 az 6 mésicU, protoze
vyskyt PPB typu Il a Ill vzrista po jed-
nom roce véku. V pfipadé nepfitom-
nosti plicnich cyst/PPB vétsina jedincl
s mutacemi v genu DICERT detekova-
nymi v raném détstvi podstoupi pouze
dvé hrudni CT. Pokud je prvni CT hrud-
niku normdlni, bez zndmek cyst, doporu-
Cuje se nasledné CT hrudniku pfiblizné
ve véku 2,5-3 let, pfed dosazenim maxi-
mélniho vyskytu PPB. Pfi absenci radio-
grafickych nalezl se doporucuje stan-
dardni RT hrudniku kazdych 6 mésicl
od narozeni do 8 let véku a poté kazdo-
ro¢né od 8 do 12 let. VyuZiti rutinniho
sledovani RT nebo CT v dospivani a do-
spélosti neni znamo, a proto se nedopo-
rucuje. V soucasné dobé CT nabizi vyssi
uroven citlivosti pro detekci cystickych
plicnich 1ézi, které nelze dosahnout sa-
motnym RT. Pfi provadéni CT by mély byt
zahrnuty techniky minimalizace ozéfeni.
Vzhledem k tomu, Ze jsou vyvinuty nové
metody magnetické rezonance, které na-
konec umozni detekci malych cystickych
[ézi, mél by byt zvaZzen pfechod na ne-ra-
diaci obsahujici prafezové zobrazeni. Pfi
nélezu plicni cysty na zobrazovacich vy-
Setfenich se déle postupuje individudlné
dle véku postizeného, klinického stavu,
moznosti resekce a dalSich faktort [2,9].
Vzdy se konzultuje onkolog a chirurg.

Dalsim castym nadorem spojenym se
syndromem DICER1 je cysticky nefrom,
Wilmsdv tumor, anaplasticky sarkom
ledviny ¢i rendIni karcinom. Afekce se
¢asto vyskytuji oboustranné. Je doporu-
¢en UZ bficha v détstvi v dobé prvniho
CT hrudniku a kazdych 6-12 mésict do
véku nejméné 8 let. Ro¢ni UZ po 8 le-
tech véku muze byt zvazovan do 12 let
véku na zdkladé rodinné anamnézy.
Normalni UZ a/nebo resekce cystického

Obr. 1. Ultrazvukové vysetreni pacientky z kazuistiky 1 - folikularni karcinom stitné
zlazy, pT1 NO MO.

nefromu v raném détstvi predpovida
nizsi pravdépodobnost pozdéjsi rendlni
malignity [9].

Vzhledem ke zvySenému riziku vzniku
uzld stitné zlazy a karcinomu Stitné Zlazy
se doporucuje prvni UZ nejpozdéji ve
véku priblizné 8 let a pak kazdé 2 az
3 roky nebo podle aktudlniho klinického
stavu (zvétdeni stitné zlazy, uzly stitné
Zlazy nebo perzistentni cervikalni lymfa-
denopatie, potize s polykanim atd.). U je-
dinc(, u kterych byla diagnostikovana
jind afekce spojena s DICER1 syndro-
mem (napf. PPB, pineoblastom, cys-
ticky nefrom), by mél byt v dobé sta-
noveni diagnézy proveden zakladni UZ
stitné Zlazy. VSechny uzly stitné Zlazy by
mély byt vysetfeny aspiraci jemnou jeh-
lou s cytopatologickym vysetfenim [2,9].
Opét se fidime rodinnou anamnézou.

Zatim nejsou presna doporuceni pro
screeningova vysetfeni pro vyskyt na-
dort zenskych pohlavnich organd (na-
dory ze Sertoliho-Leydigovych bunék,
gynandroblastomy, botryoidni rabdo-
myosarkom ¢ipku, pfip. dalsi). Pacientky
musi byt peclivé pouceny o pfizna-
cich jmenovanych nador( (bfisni ¢i pa-
nevni bolest, hmatna rezistence, virili-

zace, predcasnd puberta, nepravidelnost
menstruacniho cyklu, vagindlni krvaceni
u prepubertalnich divek). Standardné se
provadi UZ bricha kazdych 6-12 mésict
v pribéhu celého détstvi spolu s vyset-
fenim ledvin (viz vy3e), déle pak UZ bfi-
cha 1krat ro¢né a pravidelna gynekolo-
gickd vysetieni v¢. transvaginalniho UZ
kazdych 6-12 mésicl v pribéhu celého
adultniho véku [9]. Vzhledem k tomu,
Ze dobte diferencované formy nadorfi
ze Sertoliho-Leydigovych bunék se vy-
skytuji ve vsech vékovych kategoriich
a jsou velmi vzacné, je doporucovano,
aby vsichni pacienti s témito nadory byli
odeslani na genetické pracovisté za uce-
lem vysetfeni genu DICER].

Vzhledem k vzdcnému vyskytu na-
dord hypofyzy a pineoblastomu i v pod-
minkach spojenych se syndromem
DICER1 zUstava uloha preventivni mag-
netické rezonance u asymptomatickych
jedincd kontroverzni. V pfipadé vyskytu
pfiznakl intrakranidlnich nadort (Cush-
inglv syndrom, diabetes insipidus, pfi-
znaky zvyseného intrakranialniho tlaku,
zvraceni, letargie, neurologické zmény,
oftalmoplegie aj.) je doporuceno provést
magnetickou rezonanci mozku [2,9].

Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 2): 25123-2512
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(] Ll e 1

Obr. 2. Vysetieni pacientky z kazuistiky 2. A. Rentgen hrudniku. B, C. Pocitacova tomografie plic - pleuropulmonalni blastom v dobé

stanoveni diagnézy.

Obr. 3. Po¢itacova tomografie bficha pacientky z kazuistiky 3 - cysticky nefrom pravé
ledviny.

V pfipadé nové vzniklého strabizmu,
leukokorie ¢i poruchy vizu je také vhodné
provést oc¢ni vysetieni v¢. vysetieni oc-
niho pozadi. Pravidelnd o¢ni vysetfeni se
doporucuji individudlné. Pfi gastrointes-
tindlnich potizich je také dobré myslet
na castéjsi vyskyt gastrointestinalnich
polypl spojenych s timto syndromem,
indikace endoskopickych vysetfeni se
fidi klinickymi pfiznaky [9].

Podrobnéjsiinformace jsou k dispozici
na internetovych strankdch Mezinarod-
niho registru PPB [10] nebo v pokynech
pro Evropskou skupinu velmi vzacnych
nadorG [11].

Kazuistika 1

Zena ve véku 22 let byla odeslana do ge-
netické poradny o3etfujicim gynekologem
po operaci myomu délohy v kvétnu 2016.
Z anamnézy pfi genetickém vysetfeni vy-
plynulo, ze byla ve 3 letech operovana pro

cystu ledviny, histologicky se jednalo o cys-
ticky nefrom.Vroce 2007 (ve 12 letech) byla
Ié¢ena na Klinice détské onkologie (KDO)
FN Brno pro botryoidni rabdomyosarkom
délozniho ¢ipku, IRS (Intergroup Rhabdo-
myosarcoma Studies) skupina II, probéhla
operace, reoperace a systémova chemote-
rapie.V roce 2014 (v 19 letech) ji byl zjistén
invazivni folikularni karcinom stitné zlazy,
lokalizovana nemoc (obr. 1). Absolvovala
totélni thyreoidektomii a |é¢bu radiojo-
dem. V soucasnosti se citi zdravd, uvadi
normalni Zivotospravu, koufi tfi cigarety
za den. Genealogie zcela bez onkologické
zatéze.

Vzhledem kanamnéze a klinice bylo indi-
kovéano vysetieni CZECANCA (NimbleGen
SeqCap EZ Choise Cancer Panel). Byla na-
lezena mutace v genu DICERT - sestfihova
varianta ¢.4051-1G>T (NM_177438.2). Tato
varianta nebyla dosud popséna v databa-
zich ClinVar, LOVD ani HGMD, proto byla

ovérena a potvrzena analyzou ribonuk-
leové kyseliny. Varianta se nachazi ve vy-
soce konzervovaném misté rozpoznava-
ném sestfihovym komplexem, je proto
pravdépodobné, ze mlze zpUsobovat
nizsi afinitu sestfihového komplexu k se-
stfihovému mistu, které nasledné nemusi
byt timto komplexem rozpoznano. Tfi pre-
dikéni programy (MaxEnt, NNSPLICE a SSF)
se shoduiji, Ze s nejvyssi pravdépodobnosti
dojde ke ztraté akceptorového mista v in-
tronu 21 a nasledné tak dojde k vynechani
exonu 22. Vzhledem k prodélanym malig-
nitdm jsme vyhodnotili variantu jako IARC
(Mezindrodni agentura pro vyzkum rako-
viny) - class 4, pravdépodobné patogenni.

Pacientka byla o diagnéze informo-
vana, bylo ji doporuceno preventivni sle-
dovani a dovysetieni pokrevnich ¢len(
rodiny v riziku, tj. bratrd a rodi¢d. Vzhle-
dem k negativni genealogii je mozno
uvazovat o mutaci de novo, segregace
nalezené varianty vsak nebyla prove-
dena pro nespolupraci rodiny.

Déle ji byla vysvétlena moznost preim-
planta¢ni genetické diagnostiky embryi
v pfipadé planovani rodiny. Zda bude do-
drZzovat preventivni opatfeni a doporu-
¢eni a v pfipadé planovani gravidity pod-
stoupi preimplantacni genetické vysetieni
embryi, nenijasné. Zatim si totiz pacientka
zavaznost diagndzy nepfipousti.

Kazuistika 2

Dalsi kazuistika popisuje divku narozenou
v roce 2008. Perinatalni anamnéza je ne-
gativni. Do 2 let nebyla divka vyznamné
nemocna. Ve 2 letech byla hospitalizo-
véna pro dusnost na pediatrické klinice.
Zéakladni klinické i biochemické vyset-
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feni bylo negativni. Bylo provedeno rent-
genové vysetieni srdce a plic a zjistén
pneumotorax vpravo, byl zaveden hrudni
drén na aktivni sani. Pro pretrvavajici dus-
nost bylo provedeno CT vySetieni — prava
plice ¢astecné zkolabovana, na visceralni
pleuru nasedal nehomogenné se sytici
nador (obr. 2). Jako vedlejsi ndlez byla ven-
tralné od hilu levé ledviny detekovéna ku-
lovita cystoidni formace. Probandka byla
preloZzena na KDO. Na zakladé radiologic-
kého nalezu a véku bylo vyjadieno pode-
zfeni na PPB.V ¢ervnu 2010 probéhla tho-
rakoskopicka parcialni resekce nadoru.
Histologicky byl potvrzen PPB, typ Il. Divka
absolvovala systémovou protinadorovou
Ié¢bu a dosahla prvni kompletni remise.
V roce 2017 bylo cystické lozZisko pravé
ledviny biopticky verifikovano jako cys-
ticky nefrom. Vzhledem k soubéhu PPB
a cystického nefromu bylo vysloveno po-
dezfeni na syndrom DICER1. Divka byla
zaroven sledovdna pro uzly ve §titné Zlaze
—ve FN Motol probéhla v ¢ervnu 2017 bio-
psie a byl potvrzen folikularni karcinom
stitné zlazy. Nyni je pacientka po totdlni
thyreoidektomii a 1é¢bé radiojodem. Pro-
grese cystického nefromu v pravé ledviné
s destrukci parenchymu si vynutila pra-
vostrannou nefrektomii. V lednu 2018 byl
zjistén nalez vicecetnych cystickych
nefromu v solitarni levé ledving, pro které
je v soucasné dobé lécena experimentalni
biologickou Ié¢bou (MTOR inhibitory). Pri
dalsi progresi je pacientka v riziku levo-
stranné nefrektomie a kandidatkou na-
sledné transplantace ledviny.
Sangerovym sekvenovanim byla na-
lezena sestfihova varianta c.2889-2A>G
(NM_177438.2) na hrani¢nim misté 16.
a 17. exonu genu DICERT v heterozygotni
formé. Tato varianta nebyla v databazich
dosud popsana. Nachazi se ve vysoce
konzervovaném misté rozpoznavaném
sestfihovym komplexem. Podle predik¢-
niho programu Sroogle varianta prav-
dépodobné zplsobuje nizsi afinitu se-
stfihového komplexu k akceptorovému
mistu v intronu 16, a nasledné tak mlze

dojit k vynechani exonu 17 genu DICERT.
Varianta byla klasifikovana jako IARC -
class 4, pravdépodobné patogenni.

Z genealogie plyne, ze sestra matky
méla diagnostikovan ve 37 letech kozni
melanom a otec matky mél tumor led-
viny (blize nespecifikovany). Jinak je ro-
dina bez onkologické zatéze.

Bylo provedeno vysetieni rodicd.
Ani jeden z rodi¢l uvedenou variantu
v genu DICERT nepfendsi. Jedna se tedy
0 mutaci de novo.

Kazuistika 3
Posledni kazuistika popisuje pfipad 2leté
divky. Perinatalni anamnéza nebyla spo-
jend s patologii. Do 2 let pacientka prodé-
lala pouze bézné infekty. Ve 2 letech byla
hospitalizovana pro respira¢ni febrilni in-
fekt. V komplexnim vysetfeni byla proka-
zana hematurie a leukocyturie, klinicky
byl stav vyhodnocen jako zdnét moco-
vych cest, a proto byla nasazena antibio-
tika, celkovy stav pacientky se poté zlepsil.
Po propusténi byla divka odeslana ke sle-
dovani do nefrologické ambulance. Zde
byl v lednu 2018 proveden UZ bficha a byl
zjistén multicysticky utvar ledviny vpravo.
Pacientka byla odeslana na KDO. Po vstup-
nim stagingu byla na zakladé radiologic-
kého obrazu a velikosti loZiska indikovana
primarni nefrektomie (obr. 3). Histologicky
se jednalo o benigni cysticky nefrom. Ad-
juvantni onkologicka Ié¢ba nebyla indiko-
vana, divka je dale sledovana v ambulanci
KDO. Vzhledem k charakteru nadoru bylo
vysloveno podezieni na syndrom DICER1.

Sangerovym sekvenovénim byla na-
lezena nonsense varianta ¢.2534T>A/p.
L845* (NM_177438.2) v 16. exonu genu
DICER1 v heterozygotnim stavu, ktera
ma za nasledek vznik predc¢asného ter-
minac¢niho kodonu a nasledné tak vznik
proteinu s pozménénou strukturou
a funkci. Varianta nebyla dfive popsana.
Klasifikovana byla jako IARC - class 4,
pravdépodobné patogenni.

Genealogie je bez vyznamné onkolo-
gické zatéze, pouze dédecek ze strany

matky mél nador prostaty a tlustého
stifeva v pokrocilém véku.

Segregace mutace v rodiné nebyla pro
nespolupraci rodiny provedena.

Zavér

Syndrom DICER1 je predispozi¢ni nado-
rovy syndrom, pro ktery jsou charakteri-
stické urcité typy malignich nadord, ale
i benignich dysplazii s velmi variabilnimi
pfiznaky. Vétsina jedincl s patogennimi
zarodecnymi variantami genu DICERT je
nastésti zdrava nebo ma pouze benigni
typ nadoru, pfesto je vhodné tyto pa-
cienty pravidelné sledovat.V pfipadé vy-
skytu uvedenych typ( nédorl je dobré
na tento syndrom myslet.
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Lynparza, jako udrzovaci lécba, prokazala vyznamné prodlouzeni PFS (11,2 vs. 4,3 més.; HR=0,18; 95% IS 0,10-0,31; P<0,00001)
u pacientek s relabujicim karcinomem vajecniku s BRCA mutaci citlivym na Ié¢bu platinou.’

Otestujte kazdou svou pacientku s karcinomem vajecniku® na pfitomnost mutace BRCA a najdéte tu, ktera bude mit uzitek z IéCby pfipravkem Lynparza.
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nebo v nddoru) ndchylnosti k rakoviné prsu (BRCA) musi byt u pacientky potvrzena pfed zahdjenim Iécby pfipravkem Lynparza. Doporucend davka pfipravku LynparzaJe 400 mP (0sm tobolek)
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bolest horni asti bricha a zvy3eny kreatinin v krvi. Jako méné casté bylg zaznamendny lymfopenie, hypersenzitivita a dermatitida. Zvlastni opatfeni pro uchovavani: Uchovavejte v chladnicce
(2°C-8 °C). Chrarite pfed mrazem. Veskeré tobolky, které zmrzly, musi byt zlikvidovany. Pfipravek Lynparza tobolky lze uchovavat az 3 mésice pfi teploté do 30 °C. Po této dobé musi byt tobolky
zlikvidovany. Doba pouzitelnosti: 2 roky. Baleni pripravku: Plastova HDPE lahvicka s détskym bezpecnostnim uzdvérem obsahujici 112 tvrdych tobolek. Baleni obsahuje 448 tobolek (4 lahvicky
golzu tobolkg%%)hl)or%gtﬁg Irozhodnuti o registraci: AstraZeneca AB, SE-151 85 Sddertalje, Svédsko. Registracni cislo: EU/1/14/959/001. Datum revize textu SPC: 26. 7. 2018. Referencni ¢islo
okumentu: .

Vydej Iécivého pripravku vazan na Iékafskx predpis. Pfipravek je hrazen z prostiedki verejného zdravotniho pojisténi. Predtim, nez pripravek predepiSete, prectéte si pozorné tplnou informaci
o pripravku, kterou naleznete na adrese: AstraZeneca Czech Republic s. r. 0., U Trezorky 921/2, 158 00 Praha 5, tel.: +420 222 807 111, fax: +420 227 204 748, na www.astrazeneca.cz nebo
na webovych strankach Evropské agentury pro lécivé piipravky http://www.ema.europa.eu/.

Registrovand ochrannd zndmka LYNPARZA je majetkem AstraZeneca plc. ~ © AstraZeneca 2018

* high-grade serdzni epitelidni nador vajecniku, vejcovodu, nebo primarné peritonedini

Literatura: 1. Ledermann J et al. Olaparib maintenance therapy in patients with platinum-sensitive relapsed serous ovarian cancer: a preplanned re- c
trospective analysis of outcomes by BRCA status in a randomised phase 2 trial. The Lancet Oncology [online]. 2014, vol. 15, issue 8, s. 852861 [cit.

2015-04-03]. DOI: 10.1016/51470-2045(14)70228-1. AstraZeneca ?
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