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Suhrn

Vychodiskd: Lynchov syndrém (LS) je autozomédlne dominantné dedi¢né ochorenie, ktoré sa
prejavuje zvysenim rizika vzniku nadorovych ochoreni, a to predovsetkym kolorektédlneho
a endometridlneho karcinému. Neddvne $tudie preukazali aj asocidciu medzi LS a nadoro-
vym ochorenim prsnika. Cielom tejto studie je poukdazat na mozny vyskyt pritomnosti mutdcii
v génoch asociovanych s LS u pacientov s rakovinou prsnika a na potrebu zahrnut vysetrenie
Lynch asociovanych génov u pacientov s familidarnym a opakovanym vyskytom rakoviny prs-
nika ako aj s vyskytom dalsich Lynch asociovanych nadorovych ochoreni. Materidl a metody:
Analyzovali sme vzorky nadorového tkaniva od 78 pacientov s primarnym nadorom prsnika.
U pacientov sme analyzovali panel génov asociovany s rizikom vzniku rakoviny prsnika, pricom
sme sa v rdmci nasej Studie sustredili primarne na vyskyt mutacii v mismatch-repair génoch.
DNA izolovana z nddorového tkaniva bola sekvenovana pomocou metédy sekvenovania novej
generacie (next generation sequencing — NGS) a podrobena analyze pomocou néstroja Inge-
nuity Variant Analysis. Na potvrdenie zarodo¢nej mutdcie sme vysetrili krvnu vzorku pacientky
pomocou NGS. Vysledky: V ramci nasej analyzy sa nam v nadorovom tkanive prsnika podarilo
identifikovat variant v géne PMS2 u jednej pacientky. Pritomnost mutacie naznacuje, Ze vznik-
nuté nadorové ochorenie moze byt nasledkom LS. Z hladiska patogenity sa jednalo o pravde-
podobne patogénny variant, nakolko sme odhalili deléciu v exdnovej oblasti, ktord viedla k fra-
meshift mutacii. Navyse sme identifikovali aj jednonukleotidové patogénne varianty v génoch
TP53 a PIK3CA. Pre definitivne stanovenie diagndzy LS u pacientky sme vy3etrili krvnt vzorku,
kde sme tiez identifikovali mutaciu génu PMS2. Zdver: LS je u mnohych Lynch asociovanych na-
dorovych ochoreni poddiagnostikovany. V pripade familidrneho vyskytu rakoviny prsnika a dal-
Sich Lynch asociovanych génov je vsak dolezité mysliet aj na moznu diagnoézu LS a v pripade,
Ze pacient spifia diagnostické kritéria, uskuto¢nit aj genetické vysetrenie Lynch asociovanych
génov.
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PILOTNA ANALYZA MUTACII GENOV ASOCIOVANYCH S LYNCHOVYM SYNDROMOM

Summary

Background: Lynch syndrome (LS) is an autosomal dominant inherited disorder which causes an increased risk of cancer, especially colorectal
and endometrial carcinomas. Recent studies have shown an association between LS and breast cancer as well. The aim of our study is to high-
light the possible presence of mutations in genes associated with LS in patients with breast cancer and the need to include the examination of
Lynch-associated genes in patients with a family history of breast cancer as well as in patients with recurrent breast cancer, as well as with the
occurrence of other Lynch-associated cancer. Materials and methods: We analyzed tumor tissue samples from 78 patients with primary breast
cancer. Our samples were tested with a gene panel associated with the risk of developing breast cancer, while in our study we focused primarily
on the occurrence of mutations in mismatch-repair genes. DNA isolated from tumor tissue was sequenced using next generation sequencing
(NGS) and analyzed using the Ingenuity Variant Analysis tool. To confirm the germline mutation, we examined the patient’s blood sample using
NGS sequencing. Results: As a result of our analysis, we managed to identify a mutation in the PMS2 gene in one patient’s breast tumor tissue. The
presence of this mutation indicates that the resulting cancer may be a consequence of LS. As for pathogenicity, this was probably a pathogenic
variant, as we detected deletions in the exon region, which led to frameshift mutation. Moreover, we also identified single-nucleotide pathogenic
variants in the TP53 and PIK3CA genes. To definitively establish the diagnosis of LS in the patient, we examined a blood sample, where we also
identified a mutation of the PMS2 gene. Conclusion: LS is underdiagnosed in many Lynch-associated cancers. However, in the case of a familial
occurrence of breast cancer and other Lynch-associated genes, it is important to think about a possible diagnosis of LS and, if the patient meets

the diagnostic criteria, to carry out a genetic examination of Lynch-associated genes.
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Uvod

Lynchov syndrom

Lynchov syndrém (LS) je autozomalne
dominantné dedi¢né ochorenie, pri
ktorom je typicky pozorovana zarodoc¢na
mutdcia v tzv. Lynch asociovanych gé-
noch MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2 nazy-
vanych mismatch-repair (MMR) gény.
Tie su zodpovedné za reparaciu chybne
v¢lenenych nukleotidov a tiez malych in-
zercii a delécii, vznikajlcich pocas repli-
kacie DNA [1]. To vedie k hromadeniu
mutacii v gendme MMR deficientnych
buniek, pricom k najvyraznejsiemu pre-
javu dochddza v kratkych repetitivnych
sekvencidch DNA tvoriacich tzv. mikro-
satelity [2]. Mutacie MMR génov su aso-
ciované so signifikantne zvySenym rizi-
kom vzniku kolorektalneho karcinému
(colorectal cancer - CRC) a endometridl-
neho karcindmu (endometrial cancer -
EC). Okrem toho mutéacie v MMR génoch
vedu aj k zvySenému riziku vzniku na-
dorov vajecnikov, tenkého creva, uro-
telu, obliciek, mozgu, pecene, ZI¢ovych
ciest a zaludka, ktoré spolo¢ne nazy-
vame aj nadory asociované s LS [3].

Asociacia LS s rakovinou prsnika

Niektoré Studie preukazali aj asociaciu
medzi rakovinou prsnika a LS. Retrospek-
tivna Studia od Roberts et al zroku 2018,
poukdazala na prepojenie medzi Lynch
asociovanymi génmi MSH6 a PMS2 a rizi-
kom vzniku rakoviny prsnika.V studii boli
analyzované vzorky od vyse 50 000 pa-

cientok, medzi ktorymi detegovali mu-
taciu v MMR génoch u 423 z nich, pri-
¢om vyse 25 % z nich (107/423) malo
pocas zivota rakovinu prsnika. V rdmci
tejto studie boli najcastejSie objavené
mutacie v uz spominanych génoch
MSH6 (33,1 %) a PMS2 (29,3 %) [4]. Tak-
tiez retrospektivna studia od Schwartz
et al (2022) dokazala etiologické prepo-
jenie medzi deficienciou MMR mecha-
nizmu a vznikom rakoviny prsnika. Stu-
dia analyzovala vyse 20 000 pacientov
oboch pohlavi s nadorovym ochore-
nim, identifikovanych bolo 272 pacien-
tov s LS, pricom 5 % z nich boli pacientky
s nadorovym ochorenim prsnika [5].
Vzhladom na skutocnost, ze LS sa naj-
Castejsie prejavuje vznikom kolorektal-
neho a endometridlneho karcinomu,
uskuto¢nuje sa skrining deficiencie
MMR génov najbeznejsie u pacientov
postihnutych CRC a EC, v niektorych kra-
jindch dokonca u vsetkych pacientov,
zatial' ¢o skrining LS pri dalSich Lynch
asociovanych nadorovych ochoreniach
sa v klinickej praxi rutinne nevykonava.
To méze viest k poddiagnostikovaniu
LS pri jednotlivych typoch nadorovych
ochoreni. [4]. Prevalencia LS v popula-
cii sa odhaduje priblizne 1 : 279 jedin-
cov. U pacientov sa méze toto ochorenie
prejavit niektorym z Lynch asociovanych
nadorovych ochoreni [6]. Z mnohych
studii vyplyva, Ze zatial ¢o pri CRC su po-
zorované mutdcie prevazne v génoch
MLH1 a MSH2, so zvySenim rizika rako-

viny prsnika su asociované najma muta-
cie génov PMS2 a MSH6 [4].

Vyznam diagnostiky LS u pacientov

s rakovinou prsnika

Podla celosvetovej Statistiky GLOBO-
CAN 2020 uverejnenej Medzinarodnou
agenturou pre vyskum rakoviny, ktora
vypracovdva Statistiky incidencie a mor-
tality nadorovych ochoreni je rakovina
prsnika pri vyse 2,25 miliéna novodia-
gnostikovanych pripadoch z hladiska
incidencie na prvom mieste. Z hladiska
mortality nadorovych ochoreni sa rako-
vina prsnika nachddza celosvetovo na
piatej priecke a tvori pri celkovom pocte
necelych 685 tisic, takmer 7 % z celko-
vého poctu Umrti na nddorové ochore-
nia [7]. Vzhladom na celosvetovy narast
incidencie aj mortality rakoviny prsnika
stoji urcite za zmienku vyskum muta-
cii Lynch asociovanych génov u pacien-
tok s anamnézou spliiajlcou kritéria pre
jeho diagnostiku. Problémom vsak ¢asto
byva skutoc¢nost, Ze pre nedostatok ¢asu
nie je u pacientok s rakovinou prsnika
zistovana rodinnd anamnéza dostato¢ne
aj so zretelom na vyskyt inych nadoro-
vych ochoreni. Pritom uZ len samotnd
hereditarna forma rakoviny prsnika byva
v nezanedbatelnom mnozZstve zaprici-
nena LS, na ¢o poukazuje studia autorov
Nikitin et al (2020), kde bolo v rdmci po-
zorovanej skupiny 711 pacientok s here-
ditarnou formou nadorového ochorenia
prsnika identifikovanych az 32 pacien-
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tok s patogénnym alebo pravdepo-
dobne patogénnym variantom MMR
génov [8]. Rozhodli sme sa preto v rdmci
nasej analyzy mutacného profilu zo vzo-
riek nddorového tkaniva prsnika od
78 slovenskych pacientok s potvrdenym
primarnym nadorovym ochorenim prs-
nika zamerat aj na pilotny vyskum pri-
tomnosti mutacii v MMR génoch.

Material a metédy

Tato Studia bola schvédlena Nezavislou
etickou komisiou Narodného onkolo-
gického ustavu na Slovensku (Bratislava,
Slovenska republika). Pred zaradenim do
studie bol od kazdého ucastnika ziskany
pisomny informovany suhlas.

V rdmci nasho vyskumu sme pouzili
tkanivo primarneho nadoru prsnika od
78 pacientok s primarnym nadorom prs-
nika, ktoré boli sucastou studie autorov
Mego et al (2020) [9], odobraté pocas
operdacie a nasledne uskladnené v teku-
tom dusiku. Jednalo sa o ndhodny subor
pacientok s nadorovym ochorenim prs-
nika v stadiach I-lll, ktoré boli ochotné
zUcastnit sa na Studii, pricom pacientky
podstupili diagnostické vysetrenia pre
vylucenie pritomnosti vzdialenych me-
tastdz. Zmrazené nadorové tkanivo sme
homogenizovali v trecich miskach po-
mocou maziara. Nasledne sme z buniek
izolovali DNA pomocou kitu DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen) podla proto-
kolu uvadzaného vyrobcom. Na vychy-
tanie a obohatenie Usekov nami vybra-
nych analyzovanych génov, ktoré sme
zvolili na zaklade najvyznamnejsej kli-
nickej relevancie v suvislosti s rakovinou
prsnika podfa Lawrence et al [10], sme
pouzili kit SureSelect®T (Agilent Techno-
logies), pricom sme postupovali podla
pokynov udévanych vyrobcom. Na&-
sledne sme vytvorili DNA kniznicu vyuzi-
tim SureSelect & Target Enrichment Kit
(Agilent Technologies) na pripravu kniz-
nic podla protokolu pre lllumina Multi-
plex sekvenovanie. Findlne kniznice sme
nariedili na koncentraciu 13-20 pmol/I.
Na sekvenovanie sme vyuzili MiSeq
reagent Kit v3 150 cycles (lllumina). Ci-
tania ziskané NGS sekvenovanim boli
nasledne namapované na ludsky refe-
rencny gendém, pricom oblasti, v kto-
rych boli sekvenovanim zistené varianty
boli anotované a filtrované pomo-

8%

N
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CDKN1B, GNPTAB,
KRAS, PIK3R1, PMS2)

BRCA2 (5)
M CDH1(5)
B GATA3 (5)
B RUNXT (4)
M PTEN (3)
W ATM (2)
M BRCAT(2)
M BRIPT (2)
M NF1(2)

J

Graf 1. Frekvencia a konkrétne typy génov, v ktorych sme identifikovali patogénne
a pravdepodobne patogénne varianty v nami vySetrovanom subore pacientov.

cou nastroja Ingenuity Variant Analy-
sis (Qiagen), priom sme sa zamerali na
Lynch asociované gény MLH1, MSH2,
MSH6 a PMS2. Identifikované patogénne
a pravdepodobne patogénne varianty
sme verifikovali vizualizaciou pomocou
nastroja Integrative Genomics Viewer
(Broad Institute). Vzorku pacientky
¢. 63, v ktorej sme identifikovali mutéciu
v géne PMS2 sme nasledne podrobili aj
analyze DNA izolovanej z periférnej krvi
aby sme zistili, ¢i sa jedna o zdrodocnu
mutaciu. DNA sme izolovali pomocou
kitu DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)
podla protokolu uvadzaného vyrobcom.
Nasledne sme amplifikovali vybrany
fragment génu PMS2 pomocou nami na-
vrhnutého paru primerov (forward: CAG-
GAGTATGCCAAAATGGTCCAGGTCTTA-
CATG, reverse: GGGCCATCTGCGGTAGA
CTTCTGTAAATG) pomocou kitu na long
range plymerase chain reaction (PCR):
LA PCR Kit, Version 2.1 pricom sme po-
stupovali podla pokynov udévanych vy-
robcom. Kniznicu sme vytvorili vyuzitim
Nextera XT DNA Library Preparation Kit
a fragment sme nésledne osekvenovali
pomocou Illlumina NextSeq 2000 podla
pokynov vyrobcu a ¢itania boli namapo-
vané na ludsky referen¢ny geném a vi-
zualizované pomocou nastroja Integra-
tive Genomics Viewer.

Vysledky

Pri analyze variantov nachadzajucich
sa v nddorovom tkanive sme detego-
vali mnozstvo mutacii v génoch aso-
ciovanych so vznikom rakoviny prsnika
(graf 1). Zo suboru sme museli vylu-
Cit 6 vzoriek v désledku nedostatocnej
kvality DNA pre analyzu. Nasim hlav-
nym ciefom bolo zamerat sa na detekciu
mutacii asociovanych s LS, teda na zak-
lade vysledkov z publikdcie od Roberts
et al (2018) iSlo predovsetkym o muta-
cie v génoch MSH6 a PMS2 [4]. V géne
MSH6 sa nam nepodarilo v skimanych
vzorkach identifikovat ani jednu muta-
ciu. Podarilo sa ndm detegovat mutdciu
v géne PMS2 u pacientky ¢. 63. Identifi-
kovana mutécia v géne PMS2 bola de-
lécia v exénovej oblasti a viedla k fra-
meshift mutacii (tab. 1). Na zaklade
ziskanych dat zo sekvenovania DNA,
program Ingenuity Variant Analysis vy-
hodnotil identifikovany variant z hla-
diska patogénnosti ako pravdepodobne
patogénny.

Okrem variantu identifikovanom
v géne PMS2 u pacientky ¢. 63 sme de-
tegovali aj variant v géne TP53, pri-
¢om sa jednalo o nonsense mutdciu
(tab. 1). Identifikovany variant vyhod-
notil program Ingenuity Variant Analysis
z hladiska patogénnosti ako patogénny.
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U pacientky ¢. 63 sa nam tiez poda-
rilo identifikovat patogénny variant
v géne PIK3CA, ktory sa nachadzal v ob-
lasti exdnu. Konkrétne sa jednalo o tran-
skripény variant c.3140A>G, ktory za-
pri¢inil missense mutaciu, konkrétne
zamenu histidinu za arginin (tab. 1).

Pritomnost zarodo¢nej mutacie génu
PMS2 sme potvrdili ndslednym vysSetre-
nim krvnej vzorky pacientky.

Diskusia

Uroven diagnostiky LS

Hoci nddorové ochorenie prsnika ne-
patri v pripade LS k tym najcastejSim,
je urcite potrebné poukazat na fakt, ze
v pripade pacientov, u ktorych ma rako-
vina prsnika familidrny vyskyt, moze byt
tento zapric¢ineny aj mutaciou v Lynch
asociovanych génoch. Roberts et al
(2018) poukazali na zvySené kumula-
tivne riziko vzniku rakoviny prsnika u pa-
cientov s patogénnymi variantmi v gé-
noch MSH6 a PMS2 vo veku > 60 rokov
atoazna 31,1 resp. 37,7 % oproti odha-
dovanému riziku v beznej populdcii [4].

V pripade nami analyzovanych pa-
cientov sme sa nezameriavali na analyzu
pacientov s familidrnym vyskytom rako-
viny prsnika, nakolko sme sa snazili de-
tegovat vyskyt tychto mutacii v beznej
vzorke pacientov s rakovinou prsnika.
Cielom nasej prace bolo najma poukazat
na to, Ze pri analyze nahodnych vzoriek
pacientov s rakovinou prsnika sa mézu
vyskytnut mutacie v MMR génoch, ¢o
by si mali uvedomovat najma lekari pri
odoberani anamnézy u onkologického
pacienta, ktori rozhoduju o tom, ¢i bude
pacient zaslany na genetické vysetrenie.
U takejto pacientky sa pritom nemusi
jednat o familiarny vyskyt rakoviny prs-
nika, ale LS sa v danej rodine méze pre-
javovat sirsim spektrom Lynch asociova-
nych nadorovych ochoreni.

Hoci sa ndm podarilo v analyzova-
nej skupine pacientov identifikovat len
jednu pacientku s mutéaciou v Lynch
asociovanych génoch spojenych s ri-
zikom vzniku rakoviny prsnika, je po-
trebné upozornit na fakt, ze prave mu-
tacie v génoch MSH6 a PMS2 tvoria len
10 % mutécii MMR génov u vietkych pa-
cientov s LS a zvy3nych priblizne 90 %
mutdcii je lokalizovanych v génoch
MLH1 a MLH2 asociovanych prevazne

s rizikom vzniku CRC [3], ¢o znamen3,
Ze aj vyskyt rakoviny prsnika v suvislosti
s LS bude nizsi ako v pripade CRC. Hoci
by sa mohlo zdat, ze diagnostika LS u pa-
cientov s rakovinou prsnika nema Siroké
vyuZitie, vy$sie spomenuta studia od Ro-
berts et al (2018) poukazuje na fakt, ze
v $tudii s pacientmi, ktora sa nezameria-
vala na pacientov s rodinnym vyskytom
nadorovych ochoreni, bolo identifikova-
nych priblizne 0,85 % jedincov, ktori mali
aspon jednu mutaciu v MMR génoch [4].
Prave pomerne slabé povedomie
0 asociacii LS s menej ¢astymi nadoro-
vymiochoreniami vyskytujicimisa priLS
ma za nasledok, Ze sa diagnostika tohto
ochorenia u pacientov s rakovinou prs-
nika nerealizuje v potrebnom mnozstve,
hoci po podrobnom zistovani anam-
nézy by pacient splnal diagnostické kri-
téria a to najmd, ak by sa jednalo rodinnu
anamnézu vzhladom na vyskyt CRC
a EC. Suc¢asna diagnostika LS tak pre-
bieha najma u pacientov, u ktorych sa
aktudlne vyskytuje nadorové ochorenie,
najma CRC, a to hlavne v mladsom veku,
nez je priemerny vek nastupu ochore-
nia, pripadne, ak je v rodine viacero ¢le-
nov postihnutych naddormi asociova-
nymi s LS alebo v pripade, Ze je v rodine
postihnutych viacero generacii jednym
typom nadorového ochorenia [11].

Potencial diagnostiky LS

Vzhladom na potencial prevencie na-
dorovych ochoreni identifikdciou LS
u pacientoy, u ktorych sa este nadorové
ochorenie nevyskytlo sa viak toto ocho-
renie javi znacne poddiagnostikované.
Odhaduje sa, Ze len u 2 % pacientov tr-
piacich LS je toto ochorenie aj redlne
diagnostikované. Vcasna diagnostika
pritom moze pomoct aj pacientom
s nddorovym ochorenim podniknutim
krokov v prevencii rozvinutia dal3ich
Lynch asociovanych nadorovych ocho-
reni [12,13]. Pre tento uUcel je v3ak po-
trebné neustdle zvySovat povedomie
o LS medzi lekarmi. Prekazkou pri identi-
fikacii LS a postUpenie pacienta na gene-
tické testovanie je ¢asto nedostato¢nd
Uroven povedomia poskytovatelov zdra-
votnej starostlivosti o moznostiach ge-
netického testovania a tiez limitovany
cas, ktory mozu lekari pacientovi ve-
novat a ziskat detailnu rodinnd anam-

nézu [14]. KedZe LS je hereditarne ocho-
renie, diagnostikovanie tohto syndrému
u pribuznych pacienta moze vcasne
upozornit na zvysené riziko moznosti
rozvinutia nddorovych ochoreni, ktoré
predstavuje u pacientov s LS v niekto-
rych pripadoch az 80 % [12,13].

Pre spravnu diagnostiku je potrebné
vysetrit krvnu vzorku pacienta, vdaka
ktorej je mozné u pacienta potvrdit zaro-
do¢nu mutaciu MMR génov. Tento spo6-
sob diagnostiky patri medzi neinvazivne
diagnostické metédy a nepredstavuje
pre pacienta zvysenu fyzickd ani psy-
chicku zataz ako je tomu v pripade dia-
gnostiky pomocou biopsie pri uz vznik-
nutom naddorovom ochoreni.

Zaver

V ramci pilotnej analyzy sa ndm pomo-
cou NGS sekvenovania podarilo iden-
tifikovat spomedzi 78 vzoriek mutaciu
v géne PMS2 u jednej pacientky s ra-
kovinou prsnika. Jednalo sa o pravde-
podobne patogénny variant, ktory na
urovni proteinu viedol k frameshift mu-
tacii. Napriek tomu, Ze bol nami ana-
lyzovany pocet vzoriek len 78, pricom
sa nejednalo o pacientky, u ktorych by
bola potvrdend pozitivna rodinnd anam-
néza rakoviny prsnika, podarilo sa nam
identifikovat mutéciu v géne asociova-
nom s LS. Vzhladom na fakt, ze nadorové
ochorenie prsnika je najcastejsim z hla-
diska incidencie, bolo nasim cielom
najma poukazat na dolezitost vyhlada-
vania pacientov s LS, ¢o je vSak mozné
najmd po dokladnom anamnestickom
vySetreni a dostato¢nom povedomi le-
karov aj o menej ¢astych Lynch asocio-
vanych nadorovych ochoreniach.
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