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Abstrakt

Karcinom pankreatu (PDAC) patří mezi nádorová onemocnění s jednou z nejhorších

prognóz. Karcinom endometria (EC) je nejčastějším gynekologickým nádorovým

onemocněním. Genetické pozadí u nádorových onemocnění je vysoce heterogenní a liší se

mezi populacemi.

Vyšetřili jsme DNA 226 pacientů s PDAC a 527 pacientek s EC pomocí panelového

sekvenování nové generace. Cílové geny jsme rozdělili na hlavní predispoziční geny (11 pro

PDAC, 19 pro EC) a ostatní kandidátní geny. Pacientky s EC byly rozděleny do skupin na

základě splnění indikačních kritérií k zárodečnému genetickému testování. Použili jsme dvě

skupiny populačně specifických kontrol (kontroly bez nádorového onemocnění a populační

kontroly).

Zárodečné patogenní varianty (PV) v hlavních predispozičních genech byly nalezeny

u 18 (8,0 %) pacientů s PDAC. Nejčastěji mutovaným genem byl BRCA2 (50 % nosičů).

Signifikantně zvýšené riziko vzniku PDAC bylo u nosičů mutací v genech BRCA1

(OR = 10,4; p = 0,04), BRCA2 (OR = 6,4; p = 0,0009) a CHEK2 (OR = 17,5; p = 0,003).

Přítomnost mutace v genech podílejících se na procesech homologní rekombinace byla

spojena s lepší dobou přežití pacientů. U pacientek s EC byly zárodečné PV v hlavních

predispozičních genech nalezeny v 60 (11,4 %) případech. Nosičky mutací v genech

Lynchova syndromu (LS) měly významně zvýšené riziko EC (OR = 22,4; p =1,8×10-17).

Další geny asociované se zvýšeným rizikem vzniku EC byly BRCA1 (OR = 3,9; p = 0,001),

BRCA2 (OR = 7,4; p =0,002) a CHEK2 (OR = 3,2; p = 0,04). Nosičky mutací v LS genech

měly nižší věk diagnózy EC než pacientky bez mutace (51,0 vs. 61,4 let, p = 0,01). 28,3 %

nosiček PV v klinicky relevantních genech nebylo zachyceno současnými indikačními

kritérii ke genetickému testování.

Výsledky této práce ukazují význam genetického testování pacientů s nádorovými

onemocněními.

Klíčová slova: hereditární nádorová predispozice, duktální adenokarcinom pankreatu,

karcinom endometria, sekvenování nové generace, panelové sekvenování, zárodečné mutace



Abstract

Pancreatic adenocarcinoma (PDAC) has one of the worst prognoses out of all cancers

worldwide. Endometrial carcinoma (EC) is the most common gynecological cancer. Genetic

background of tumors is highly heterogenous and differs among populations.

We have analyzed DNA of 226 PDAC patients and 527 EC patients using panel next-

generation sequencing. Targeted genes were divided into main predisposition genes (11 for

PDAC, 19 for EC) and other candidate genes. EC patients were categorized based on

meeting the indication criteria for germline genetic testing. Two sets of population-matched

controls were used (controls with negative cancer history, and general population controls).

Germline pathogenic variants (PV) in main predisposition genes were identified in

18 (8.0%) PDAC patients. The most mutated gene was BRCA2 (50% of carriers). PDAC risk

was significantly elevated in carriers of PV in BRCA1 (OR = 10.4, p = 0.04), BRCA2

(OR = 6.4, p = 0.0009), and CHEK2 (OR = 17.5, p = 0.003). Germline mutations in genes

participating in homologous recombination processes were associated with improved overall

survival of patients. Among EC patients there were 60 (11.4%) carriers of PV in main

predisposition genes. Carriers of PV in Lynch syndrome (LS) genes had markedly elevated

risk of developing EC (OR = 22.4, p = 1.8×10-17). Other genes associated with higher EC

risk were BRCA1 (OR = 3.9, p = 0.001), BRCA2 (OR = 7.4, p = 0.002), and CHEK2

(OR = 3.2, p = 0.04). Carriers of LS gene mutations had lower age of EC onset than

non-carriers (51.0 vs. 61.4 years, p = 0,01). 28.3 % of PV carriers in clinically relevant genes

did not meet any indication criteria for germline genetic testing.

The results of this thesis emphasize the importance of genetic testing of patients

suffering from oncological disease.

Key words: hereditary predisposition to cancer, pancreatic ductal adenocarcinoma,

endometrial cancer, next-generation sequencing, panel sequencing, germline mutation
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1. Teoretický úvod

1.1. Nádorová onemocnění

Maligní nádory jsou genetická onemocnění charakterizovaná zejména svým

nekontrolovatelným růstem napříč okolními tkáněmi. Nádorová onemocnění tak činí bez

ohledu na výstavbový plán těla, v rámci něhož jsou jednotlivé buňky organismu

organizovány do funkčních celků (tkání, orgánů, orgánových soustav). Dodržení

výstavbového plánu je za běžných okolností zajištěno pomocí komplexní buněčné

signalizace, a to jak na lokální mezibuněčné úrovni, tak celotělové úrovni pomocí

hormonální regulace (Novotny et al., 2019). Samotné buňky tkání a orgánů jsou udržovány

v dynamické rovnováze mezi tvorbou nových buněk a zánikem buněk starých

(senescentních) či poškozených. Tato dynamická rovnováha se nazývá tkáňová homeostáza.

Maligní nádorová onemocnění vznikají, je-li tkáňová homeostáza porušena ve prospěch

přežívání a růstu (Novotny et al., 2019).

Aby buňka organismu prošla přeměnou v maligní nádorovou buňku, neboli aby

prošla maligní transformací, musí u ní dojít k selhání kontrolních mechanismů tkáňové

homeostázy. Mezi takovéto mechanismy patří regulace průběhu buněčného cyklu, limit

celkového množství mitóz, kterými může buňka procházet, nebo indukce buněčné smrti

(apoptózy). Selhání zmíněných kontrolních mechanismů je výsledkem porušení funkce

zúčastněných proteinů, typicky na základě změn v genech, které je kódují (Foretova et al.,

2022). Za iniciací maligní transformace buňky tak stojí postupná akumulace somatických

(v průběhu života získaných) mutací v buněčném genomu. V případě hereditárních

nádorových onemocnění k maligní transformaci přispívají i mutace zděděné. Mutace mohou

mít jak charakter záměn jednoho nukleotidu DNA nebo krátkých inzercí/delecí, tak i velkých

genomových přestaveb. Pro maligní transformaci jsou klíčová poškození funkce dvou

hlavních skupin genů: protoonkogenů, které kódují proteiny pozitivně ovlivňující buněčný

růst a přežívání, a tumor supresorových genů, které působí proti účinku prootonkogenů,

limitují tedy buněčné dělení, indukují apoptózu, případně rozpoznávají poškození DNA

a opravují je (Novotny et al., 2019).

Aby se protoonkogen změnil v onkogen a začal přispívat k procesu maligní

transformace, je u něho nutná aktivační mutace jedné jeho alely (Torry and Cooper, 1991).

Mutace v protoonkogenech tedy mají dominantní charakter. Zárodečné mutace
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v protoonkogenech se téměř nevyskytují, jelikož aktivovaný onkogen je přítomen ve všech

buňkách organismu od jeho zrodu (výjimkou jsou hereditární mutace v genech

tyrosinkinázových receptorů RET, MET a KIT) (Tovar and Graveel, 2017).

Aby tumor supresorový gen začal přispívat k maligní transformaci, je u něho potřeba

inaktivační mutace obou alel. Tento proces je známý jako Knudsonova teorie dvou zásahů

(Knudson, 1971). Mutace v tumor supresorových genech se tedy na buněčné úrovni chovají

recesivně. Naprostá většina dědičných mutací predisponujících k nádorovým onemocnění se

tak nachází právě v tumor supresorových genech.

V roce 1997 Kinzler a Vogelstein navrhli dvě kategorie tumor supresorových genů

podle jejich funkce (Kinzler and Vogelstein, 1997). První jsou tzv. gatekeeper geny (někdy

překládány jako strážné geny), které se přímo účastní regulace proliferace. Typickými

příklady takovýchto genů jsou TP53 nebo RB1. Inaktivace obou alel gatekeeper genů

přispívá přímo ke ztrátě kontroly nad buněčným dělením a k maligní transformaci. V případě

přítomnosti zárodečné mutace jedné alely stačí somatická inaktivace druhé, zpravidla

epigeneticky nebo v rámci velké přestavby. K nádorovému onemocnění tak dochází velice

brzy v životě nosiče mutace, typicky již během dětství (dědičný retinoblastom, Liův-

Fraumeniho syndrom). Riziko vzniku nádorů pro nosiče zárodečných mutací v těchto

genech je mnohonásobně zvýšeno (10-100×) (Foretova et al., 2022). Gatekeeper geny

a jejich role v maligní transformaci odpovídají Knudsonově teorii dvou zásahů. Oproti

gatekeeper genům stojí caretaker geny (někdy překládány jako správcovské), které

zodpovídají za integritu a stabilitu genomu. Typickými příklady caretaker genů jsou geny,

jejichž proteinové produkty se účastní DNA opravných drah. Inaktivace obou alel caretaker

genu nepřispívá přímo k maligní transformaci, ale zvyšuje šanci budoucího poškození jiného

genu, ať už protoonkogenu, nebo gatekeeper tumor supresorového genu. Nosiči zárodečných

mutací v caretaker genech vyvíjejí nádorové onemocnění až v dospělosti (Foretova et al.,

2022).

Mutace genomu lze rovněž rozdělit na tzv. „driver“ mutace, tedy mutace aktivně

podporující kancerogenezi, a „passenger“ mutace, které vznikají díky zvýšené nestabilitě

genomu, ale nemají přímý vliv na přežívání nádorové tkáně (Vogelstein and Kinzler, 2015).

Aby mohlo dojít k transformaci běžné buňky organismu v buňku maligního nádoru,

musí tato buňka postupně překonat jednotlivé bariéry kontrolních mechanismů a získat tak

charakteristické rysy nádorové buňky, takzvané „hallmarks of cancer“. Tyto typické rysy
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poprvé shrnuli Hanahan a Weinberg v roce 2000 a postupně je v dalších dvou publikacích

doplňovali o nové poznatky až do celkového počtu 14 rysů (Hanahan and Weinberg, 2000,

Hanahan and Weinberg, 2011, Hanahan, 2022). Přehled všech 14 charakteristických rysů je

na obrázku 1.

Mezi prvních šest charakteristický rysů, definovaných již v roce 2000, patří

udržování signálu k proliferaci buňky. Pravděpodobně jeden z nejtypičtějších projevů

nádorového onemocnění je právě jeho růst. Nádorová buňka si ho zajišťuje úpravou

vnitrobuněčných signálních kaskád, ať už tvorbou vlastních růstových faktorů, zvýšením

množství odpovídajících povrchových receptorů nebo modifikací signální dráhy, aby

neustával signál k dělení. S udržováním signálu k proliferaci souvisí i necitlivost k růstovým

supresorům. Jedná se o obejití kontrolních bodů buněčného cyklu, jako je například kontrola

integrity DNA. Typickým projevem maligního nádoru je rovněž rezistence k apoptóze –

mechanismu vedoucímu k sebedestrukci buňky. Běžná buňka organismu je omezena v počtu

buněčných dělení, které může za svůj život podstoupit (tzv. Hayflickův limit). Důležitou

vlastností nádorové buňky je tedy překonání této přirozené bariéry za dosažení replikační

nesmrtelnosti. Nádorová tkáň podobně jako běžná tkáň vyžaduje přísun živin a kyslíku,

stejně jako odbytiště pro odpadní látky. Pro nádor je tak nezbytné získat schopnost indukovat

angiogenezi, neboli tvorbu nových krevních cév. Jako poslední z původních šesti typických

rysů nádorového onemocnění je schopnost invaze do tkání v bezprostředním okolí i do tkání

vzdálených (metastaze) (Hanahan and Weinberg, 2000).

V roce 2011 doplnili Hanahan a Weinberg seznam „hallmarks of cancer“ o další dva

charakteristické rysy a dva podpůrné rysy, které umožňují vznik ostatních. Mezi dva nové

rysy patří deregulace energetického metabolismu, během něhož nádorová tkáň využívá pro

zisk energie výhradně anaerobní glykolýzu (tzv. Warburgův jev). Druhým rysem je

oklamání imunitního systému, který je jinak schopný identifikovat nádorové buňky

a eliminovat je. Mezi dva podpůrné mechanismy patří chronický zánět, který je sice

projevem imunitního systému, ale paradoxně může přispívat k maligní transformaci,

zejména díky zvýšené koncentraci růstových a proangiogenních faktorů v místě zánětu.

Druhým podpůrným faktorem je nestabilita genomu, charakterizovaná špatnou funkcí DNA

reparačních drah, čímž je umožněno hromadění somatických genetických variant, které by

za běžných podmínek byly rozpoznány a opraveny (Hanahan and Weinberg, 2011).
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V roce 2022 rozšířil Hanahan seznam „hallmarks“ o další čtyři rysy. Popisuje

například, že vznikající nádorová buňka může pomocí získané schopnosti fenotypové

tvárnosti procházet dediferenciací do jinak nepřístupné formy progenitorových buněk.

Hanahan rovněž upozorňuje na roli, kterou hraje mikrobiom jednak obecně na zdraví

a reakci na onemocnění, ale i na ovlivňování maligní transformace. Mikrobiom může

nádorová onemocnění ovlivňovat jak pozitivně, tak negativně, a to působením růstovými

faktory, zánětem, případně rezistencí k terapii. Dalším rysem přispívajícím ke vzniku nádorů

jsou epigenetické změny. V reakci na okolní prostředí (např. hypoxii) může epigenetickými

mechanismy dojít ke změně fenotypu buňky, který přispívá ke vzniku nádorového

onemocnění. Jako poslední je zmíněna role senescentních buněk v nádorové transformaci.

Senescence je proces, během něhož buňka nevratně přechází do stavu, kdy se již nemůže

dále dělit. Představuje tak obranný mechanismus proti maligní transformaci. Samotné

senescentní buňky ovšem sekretují molekuly (chemokiny, cytokiny), které mohou přispívat

k tvorbě nádorů (Hanahan, 2022).

Obrázek 1. Přehled charakteristických rysů maligního nádorového onemocnění.
Převzato a upraveno z (Hanahan, 2022).
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1.2. Opravy poškození DNA

Nádorová onemocnění jsou způsobena poškozením a modifikací genomové DNA.

K takovým poškozením dochází působením řady faktorů endogenního a exogenního

původu. Mezi endogenní poškození patří například chyby během replikace, spontánní

deaminace bází, spontánní hydrolýza N-glykosidové vazby mezi deoxyribózou a dusíkatou

bází za tvorby abazického místa či působení endogenních reaktivních forem kyslíku. Časté

jsou rovněž poruchy vzniklé špatnou funkcí DNA topoizomeráz nebo replikační vidlice.

Mezi exogenní genotoxické vlivy pak můžeme řadit různé formy záření (UV záření,

ionizující záření), chemické kancerogeny (polycyklické aromatické uhlovodíky, azbest),

nebo i biologické faktory (onkogenní viry) (Chatterjee and Walker, 2017).

Protože pro správnou funkci buňky je nezbytná správná struktura a neporušenost

DNA, vyvinula se řada reparačních mechanismů, které mají za cíl nacházet specifické druhy

poškození DNA a opravovat je. Mezi tyto DNA reparační dráhy patří mechanismy, které

mají za cíl odstranit jednoduché kovalentní modifikace bází (přímé opravy), mechanismy

opravující komplexnější poškození nukleotidů, jednořetězcové zlomy (excizní reparace,

oprava chybně spárovaných bází) a závažné dvouřetězcové zlomy (nehomologní spojování

volných konců, homologní rekombinace) (Wright et al., 2018, Fishel, 2015).

Zasažení funkce DNA reparačních proteinů tak umožňuje hromadění somatických

mutací, které mohou vést k maligní transformaci buňky.

1.2.1.Přímá oprava bází

Přímá oprava bází spočívá v opravách aduktů bází, aniž by bylo zasaženo do samotné

struktury DNA řetězce. Jsou známy dvě různé třídy enzymů provádějící přímou opravu bází.

První z nich je O6-alkylguanin-DNA-alkyltransferáza (AGT/MGMT), která opravuje O-

alkylaci bází. Typickou formou alkylace je O6-methylace, ethylace nebo 2-chloroethylace.

MGMT je transferáza, která odstraní alkylový zbytek z kyslíku báze (typicky guaninu) na

cysteinový zbytek v katalytickém místě (Kaina et al., 2007).

Druhou třídou enzymů přímé opravy bází představuje AlkB dioxygenáza, která

opravuje N-alkylové adukty. AlkB odstraňuje methylový zbytek jeho hydroxylací, což je
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proces závislý na přítomnosti α-ketoglutarátu a FeIII+ kationtu. Oxidovaný methyl je

následně uvolněn ve formě formaldehydu (Chatterjee and Walker, 2017, Falnes et al., 2007).

1.2.2.Base excision repair

Base excision repair (BER) opravuje oxidační, deaminační a alkylační poškození

bází, stejně jako abazická místa vzniklá spontánní hydrolýzou N-glykosidové vazby. BER

nastává v případech, kdy nemá poškození bází výrazný vliv na strukturu dvoušroubovice

DNA. Probíhá zejména během G1 fáze buněčného cyklu a začíná rozpoznáním místa

poškození DNA glykosylázou (např. MUTYH). Glykosyláza vyštěpí poškozenou dusíkatou

bázi, čímž vzniká abazické místo. Abazické místo může být opraveno dvěma různými

drahami – krátkou dráhou nebo dlouhou dráhou BER (Chatterjee and Walker, 2017).

Krátká dráha BER využívá štěpení 5’ konce abazického místa za tvorby

jednořetězcového zlomu. Na místo zlomu přichází DNA polymeráza β, která svou lyázovou

aktivitou odstraňuje přebytečný deoxyribózafosfát a následně zaplňuje vzniklou

jednonukleotidovou mezeru. Řetězce DNA jsou spojeny DNA ligázou (Almeida and Sobol,

2007).

Dlouhá dráha BER začíná rovněž štěpením 5’ konce abazického místa. DNA

polymeráza β tentokrát ale nevyplní jen jednonukleotidovou mezeru, ale syntetizuje delší

řetězec, kterým vytlačuje vlákno DNA s abazickým místem. Toto staré vlákno DNA je

odštěpeno DNA endonukleázou a opravené řetězce jsou spojeny DNA ligázou (Chatterjee

and Walker, 2017, Svilar et al., 2011).

Zárodečné mutace v genu MUTYH je spojeny s autosomálně recesivním syndromem

adenomatózní polypózy a kolorektálního karcinomu. (Win et al., 2014)

1.2.3.Nucleotide excision repair

Nucleotide excision repair (NER) se využívá při poškození, které výrazně narušuje

strukturu DNA dvoušroubovice. Mezi taková poškození patří například produkty UV záření

(cyklobutanové dimery pyrimidinů) nebo adukty chemických kancerogenů (např.

benzo(a)pyrenu). Průběh NER je odlišný v závislosti na tom, zda je postižená oblast

transkripčně aktivní (transcription-coupled NER, TC-NER) nebo transkripčně neaktivní

(global genome NER, GG-NER). Tyto dvě dráhy se liší zejména ve fázi detekce poškození
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DNA, zatímco kroky vyštěpení defektu, dosyntetizování DNA a následné ligace jsou

společné (Scharer, 2013).

GG-NER využívá senzorového proteinu XPC, který se nachází v komplexu s dvěma

proteiny. Jakmile se XPC naváže na místo poškození, je rozpoznáno transkripčním faktorem

TFIIH, obsahujícím DNA helikázu XPD, které rozvolní strukturu dvoušroubovice DNA.

Vyštěpení defektní oblasti je prováděno strukturně specifickými endonukleázami, které

vyštěpí úsek 24-32 bp obsahující poškozené báze. Vzniklá mezera je zaplněna DNA

polymerázami δ/ε a řetězce jsou spojeny DNA ligázami (Chatterjee and Walker, 2017).

Dráha TC-NER je zahájena zastavením RNA polymerázy II v místě defektu DNA.

Toto místo je díky tomu rozpoznáno senzorovými proteiny CSA a CSB, které odsunují RNA

polymerázu II a tím uvolňují prostor pro následnou opravu, která probíhá shodně s GG-NER

(Marteijn et al., 2014).

Ztráta exprese nebo poškození funkce některých proteinů NER dráhy jsou spojeny

s autosomálně recesivními syndromy: Cockaynův syndrom (porucha CSA, CSB),

Xeroderma pigmentosum (XPA-G) (Natale and Raquer, 2017).

1.2.4.Oprava chybně spárovaných bází

Oprava špatného spárování bází (mismatch repair, MMR) slouží k opravě chyb DNA

polymerázy během replikace. Samotná DNA polymeráza je díky své exonukleázové aktivitě

velice přesný enzym, který má frekvenci chybovosti přibližně 1 na 109 až 1010 párů bází na

buněčné dělení. Aktivita MMR systému zvyšuje tuto přesnost až 1000×. Poškození funkce

MMR tak má za následek značně zvýšené množství mutací genomu (Hsieh and Yamane,

2008).

MMR systém opravuje chybně spárované báze, případně malé inserce a delece.

Detekce různých druhů změn probíhá různě. Zatímco chybné spárování bází je

identifikováno heterodimerem MutSα (složeným z proteinů MSH2 a MSH6), krátké inserce

a delece jsou rozpoznány heterodimerem MutSβ (složeným z proteinů MSH2 a MSH3). Po

nasednutí na místo změny dimery MutSα/MutSβ interagují s heterodimerem MutLα

(složeným z proteinů MLH1 a PMS2) (Baretti and Le, 2018). MutLα má endonukleázovou

aktivitu, kterou využívá k vytvoření jednořetězcového zlomu na nově vzniklém vlákně

DNA. Místo zlomu je následně rozpoznáno exonukleázou EXO1, která degraduje část
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řetězce DNA s chybou. Vzniklá mezera je zaplněna DNA polymerázou δ nebo ε a volné

konce jsou spojeny DNA ligázou.

Deficience v MMR opravné dráze je spojena se syndromem hereditárního karcinomu

kolorekta, známého také jako Lynchův syndrom (LS) (viz kapitola 1.4.3.4) (Lynch et al.,

1988). Typickým ukazatelem špatné funkce MMR dráhy je mikrosatelitová nestabilita

(MSI). Ta vzniká v repetitivních oblastech (opakování motivů jednoho až šesti nukleotidů),

které jsou náchylné na chybu DNA polymerázy. V nádorové tkáni je pak možné pomocí

PCR detekovat různě dlouhé sekvence mikrosatelitů, odlišující se od germinálních sekvencí

okolní tkáně (De' Angelis et al., 2018).

1.2.5.Opravy dvouřetězcových zlomů

Zlomy obou řetězců DNA patří mezi nejzávažnější poškození genomu. Mohou

vznikat buď působením řady exogenních genotoxických vlivů, nebo i endogenními pochody,

kdy jednořetězcový zlom přechází během replikace DNA ve dvouřetězcový (Pfeiffer et al.,

2000). Opravy dvouřetězcových zlomů probíhají dvěma základními způsoby:

nehomologním spojováním volných konců DNA nebo homologní rekombinací.

1.2.5.1. Nehomologní spojování konců

Nehomologní spojování volných konců DNA (NHEJ) představuje hlavní způsob

opravy dvouřetězcových zlomů. Jedná se o rychlý, ale chybový proces, který je využíván

zejména v G0 a G1 fázích buněčného cyklu. NHEJ probíhá ve dvou hlavních formách, které

se odlišují zejména způsobem úpravy konců přerušené DNA. Kanonická cesta NHEJ je

zahájena působením DNA proteinkinázy (DNA-PK) a zahrnuje jen malé úpravy konců

vláken. Oproti tomu dráha alternativní NHEJ může způsobovat výrazná poškození DNA

(Chang et al., 2017).

Během kanonické dráhy NHEJ je místo dvouřetězcového zlomu rozpoznáno

heterodimerem Ku70/Ku80, který se na místo zlomu váže. Slouží jako strukturní prvek pro

další složky NHEJ. Na Ku70/Ku80 nasedá DNA-PK, která fosforyluje histon H2AX.

Fosforylovaný H2AX je typickým poznávacím znamením dvouřetězcového zlomu a je

nezbytný pro zahájení jeho opravy. Na fosforylovaný H2AX přichází exonukleáza

DCLRE1C, která upravuje konce DNA. Vzniklé mezery jsou doplněny DNA polymerázami

μ a λ a vytvořené řetězce jsou spojeny DNA ligázou (Chatterjee and Walker, 2017).
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1.2.5.2. Homologní rekombinace

Dráha homologní rekombinace (HR) umožňuje velice přesnou opravu

dvouřetězcových zlomů DNA, a to díky využití homologního úseku sesterské chromatidy

coby templátu pro syntézu nového vlákna v postiženém místě. HR tak může probíhat pouze

v S a G2 fázi buněčného cyklu, kdy je sesterská chromatida k dispozici.

HR je zahájeno trimerním MRN komplexem, složeným z exonukleázy MRE11,

RAD50 a NBN. MRN komplex rozpoznává místo zlomu a váže se na něj. Na MRN se

následně váže ATM, který fosforyluje histon H2AX. Na fosforylovaný a následně

ubikvitinovaný histon H2AX nasedá BRCA1 a BRIP1, který aktivuje DNA exonukleázu

(Chatterjee and Walker, 2017). Počáteční resekce DNA a následující rozsáhlé resekce

(stovky kb) jsou prováděny různými DNA nukleázami. Vzniklá jednovláknová DNA je

obalena RPA proteiny, aby nevznikaly sekundární struktury. RPA proteiny jsou následně

nahrazeny rekombinázou RAD51. RAD51 za pomoci BRCA2 a PALB2 vytváří

nukleoproteinovou filamentární strukturu, která přenáší přerušený řetězec DNA do oblasti

homologního úseku na sesterské chromatidě. Syntéza vlákna DNA podle templátu sesterské

chromatidy je prováděna například DNA polymerázou δ (Wright et al., 2018).

S přispěním proteinů HR dráhy probíhá také oprava kovalentních spojů mezi řetězci

DNA. Tato poškození brání průběhu replikace a transkripce. Na jejich rozpoznání a opravě

se podílejí geny Fanconiho anemie (FA), jejichž proteinové produkty vytvářejí rozsáhlý

aktivační komplex. Oblast meziřetězcového spoje je detekována proteiny FANCM

a FAAP24, které iniciují tvorbu centrálního komplexu (FANCA/B/C/E/F/G/FAAP100).

Centrální komplex za asistence ubikvitinligázy FANCL ubikvitinuje heterodimer

FANCI/FANCD2, který následně aktivuje enzymy SLX4 (FANCP), XPF (FANCQ) a další

proteiny, které se účastní i HR dráhy: BRIP1 (FANCJ), PALB2 (FANCN), BRCA2

(FANCD1), BRCA1 (FANCS), RAD51C (FANCO) (D'Andrea and Grompe, 2003).

Heterozygotní zárodečné mutace v genech HR dráhy jsou spojeny zejména

s hereditárním karcinomem prsu a ovaria (HBOC; například BRCA1, BRCA2, PALB2)

(Claes et al., 2004, Peterlongo et al., 2011). Homozygotní inaktivace genu ATM vede

k onemocnění ataxia telangiectasia (Rothblum-Oviatt et al., 2016). Homozygotní zárodečné

mutace v genech účastnících se oprav meziřetězcových spojů, mezi něž mimo jiné patří i

zmíněné geny BRCA1/2 a PALB2, způsobují onemocnění FA (Nalepa and Clapp, 2018).
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1.3. Dědičná nádorová onemocnění

Nádorová onemocnění vznikají postupnou akumulací somatických variant v genomu

buňky. Přibližně 90-95 % všech nádorových onemocnění je podmíněno kauzálními

mutacemi, které vznikly během života jedince. V takovém případě hovoříme o sporadických

nádorových onemocněních. Nicméně, ve zbylých 5-10 % případů je vznik nádorového

onemocnění podmíněn zděděnou, zárodečnou mutací. Takovéto zárodečné mutace mohou

výrazně predisponovat jejich nosiče ke vzniku nádorového onemocnění a mohou být

příčinnou dědičných nádorových syndromů. Charakteristickým znakem dědičných

nádorových syndromů je častý výskyt určitého typu nádorového onemocnění v rodině, brzký

výskyt onemocnění u nosiče mutace a typicky i vznik vícečetných primárních malignit u

nosiče (Foretova et al., 2022).

Dědičná složka nádorových onemocnění se obecně udává jako zmíněných 5-10 %,

nicméně pro konkrétní nádorová onemocnění může nabývat vyšších či nižších hodnot.

Například u karcinomu plic tvoří dědičná forma onemocnění 3 %, kdežto u karcinomu ovaria

až 25 % (Novotny et al., 2019, Lhotova et al., 2020).

Nádorové syndromy jsou fenotypově heterogenním onemocněním. Zárodečné

mutace v mnoha různých genech mohou mít za následek podobné projevy (typicky HBOC),

stejně tak se ale zárodečná mutace v jednom genu může projevovat v rámci zdánlivě

odlišných syndromů (kupříkladu role genu BRCA2 v predispozici jak ke karcinomu prsu, tak

třeba karcinomu pankreatu) (Foretova et al., 2022).

Pravděpodobnost, že se u nosiče mutace projeví odpovídající nádorové onemocnění,

se označuje jako penetrance. Pokud se onemocnění projeví u všech nosičů, jedná se o

penetranci úplnou. Taková penetrance je ale u dědičných nádorových onemocnění spíše

vzácná. Většina dědičných nádorových onemocnění tak má penetranci neúplnou (Foretova

et al., 2022). Riziko vzniku nádoru se buď popisuje jako kumulativní riziko, ať už

celoživotní či k určitému věku (udáváno v procentech), nebo se popisuje jako relativní riziko

(RR), které říká, jakou míru rizika vzniku onemocnění má nosič mutace oproti běžné

populaci. Zárodečné varianty, které s sebou nesou RR <2, jsou označovány jako varianty

s nízkým rizikem. Varianty, které mají RR vzniku nádorového onemocnění ≥2 a <5, jsou

variantami se středním rizikem a genetické varianty s RR ≥5 jsou vysoce rizikové varianty

(Foulkes, 2008). Závislost RR na frekvenci mutací je vyobrazena na obrázku 2.

12



Pokud pro projev nádorové onemocnění stačí zárodečná mutace v pouze jedné alele,

hovoříme o dominantním nádorovém syndromu. Typickým příkladem takového syndromu

jsou například HBOC nebo LS (kapitoly 1.4.3.3 a 1.4.3.4). Je-li pro projev nádorového

onemocnění nutné zdědit zárodečnou mutaci v obou alelách genu, jedná se o recesivní

nádorový syndrom. Příkladem recesivního nádorového syndromu je FA (Foretova et al.,

2022).

Obrázek 2. Schéma závislosti relativního rizika varianty (RR) na alelické frekvenci jejího
výskytu v populaci (MAF, minor allele frequency). Převzato a upraveno z (Foulkes, 2008,
Manolio et al., 2009).
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1.4. Karcinom pankreatu

1.4.1.Epidemiologie karcinomu pankreatu

Slinivka břišní je orgán s exokrinní funkcí (sekrece trávicích enzymů) a zároveň

s funkcí endokrinní (ostrůvky produkující hormony inzulin a glukagon). Skládá se z hlavy

pankreatu, těla a ohonu. Nejčastější formou nádorového onemocnění pankreatu jsou

karcinomy, tedy nádory pocházející z exokrinního parenchymu. Takovéto tumory tvoří

95 % všech nádorových onemocnění pankreatu, z toho 80 % představuje duktální

adenokarcinom pankreatu (PDAC). Zbylých 5 % tvoří neuroendokrinní nádory. PDAC

nejčastěji postihuje hlavu pankreatu (70-80 %), poté tělo (20 %) a nakonec ohon pankreatu

(10 %) (Novotny et al., 2019).

Karcinom pankreatu je čtvrtou nejčastější příčinou úmrtí na nádorová onemocnění

ve vyspělých zemích a je očekáváno, že se do deseti let stane druhou nejčastější (Rahib et

al., 2014). PDAC představuje nejčastější formu karcinomu pankreatu. Incidence PDAC v

České republice setrvale narůstá, v roce 2020 tvořila 2504 případů, v přepočtu 23 případů

na 100 000 osob (obrázek 3, www.svod.cz). Mortalita PDAC dlouhodobě nabývá

podobných hodnot jako incidence. Za rok 2020 zemřelo na toto onemocnění 2327 pacientů,

v přepočtu 22 jedinců na 100 000 osob (obrázek 3). Většina případů PDAC je

diagnostikována po 55. roku života (89 %, obrázek 4, www.svod.cz). PDAC představuje

onemocnění s jednou z nejhorších prognóz mezi všemi nádorovými onemocněními. Pětileté

přežití pacientů s PDAC je pouhých 7 % a za posledních 40 let se prakticky nezlepšilo.

Medián přežití se udává na mezi 20-22 měsíci (Yabar and Winter, 2016). Důvodů vysoké

mortality je několik. PDAC bývá diagnostikován až v pozdních stadiích, což je dáno

nespecifickými nebo zcela chybějícími symptomy. V České republice představují klinická

stadia III a IV až 77 % všech diagnostikovaných případů (obrázek 5, www.svod.cz).

Scházejí také dostatečně citlivé a specifické tumorové markery, přičemž zobrazovací

metody (například endoskopická ultrasonografie, magnetická rezonance nebo výpočetní

tomografie) nejsou dostatečně citlivé, aby spolehlivě odhalily karcinom v raných fázích.

PDAC je agresivní onemocnění, které je navíc odolné vůči většině léčebných postupů, ať už

jde o chemoterapii, radioterapii nebo cílenou molekulární terapii. Jediným spolehlivým

způsobem léčby PDAC je chirurgický zákrok, který ale lze provést pouze u pacientů s raným

stadiem nemoci (stadia I a II). PDAC má rovněž komplexní nádorové mikroprostředí a četné

genetické a epigenetické změny. Všechny zmíněné faktory tak mají za následek zmíněné 7%
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pětileté přežití (Kleeff et al., 2016). Velkou část přeživších představují pacienti, kteří

podstoupili chirurgický zákrok. U takovýchto pacientů je pětileté přežití 15-25 % (He et al.,

2014).

PDAC se projevuje podle lokalizace v rámci slinivky. Pacienti s onemocněním

zasahujícím pravou stranu pankreatu (hlava, krk) v 75 % trpí žloutenkou kvůli obstrukci

žlučových cest. Dalšími symptomy PDAC jsou hubnutí, bolesti břicha a zad, diabetes

mellitus a nevolnost (Yabar and Winter, 2016).

Obrázek 3. Křivky incidence (modrá) a mortality (červená) pacientů s PDAC od roku
1977. Křivka incidence PDAC dlouhodobě narůstá. Vysoká mortalita PDAC téměř
kopíruje křivku incidence. Údaje získány z www.svod.cz.
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Obrázek 4. Celkové rozložení věku pacientů v době diagnózy PDAC. Osa y popisuje
počet všech zaznamenaných pacientů. Incidence výrazně stoupá po 55. roku života. Údaje
získány z www.svod.cz.

Obrázek 5. Procentuální zastoupení jednotlivých klinických stadií PDAC v době
diagnózy mezi lety 1999-2020. Nejčastěji jsou zastoupena pokročilá stadia (III a IV).
Údaje získány z www.svod.cz.
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1.4.2.Patogeneze karcinomu pankreatu

Ke vzniku PDAC přispívají jak genetické, tak negenetické faktory. Mezi hlavní

negenetické faktory patří věk. Naprostá většina případů PDAC nastává po 55. roku života.

Podobně dobře popsaným rizikovým faktorem je kouření, kdy aktivní kuřáci mají zvýšené

relativní riziko PDAC RR = 1,7 (Iodice et al., 2008). Výše rizika je úměrná počtu denně

vykouřených cigaret. U bývalých kuřáků pak riziko klesá a na běžnou populační hodnotu se

vrací po 20 letech od skončení kouření (Yabar and Winter, 2016). Obezita je dalším

rizikovým faktorem PDAC, stejně jako nízká fyzická aktivita a vysoký přísun tuků.

Konzumace zeleniny a ovoce má slabý protektivní účinek (Kleeff et al., 2016). Nepřímé

přispění k PDAC může mít i konzumace velkého množství alkoholu, který je spojen se

vznikem chronické pankreatitidy, čímž se riziko PDAC zvyšuje až desetkrát. Dalším

faktorem predisponujícím k PDAC je diabetes mellitus, který ale může být i projevem

PDAC. Zatímco dlouhodobý diabetes mellitus zvyšuje riziko PDAC přibližně dvakrát

(Bosetti et al., 2014), nově vzniklý diabetes u starších lidí může být naopak známkou PDAC

(Bosetti et al., 2014, Chari et al., 2008).

PDAC nejčastěji vzniká z pankreatické intraepiteliální neoplázie (PanIN), může ale

vzniknout i z větších prekurzorových lézí (intraduktální papilární mucinózní neoplázie

IPMN, mucinózní cystická neoplázie) (Hezel et al., 2006, Tanaka, 2014). Incidence PanIN

stadia 3 je podobná jako samotného PDAC, což naznačuje, že právě tyto premalignity

progredují na PDAC. Yachida et al. odhadli dobu vývoje PDAC na přibližně 20 let (Yachida

et al., 2010).

Stadia onemocnění jsou popsána pomocí TNM klasifikace (tabulka 1). Stadia I a II

jsou lokální a operovatelná, zatímco stadium III je již pokročilé a stadium IV je metastatické.

Mezi genetické faktory predisponující k PDAC patří jednoznačně rodinný výskyt

tohoto karcinomu. Rodinná forma PDAC je definována jako alespoň dva přímí příbuzní

s onemocněním (Klein, 2012). Jedinec, v jehož přímé rodině se vyskytují tři případy PDAC,

má kumulativní riziko tohoto onemocnění 40 %. Pro dva přímé příbuzné je toto riziko 10 %

a pro jednoho 6 % (Klein et al., 2004).

17



Tabulka 1. Definice stadií karcinomu pankreatu. Převzato a upraveno z
(Yabar and Winter, 2016, Edge and Compton, 2010, Novotny et al., 2019)

T kategorie

TX

T0

Tis

T1

T2

T3

T4

N kategorie

NX

N0

N1

N2

M kategorie

MX

M0

M1

FIGO stadia

Stadium 0

Stadium IA

Stadium IB

Stadium IIA

Stadium IIB

Stadium III

Stadium IV

Primární nádor

Primární nádor nelze hodnotit.

Bez známek primárního nádoru.

Karcinom in situ.

Nádor ≤ 2 cm, omezen na pankreas.

Nádor > 2 cm, omezen na pankreas.

Nádor infiltruje okolní tkáně.

Nádor infiltruje viscerální tepny.

Regionální mízní uzliny

Regionální mízní uzliny nelze hodnotit.

Nejsou zasaženy mízní uzliny.

Metastázy v 1-3 regionálních mízních uzlinách.

Metastázy v ≥4 regionálních mízních uzlinách.

Vzdálené metastázy

Vzdálené metastázy nelze hodnotit.

Nejsou vzdálené metastázy.

Vzdálené metastázy.

Tis, N0, M0

T1, N0, M0

T2, N0, M0

T3, N0, M0

T1-3, N1, M0

T4, N0-1, M0

T1-4, N0-1, M1

Během kancerogeneze PDAC dochází u více než 90 % případů k aktivační mutaci

v KRAS protoonkogenu. Inaktivační mutace v tumor supresorových genech TP53, CDKN2A

a SMAD4 jsou také běžné, vyskytují se v 50-80 % případů (Kleeff et al., 2016).

Pro pacienty s více jak dvěma přímými příbuznými s PDAC, Peutzovým-

Jeghersovým syndromem, LS u jednoho přímého příbuzného, nebo u jedinců se zárodečnou

mutací (CDKN2A, BRCA2, PALB2, ATM) se doporučuje provádět skreening ultrasonografií

nebo magnetickou rezonancí (Goggins et al., 2020, Yabar and Winter, 2016). V České
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republice jsou dnes všichni pacienti s PDAC indikováni na genetické vyšetření zárodečných

variant.

Sporadická složka PDAC je udávána na 90 % všech případů, přičemž zbylých 10 %

tvoří familiární případy (Turati et al., 2013). Z těchto familiárních případů je přibližně u

20 % diagnostikován některý známý hereditární syndrom (kapitola 1.4.3) (Novotny et al.,

2019).

1.4.3.Dědičné predispozice ke karcinomu pankreatu

1.4.3.1. Syndrom familiárního melanomu

Syndrom familiárního melanomu (FAMMM, familial atypical multiple mole

melanoma) je autozomálně dědičné onemocnění, které je charakterizováno velkým

množstvím částečně dysplastických znamének a maligních melanomů u dvou či více

přímých příbuzných (prvního i druhého stupně). V rámci FAMMM dochází k současnému

výskytu dalších extrakutánních nádorů. Syndrom je způsoben zárodečnou mutací v genu

CDKN2A (OMIM #600160). Tento gen má 10 exonů, je lokalizován na 9p21.3 a kóduje

proteiny účastnící se regulačních drah buněčného cyklu: p53 regulační dráhy a RB1 dráhy.

CDKN2A pomocí alternativního sestřihu produkuje dva proteiny: p16, který je inhibitorem

cyklin dependentní kinázy 4, a p14, který interakčním partnerem pro MDM2 protein, který

stabilizuje p53 (Robertson and Jones, 1999). Somatické mutace v CDKN2A se vyskytují u

83-96 % PDAC tkání (Yabar and Winter, 2016, Jones et al., 2008). PDAC se objevuje u

25 % rodin s FAMMM syndromem. Fenotyp tohoto syndromu byl popsán u 12 % rodin

s výskytem familiárního PDAC (Gentiluomo et al., 2022, Bartsch et al., 2002). Nosiči

zárodečných mutací v CDKN2A mají více než poloviční pravděpodobnost, že vyvinou

melanom coby prevalentní fenotyp, nikoliv PDAC. Pro rodiny charakterizované výskytem

melanomu i PDAC se tak zavádí samostatný nádorový syndrom zvaný MPS (melanoma-

pancreatic cancer syndrome, OMIM #606719) (Lynch et al., 2002, Rulyak et al., 2003).

V rodinách, kde se vyskytují zárodečné mutace v CDKN2A, je 13-22× zvýšené riziko

vzniku PDAC (Goldstein et al., 1995, Moskaluk et al., 1998).

Ve studii 225 neselektovaných italských pacientů bylo identifikováno 5,7 % nosičů

zárodečných mutací v CDKN2A. U rodin s familiárním výskytem PDAC ale prevalence

nosičů tvořila až 31 % (Ghiorzo et al., 2012).
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Dvě holandské studie se zaměřovaly na zárodečné mutace v CDKN2A a jejich

spojitost s výskytem PDAC. V první studii byla nalezena founder varianta c.225_243del

(delece 19 bp; p16-Leiden) v exonu 2 proteinu p16. Nosiči této mutace měli kumulativní

riziko vzniku PDAC do 75. roku života 17 % (Vasen et al., 2000). Druhá studie

identifikovala 172 rodin, ve kterých bylo 649 nosičů 15 různých zárodečných patogenních

variant. Nejčastější byla founder mutace p16-Leiden. Ze 163 rodin s výskytem zárodečných

variant v p16 se PDAC objevil v 95 rodinách (58 %). U rodin, kde se vyskytovaly zárodečné

mutace postihující p14, nebyl PDAC detekován (0/9 rodin) (Overbeek et al., 2021). Nosiči

zárodečných mutací v genu CDKN2A měli v této studii kumulativní riziko vzniku PDAC

do 75. roku života 19 %.

1.4.3.2. Peutzův-Jeghersův syndrom

Peutzův-Jeghersův syndrom (PJS) je autozomálně dominantní dědičné onemocnění,

které se vyskytuje s incidencí 1:25 000 (Gentiluomo et al., 2022). Toto onemocnění je

charakterizováno výskytem hamartomů tlustého střeva, zvýšeným rizikem vývoje různých

druhů nádorů a pigmentovými skvrnami na rtech, bukální mukóze a na prstech. Gen,

s kterým je spojen výskyt až 70 % všech případů PJS, je STK11 (OMIM #602216). Tento

gen má 10 exonů, je lokalizován na 19p13.3 a kóduje pro serin/threonin kinázu 11 (433

aminokyselin). STK11 je také znám pod jménem LKB1 a jeho proteinový produkt jako

jaterní kináza B1. STK11 je tumor supresorový gen, který je zapojen do procesu kontroly

apoptózy v rychle se dělících buňkách. Konkrétní proces, kterým se STK11 podílí na

procesu kancerogeneze, je zatím neznámý (Zeqiraj et al., 2009).

Nosiči patogenních variant v STK11 mají celoživotní kumulativní riziko vzniku

PDAC 11-36 % a relativní riziko zvýšené až 132× (Giardiello et al., 2000, Giardiello et al.,

1987, Boardman et al., 1998, Matsubayashi, 2011, Gentiluomo et al., 2022).

1.4.3.3. Syndrom hereditárního karcinomu prsu a ovarií

HBOC je asociován s řadou genů účastnících se DNA reparačních pochodů, a to

zejména dráhy HR a opravy meziřetězcových spojů (kapitola 1.2.5.2). Nejznámějšími

predispozičními geny pro HBOC jsou vysoce penetrantní BRCA1 (OMIM #113705)

a BRCA2 (OMIM #600185).

Gen BRCA1 je složen z 24 exonů a nachází se na chromosomu 17q21.31. Jeho

proteinový produkt je 1863 aminokyselin dlouhý fosfoprotein, který v heterodimeru
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s BARD1 získává E3 ubikvitinproteinligázovou aktivitu (Wu-Baer et al., 2003). Studie

s celkem 11 847 jedinci z 669 rodin stanovila u nosičů mutací v BRCA1 relativní riziko

vzniku PDAC na RR = 2,26 (Thompson et al., 2002). Novější studie od Mocci et al. toto

riziko upravila na 4,11× zvýšené obecně a do věku 50 let zvýšené až 7,75× (Mocci et al.,

2013). Riziko vzniku PDAC u nosičů BRCA1 mutací je ale nejspíš nižší, jak dokazuje studie

od Axilbund et al., kteří ve svém souboru 66 pacientů nenašli žádnou mutaci v BRCA1,

a studie od Hruban et al., kteří stanovili riziko vzniku PDAC u nosičů mutace v BRCA1 na

RR = 2 (Hruban et al., 2007, Axilbund et al., 2009). Vyšší frekvence mutací BRCA1 byla

popsána u pacientů s časnou diagnózou PDAC (Salo-Mullen et al., 2015).

Gen BRCA2 se skládá z 27 exonů a je lokalizován na chromosomu 13q13.1. Jeho

proteinový produkt je 3418 aminokyselin dlouhý. U PDAC pacientů z HBOC rodin je

popsána zvýšená prevalence zárodečných patogenních variant v BRCA2 (Murphy et al.,

2002). Relativní riziko PDAC pro nosiče mutací v BRCA2 bylo odhadnuto v intervalu 3,5-

8,0. Riziko bylo závislé na počtu PDAC případů v rodině (Gentiluomo et al., 2022). V

populaci aškenázských Židů byla identifikována rekurentní mutace (c.6174del), u které byla

popsána asociace s výskytem familiárního PDAC. Riziko vzniku PDAC v těchto rodinách

bylo až desetinásobné (Ozcelik et al., 1997, Lynch et al., 2004).

Další studie se zaměřily na evropské HBOC rodiny bez židovských kořenů. Murphy

et al. identifikovali 17% frekvenci zárodečných mutací v BRCA2 v pěti rodinách, kde ≥3

rodinných příslušníků mělo příznaky PDAC (Murphy et al., 2002). Hahn et al. popsali 19%

frekvenci BRCA2 mutací ve 26 rodinách, u kterých se objevovali ≥2 přímí příbuzní s PDAC

diagnózou (Hahn et al., 2003).

Novější studie z roku 2015 vyšetřovala 154 pacientů s PDAC. V této studii bylo

identifikováno 24 zárodečných patogenních variant (15 %), z nichž bylo 13 v genu BRCA2

(Salo-Mullen et al., 2015).

PALB2 (OMIM #610355) je gen účastnící se HR DNA opravné dráhy a opravy

meziřetězcových spojů. Je tvořen 14 exony a lokalizován je na chromosomu 16p12.2. Jeho

1186 aminokyselin dlouhý proteinový produkt slouží jako strukturní prvek při tvorbě

BRCA1-PALB2-BRCA2 komplexu během HR (Sy et al., 2009). Jeho zárodečné mutace

jsou spojeny zejména s predispozicí ke karcinomu prsu, ale také k PDAC. Riziko vzniku

PDAC u nosičů mutací v tomto genu je odhadováno na 10-32× zvýšené, podle počtu

zasažených příbuzných (Jones et al., 2009, Slater et al., 2010). Blanco et al.
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identifikovali 3-4 % nosičů zárodečných mutací v PALB2 mezi pacienty s PDAC (Blanco et

al., 2013). Podobně tak další studie odhadly prevalenci zárodečných mutací v tomto genu na

1,5-4,8 % (Hofstatter et al., 2011, Schneider et al., 2011, Peterlongo et al., 2011,

Tischkowitz et al., 2009). Yang et al. určili relativní riziko spojené se zárodečnými

mutacemi PALB2 na RR = 2,4 (Yang et al., 2020). PALB2 zárodečné mutace se vykytují

přibližně v 5 % rodinného výskytu PDAC (Gentiluomo et al., 2022). Menší studie (do 100

jedinců) zárodečné mutace v tomto genu nenalezly (Stadler et al., 2011, Adank et al., 2011,

Harinck et al., 2012).

Gen, pro který byla rovněž popsána asociace se vznikem PDAC, je ATM (OMIM

#607585). ATM je složen z 67 exonů a nachází se na chromosomu 11q22.3. Jeho 3056

aminokyselin dlouhý proteinový produkt je serin/threonin kináza účastnící se odpovědi na

poškození DNA (Banin et al., 1998). Roberts et al. ve své studii ukázali, že přibližně 2,4 %

pacientů s PDAC je nosiči zárodečných mutací v ATM, nicméně u rodin s ≥3 případy PDAC

se prevalence mutací v ATM zvedla na 4,6 % (Roberts et al., 2012).

1.4.3.4. Lynchův syndrom

Lynchův syndrom (LS), také známý jako hereditární nepolypózní kolorektální

karcinom, je autozomálně dědičné onemocnění způsobené zárodečnými mutacemi v genech

MMR DNA opravné dráhy (kapitola 1.2.4), konkrétně v genech MLH1 (OMIM #120436),

MSH2 (OMIM #609309), MSH6 (OMIM #600678) a PMS2 (OMIM #600259) (Lynch and

Lynch, 1993). LS může být také způsoben delecí 3’ konce genu EPCAM, který kóduje

transmembránový glykoprotein a jehož sekvence se nachází před genem MSH2. V případě

delece 3’ koncové části EPCAM tak úplně chybí promotorová oblast MSH2 a tím dochází k

umlčení jeho exprese (Huth et al., 2012). Nádorová onemocnění způsobená LS vznikají

v mladém věku a bývají mnohočetná. Jednotlivé geny LS ale nejsou asociovány se stejným

rizikem vzniku onemocnění. To je dáno způsobem, jakým spolu proteinové produkty těchto

genů interagují. Jak bylo zmíněno v kapitole o MMR DNA opravné dráze, proteiny této

dráhy se stabilizují tvorbou dimerů. MLH1 může tvořit dimer buď s PMS2, PMS1,

nebo MLH3 (Kondo et al., 2001). Obdobně MSH2 tvoří dimer s MSH6 nebo MSH3

(Acharya et al., 1996). MLH1 a MSH2 jsou nezbytnými partnery pro zmíněné proteiny,

dojde-li tedy ke ztrátě exprese MLH1 a MSH2, následkem bude i ztráta přítomnosti PSM2

či MSH6. Inaktivace genů MLH1 a MSH2 je tak spojena s vyšší rizikem projevu LS než

ztráta exprese PMS2 nebo MSH6. Delece v genu EPCAM vedoucí k zasažení MSH2 tak
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může vyústit ke ztrátě exprese MSH2 a MSH6 i bez přímé mutace MSH2 (Kempers et al.,

2011, Perez-Cabornero et al., 2011).

LS má dvě formy, odlišující se podle lokalizace nádorových onemocnění. LS I je

charakterizován karcinomy tlustého střeva a konečníku (kolorektální karcinomy).

Celoživotní riziko vzniku karcinomu kolorekta je pro nosiče mutací v genech LS 28-75 %

u mužů a 24-52 % u žen (Plevova et al., 2009). Oproti tomu LS II je spojen se zvýšeným

rizikem vzniku nádorových onemocnění jiných tkání, jako jsou například karcinomy

endometria (celoživotní riziko 27-72 %), ovaria (3-13 %), urotraktu (1-12 %), žaludku (2-13

%), hepatobiliárního systému (2 %), tenkého střeva (4-7 %) a mozku (1-4 %) (Lynch et al.,

1988, Plevova et al., 2009).

Riziko PDAC v rodinách s LS představuje přibližně 5 % do 70 let (Hruban et al.,

2007, Gentiluomo et al., 2022). Studie analyzující data od 147 rodin s výskytem

zárodečných mutací v MMR genech odhadla kumulativní riziko vzniku PDAC na 1,3 %

u lidí mladších 50 let a 3,7 % u lidí mladších 70 let. Celkové riziko PDAC bylo navýšeno

8,6× oproti běžné populaci (Kastrinos et al., 2009).

Ze čtyř hlavních genů, jejichž zárodečné varianty způsobují LS, je asociace se

vznikem PDAC nejlépe popsána u genu MLH1. Role ostatních genů MMR v kancerogenezi

PDAC není zatím zcela známá.

V anglické studii z roku 2008 Geary et al. analyzovali přítomnost zárodečných

mutací u 130 rodin s výskytem LS. Celkově identifikovali 22 pacientů s PDAC, z nichž bylo

11 nosiči zárodečných mutací, nejvíce v genech MLH1 a MSH2. Nosiči zárodečných mutací

MLH1/MSH2 měli až 7× zvýšené riziko vzniku PDAC než běžná populace, a 15× navýšené

riziko vzniku PDAC před 60. rokem života (Geary et al., 2008).

Retrospektivní studie 3119 pacientů s LS srovnávala rozdíl v kumulativním riziku

vzniku PDAC do 75 let mezi nosiči zárodečných mutací a běžnou populací. Nosiči mutací

v genu MLH1 mají relativní riziko RR = 7,8 (95% CI: 3,3-12,3), kdežto nosiči mutací

v ostatních genech LS neměli navýšené riziko (Moller et al., 2018).

Dudley et al. identifikovali vyšší prevalenci MSH6 nosičů než MLH1 a MSH2

(Dudley et al., 2018). Podobně Mannucci et al. analyzovali familiární PDAC u rodin bez

výskytu kolorektálního karcinomu a identifikovali patogenní variantu v MSH6 c.2194C>T,
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p.(Arg732Ter). Z celkem sedmi nosičů této mutace tři vyvinuli PDAC a jedna nosička

karcinom endometria (Mannucci et al., 2020).

Mutace v MLH1 a MSH2 se vyskytují také somaticky v tkáních sporadických PDAC,

a to přibližně v 4-11 % případů. V těchto nádorových tkáních byla zároveň identifikována

mikrosatelitová nestabilita (4 % PDAC) (Goggins et al., 1998, Gentiluomo et al., 2022).

1.4.3.5. Hereditární pankreatitida

Hereditární pankreatitida (HP) je onemocnění charakterizované opakovanými

epizodami závažné pankreatitidy vedoucí k chronickému stavu. HP je typicky

diagnostikována v raném věku a přináší s sebou 50-60× navýšené riziko vzniku PDAC

(Lowenfels et al., 2000). Kumulativní riziko vzniku PDAC je podobné u obou pohlaví

ve věku 50-75 let (11-49 % pro muže, 8-55 % pro ženy) (Lowenfels et al., 1997, Rebours et

al., 2008, Rieder and Bartsch, 2004, Gentiluomo et al., 2022).

Přibližně v 70 % rodin s výskytem HP se objevují mutace v genu PRSS1 (OMIM

#276000) (Whitcomb et al., 1996, Etemad and Whitcomb, 2001). Tento gen se nachází na

chromosomu 7q34, skládá se z 5 exonů a kóduje isoformu 1 serinové proteázy (také známé

jako kationtový trypsinogen). PRSS1 představuje přibližně dvě třetiny celkového

trypsinogenu produkovaného pankreatem (Teich et al., 2004).

Méně časté jsou zárodečné mutace v genu SPINK1 (OMIM #167790). Tento gen se

nachází na chromosomu 5q32, skládá se z 6 exonů a kóduje pankreatický inhibitor trypsinu.

Jeho role spočívá v zamezení předčasné aktivace zymogenů trypsinem ještě v rámci

pankreatu. Jeho hladina je detekovatelná v séru při pankreatitidě a závažných infekcích

(Stenman et al., 1991).

Zárodečné mutace v PRSS1 a SPINK1 poškozují regulaci funkce trypsinu, což vede

k aktivaci zymogenní kaskády v rámci pankreatického parenchymu. To má za následek

aktivaci trávicích enzymů a samotrávení slinivky. Vzniklé zánětlivé mikroprostředí

v kombinaci s chronickým poškozením tkáně jsou pravděpodobnými faktory přispívajícími

ke zvýšené predispozici ke vzniku PDAC (Gentiluomo et al., 2022, Lowenfels et al., 1993).

1.4.3.6. Cystická fibróza

Cystická fibróza je autozomálně recesivní onemocnění způsobené zárodečnými

mutacemi v CFTR genu (OMIM #602421). Tento gen je tvořen 27 exony, nachází se na
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chromosomu 7q31.2 a kóduje chloridový kanál o 1480 aminokyselinách. Porušení funkce

CFTR kanálu je spojeno s cystickou fibrózou, onemocněním charakterizovaným zejména

špatnou funkcí plicního epitelu a následnými plicními infekcemi, insuficiencí zevní sekrece

pankreatu, vysokou koncentrací elektrolytů v potu a poruchou reprodukce mužů.

Možná spojitost zárodečných mutací v CFTR byla vyšetřována několik studiemi.

McWilliams et al. analyzovali kohortu 949 pacientů s PDAC a 13 340 kontrol. Jejich

výsledky stanovily nízkou, nicméně statisticky významnou asociaci zárodečných mutací

v CFTR se vznikem PDAC (OR = 1,4; 95% CI: 1,04-1,89; p = 0,027) (McWilliams et al.,

2010). Další studie prováděla metaanalýzu asociačních studií s celkem 1674 pacienty

s PDAC. I tato studie pozorovala mírné navýšení rizika pro nosiče mutací v CFTR

(OR = 1,4; 95% CI: 1,07-4,84) (Cazacu et al., 2018).

Mechanismus, kterým by ale měl CFTR protein přispívat ke kancerogenezi, není

popsaný. Je nicméně známo, že CFTR je exprimován v nemaligních pankreatických

buňkách a že v PDAC buněčných liniích dochází až k 80% snížení jeho exprese. CFTR

slouží jako regulátor funkce jiných proteinů, mezi nimiž je nejspíše i MUC4, glykoprotein

zapojený do pankreatické kancerogeneze (Gentiluomo et al., 2022, Singh et al., 2007).

1.4.3.7. Familiární adenomatózní polypóza

Familiární adenomatózní polypóza (FAP) je dědičným syndromem spojeným se

vznikem velkého množství benigních polypů v tlustém střevě, které později malignizují.

Syndrom je způsoben zárodečnými mutacemi v genu APC (OMIM #611731), který je složen

z 20 exonů a je lokalizován na 5q22.2. APC kóduje tumor supresorový protein účastnící se

WNT signalizační dráhy. APC tak hraje roli v buněčné migraci, adhezi, chromosomové

segregaci a apoptóze (Hanson and Miller, 2005). I když role APC je zejména spojená s FAP,

objevily se i možné asociace s dalšími nádorovými onemocněními mimo tlusté střevo.

Giardiello et al. udávají zvýšené relativní riziko vzniku PDAC u rodin s FAP (RR = 4,46;

95% CI: 1,2-11,4) (Giardiello et al., 1993). Jiná studie identifikovala mezi 86 vysoce

rizikovými pacienty jednoho nosiče zárodečné mutace v APC (DaVee et al., 2018). Asociace

mezi APC a predispozicí k PDAC je nejasná.

1.4.3.8. Další kandidátní predispoziční geny

Možná asociace s predispozicí k vzniku PDAC byla popsána i u dalších genů.
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TP53 (OMIM #191170) je tumor supresorovým genem, jehož zárodečné patogenní

varianty způsobují Liův-Fraumeniho syndrom. Jeho statisticky signifikantní asociace

s PDAC byla popsána v jedné studii, která vyčíslila riziko spojené se zárodečnými mutacemi

na RR = 7,3 (Ruijs et al., 2010).

SMAD4 (OMIM #600993) a BMPR1A (OMIM #601299) jsou geny spojené

s juvenilní polypózou. Jejich asociace s PDAC byla navržena ve dvou studiích (Ishida et al.,

2018, Wain et al., 2014).

CPA (OMIM #114850) a CPB1 (OMIM #114852) jsou geny spojené se stresem

endoplasmatického retikula pankreatických acinárních buněk a tím i zvýšeným rizikem

pankreatitidy (Witt et al., 2013). Jejich možné zapojení do kancerogeneze PDAC bylo

zmíněno v jedné publikaci (Tamura et al., 2018).

O možném zapojení do kancerogeneze se rovněž spekulovalo u genů Fanconiho

anemie FANCC (OMIM #613899) a FANCG (OMIM #602956) (Couch et al., 2005, van der

Heijden et al., 2003).

1.5. Karcinom endometria

1.5.1.Epidemiologie karcinomu endometria

Karcinom endometria (EC) je zhoubným nádorovým onemocněním vnitřní epitelové

výstelky dělohy. EC je nejčastějším gynekologickým nádorovým onemocněním celosvětově

a čtvrtým nejčastějším nádorem u žen (Bray et al., 2018, Ferlay et al., 2019). Incidence EC

v České republice za rok 2020 činila 1893 případů (obrázek 6, www.svod.cz) a dlouhodobě

stoupá, v přepočtu se jednalo o 36 případů na 100 000 žen. Nicméně, mortalita EC je

dlouhodobě stabilní, za rok 2020 tvořila 345 případů (18 % mortalita). V porovnání s PDAC,

pro který je mortalita 93,0 %, se tak jedná až o pětkrát nižší mortalitu. Naprostá většina

případů EC je diagnostikována po 55. roku života (76 %, obrázek 7) s nejvyšší incidencí

v rozmezí 65-69 let. Většina případů je diagnostikována postmenopauzálně a v raných

stadiích onemocnění (stadia I-II: 78 % za rok 2020; obrázek 8), k čemuž přispívají typické

symptomy EC (abnormální krvácení). U pacientek s pokročilou formou onemocnění se

může EC projevovat bolestmi a rozpínáním břišní dutiny, spolu se zácpami, stejně jako i

průjmy (Makker et al., 2021). Včasná diagnóza EC se promítá do relativně dobré prognózy

onemocnění a úspěšné léčby.
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Obrázek 6. Křivky incidence (modrá) a mortality (červená) pacientek s EC od roku 1977.
Mortalita EC dlouhodobě setrvává pod hladinou 500 případů za rok. Údaje získány
z www.svod.cz.

Obrázek 7. Celkové rozložení věku pacientek v době diagnózy EC. Osa y popisuje počet
všech zaznamenaných pacientek. Incidence výrazně stoupá po 55. roku života. Údaje
získány z www.svod.cz.
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Obrázek 8. Procentuální zastoupení jednotlivých klinických stadií EC v době diagnózy
mezi lety 1999-2020. Nejčastěji jsou zastoupena raná stadia (I a II). Údaje získány z
www.svod.cz.

1.5.2.Patogeneze a klasifikace karcinomu endometria

Faktory ovlivňující riziko vzniku EC zahrnují věk ≥55 let, raný věk menarche, pozdní

věk menopauzy, obezitu, diabetes mellitus II. typu, dlouhodobé vystavení

nekompenzovaným estrogenům (endogenním i estrogenním), nízká parita/nuliparita

a genetické predispozice (Makker et al., 2021). Naopak protektivní účinek proti EC má

užívání orální antikoncepce, které snižuje riziko až o 50 % (Daniels and Lu, 2016), normální

BMI (body mass index) a vysoká parita (Colombo et al., 2016, Raglan et al., 2019). Popsáno

bylo rovněž zvýšené relativní riziko (RR = 2,4) vzniku EC u pacientek, kterým byl podáván

tamoxifen jako terapie karcinomu prsu. Toto riziko je zvýšeno pouze během doby užívání

tamoxifenu a s odstupem 0-5 let klesá na RR = 1,5 (Cuzick et al., 2015). V České republice

se tamoxifen až na výjimky nepoužívá.

Asociace mezi vznikem EC a obezitou je dobře zdokumentována a je patrná zejména

u endometroidního EC. Pro ženy s BMI v rozmezí 25-30 kg/m2 je relativní riziko vzniku EC

RR = 1,6, zatímco se stoupajícím BMI se riziko zvyšuje. Pro BMI 30-35 kg/m2 je riziko 2,6×

zvýšené, pro BMI 35-40 kg/m2 je zvýšené 4,8× a pro BMI ≥40 kg/m2 je riziko vzniku EC

navýšeno 6,9× (Setiawan et al., 2013). Obezita přispívá k endometriální kancerogenezi
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zvýšenou hladinou estrogenů, které jsou produkovány adipocyty z androgenů (Renehan et

al., 2015). Inzulínová rezistence, hyperinzulinémie, hyperglykémie a diabetes mellitus II.

typu se rovněž podílejí na kancerogenezi EC (Liao et al., 2014, Zhang et al., 2013, Saed et

al., 2019).

Nejčastější histologickou formou EC je endometroidní karcinom, který představuje

80 % všech případů EC, následovaný serózním karcinomem (10 % všech případů) a poté

ostatními nádory, mezi něž patří nádory muscinózní, světlobuněčné, nádory skvamózních

buněk a smíšené adenokarcinomy. Přibližně 5 % EC tvoří karcinosarkomy (Makker et al.,

2021, Cantrell et al., 2015).

Nádory endometria byly historicky děleny dle histopatologických charakteristik na

dva typy. EC typu I představují nádory asociované s působením nekompenzovaného

estrogenu. Endometriální sliznice je citlivá na hormonální estrogenovou stimulaci, která

indukuje mitózu epitelových buněk. Excesivní stimulace tak může vést k maligní

transformaci. Mezi EC typu I patří nejčastější endometroidní karcinom (grade I-II). Nádory

typu I mají obecně příznivou prognózu. Pětileté přežití pacientek s těmito nádory je 81 %

(Makker et al., 2021).

Do EC typu II oproti tomu spadají agresivnější serózní a světlobuněčné karcinomy,

spolu s endometroidním karcinomem grade III. EC typu II jsou typicky nezávislé na

působení estrogenu. Pětileté přežití pacientek s EC typu II je obecně 55 %, ale u pacientek,

kterým byl EC diagnostikován ve stadiích IVA a IVB je přežití 17 % a 15 % (Makker et al.,

2021).

Stadia onemocnění jsou definována FIGO stupnicí (tabulka 2), případně pomocí

TNM klasifikace. FIGO stadia popisují EC podle jeho růstu a infiltrace okolních tkání.

Obecně lze hovořit o nízkých stadiích (stadia I a II), během nichž je přítomnost EC omezena

na dělohu, a vysokých stadiích (stadia III a IV), kdy EC prorůstá do okolních tkání

a metastazuje (Pecorelli, 2009).

Tradiční rozdělení EC na typ I a typ II bylo v poslední době přehodnocováno díky

pokroku v molekulárních a sekvenačních technologiích. V roce 2013 vydali TCGA (The

Cancer Genome Atlas) studii, v níž analyzovali 313 pacientek s EC, u nichž navrhli řazení

EC do čtyř molekulárních skupin (Cancer Genome Atlas Research et al., 2013). Toto nové
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kategorizování EC bere v potaz mutační zátěž nádorové tkáně a diploidní/polyploidní

charakter nádorového genomu.

První skupinou jsou nádory s polyploidním genomem (CNH, copy number high).

Tato skupina je charakterizována vysokým množstvím plošných genomových alterací

a rozsáhlých duplikací/delecí. Nádory spadající do CNH mají zpravidla vysoký grade, jsou

agresivní a bezezbytku zahrnují serózní karcinomy. Mezi CNH patří také přibližně 25 %

endometroidních karcinomů s vysokým gradem. Většina CNH nádorů má patogenní

varianty v TP53. Prognóza CNH nádorů je ze všech molekulární skupin nejhorší.

Druhou molekulární skupinu tvoří EC s mikrosatelitovou nestabilitou (MSI). MSI je

fenotyp vzniklý porušením funkce MMR DNA opravné dráhy, kdy došlo k inaktivování

obou alel alespoň jednoho s MMR genů. Může se jednat o kombinaci germinálních

a somatických mutací, často ve spojitosti s epigenetickým umlčením exprese genu (typicky

MLH1) (Haraldsdottir et al., 2014). Geny MMR dráhy (kapitola 1.2.4) spojené s MSI jsou

MLH1, MHS2, MSH6, PMS2, případně EPCAM. Mutační zátěž EC s MSI je 10× vyšší než

je běžné mutační pozadí. Prognóza těchto nádorů je středně dobrá (Cancer Genome Atlas

Research et al., 2013). Nádory v této skupině mají nezvyklou morfologii, jedná se ale vždy

o endometroidní karcinomy a často se nacházejí v nižších segmentech dělohy (Zhao et al.,

2022, Makker et al., 2021).

Třetí skupinu představují EC, u kterých došlo k somatickému zasažení

exonukleázové domény DNA polymerázy ε, kódované genem POLE (OMIM #174762;

exonukleázová doména: exony 9-14) (Leon-Castillo et al., 2020). Zvýšená aktivita

polymerázy v kombinaci se ztrátou schopnosti opravovat replikační chyby vede k tomu, že

mutační pozadí nádorů této skupiny je až 100× vyšší, než je běžné. Tyto nádory tak mají

typicky velké množství somatických mutací v mnoha nádorových genech. POLE-

ultramutované nádory představují 7 % všech případů EC a mají velice příznivou prognózu

(Makker et al., 2021).
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Tabulka 2. Definice stadií karcinomu endometria. Převzato a upraveno z
(Pecorelli, 2009, Novotny et al., 2019).

T kategorie

TX

T0

Tis

T1

T1a

T1b

T2

T3

T3a

T3b

T4

N kategorie

NX

N0

N1

M kategorie

MX

M0

M1

FIGO stadia

Stadium 0

Stadium IA

Stadium IB

Stadium II

Stadium IIIA

Stadium IIIB

Stadium IVA

Stadium IVB

Primární nádor

Primární nádor nelze hodnotit.

Bez známek primárního nádoru.

Karcinom in situ.

Nádor omezen na tělo dělohy.

Nádor postihuje méně než polovinu myometria.

Nádor postihuje více než polovinu myometria.

Nádor infiltruje čípek, ale nešíří se mimo dělohu.

Lokální a/nebo regionální šíření nádoru.

Nádor postihuje serózu těla děložního a/nebo adnexa.

Nádor postihuje pochvu nebo parametria.

Nádor postihuje močový měchýř a/nebo sliznici střeva.

Regionální uzliny

Regionální uzliny nelze hodnotit.

Regionální uzliny bez metastáz.

Metastázy v regionálních uzlinách.

Vzdálené metastázy

Vzdálené metastázy nelze hodnotit.

Bez vzdálených metastáz.

Vzdálené metastázy.

Tis, N0, M0

T1a, N0, M0

T1b, N0, M0

T2, N0, M0

T3a, N0, M0

T3b, N0, M0

T4, N0-1, M1

T1-4, N0-1, M1
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Poslední, čtvrtou skupinou v molekulární klasifikace EC jsou nádory CNL (copy

number low). Tyto EC nemají zvýšenou mutační zátěž a zpravidla disponují diploidním

genomem. U CNL EC byla zaznamenána zvýšená exprese progesteronového receptoru,

tento typ EC by tak mohl dobře odpovídat na hormonální terapii. Prognóza těchto nádorů je

středně dobrá (Cancer Genome Atlas Research et al., 2013).

Naprostá většina případů EC je sporadického původu, nicméně 3-5 % případů tvoří

dědičné formy EC, nejčastěji asociované s LS (Spurdle et al., 2017). I přes známou asociaci

EC s LS ale není u většiny familiárních případů EC identifikována příčinná hereditární

predispozice.

1.5.3.Dědičné predispozice ke karcinomu endometria

1.5.3.1. Lynchův syndrom

V současně době je dědičná forma EC uvažována pouze v kontextu LS. Jedná se o

autozomálně dominantní dědičné onemocněné zapříčiněné patogenními variantami v genech

účastnících se MMR DNA opravné dráhy (kapitoly 1.2.4 a 1.4.3.4).

EC je druhým nejčastějším projevem LS po karcinomu kolorekta. U žen nesoucích

mutace v predispozičních genech se navíc projevuje dříve než kolorektální karcinom,

představuje tak určitý „varovný“ nádor LS (Lu et al., 2005). Pravděpodobnost, že nosička

mutace v genech LS vyvine EC jako první nádor, je 40-60 % (Tafe et al., 2014).

Riziko vzniku EC do 70 let je pro nosičky patogenní zárodečné varianty v MLH1

18 % (9-34 %), MSH2 30 % (18-45 %), MSH6 26 % (18-36 %), PMS2 12-15 % a pro

pacientky s 3’ delecí EPCAM 12 % (0-27 %) (Baglietto et al., 2010, Dowty et al., 2013,

Spurdle et al., 2017).

Nosičky patogenních variant v genech LS mají zpravidla nižší věk diagnózy EC

a nižší BMI než pacientky se sporadickým EC. Věk v době diagnózy nádoru se liší

v závislosti na zasaženém genu. Průměrný věk EC diagnózy u nosiček mutací v genech

MLH1 a MSH2 se pohybuje v rozmezí 39-49 let, zatímco u pacientek s mutacemi v genu

MSH6 v rozmezí 50-59 let (Ryan et al., 2017). Nejčastějším histologickým typem LS

asociovaného EC je podobně jako u sporadických případů endometroidní karcinom (Zhao

et al., 2022). Oproti sporadické formě se EC asociované s LS vyskytují častěji v nižších
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částech dělohy, a to v 11-14 % případů, zatímco sporadických EC se v těchto oblastech

vyskytuje v 1,8 % případů (Westin et al., 2008, Masuda et al., 2012).

1.5.3.2. Další kandidátní predispoziční geny

BRCA1 a BRCA2 kódují proteiny účastnící se homologní rekombinace (kapitola

1.4.3.3). Jejich zárodečné mutace jsou známé zejména ve spojitosti s HBOC syndromem, ale

případná spojitost s predispozicí ke vzniku EC je také předmětem výzkumu. Shu et al.

ve studii 1083 nosiček mutací v BRCA1/2 zjistili zvýšené riziko vzniku EC, zejména pak

agresivního serózního (Shu et al., 2016). Podobný výsledek byl popsán i v holandské studii,

ve které bylo analyzováno 5980 nosiček zárodečných mutací v BRCA1/2. Nosičky mutací

v BRCA1 měly nejen vyšší riziko vzniku serózního typu EC (OR = 12,6), ale středně zvýšené

riziko k EC obecně (OR = 3,5). Nosičky mutací v BRCA2 oproti tomu měly celkové riziko

EC o polovinu nižší (OR = 1,7) (de Jonge et al., 2021). Jiné studie ovšem asociaci nosiček

zárodečných mutací v genech BRCA1/2 nepozorovaly (Kitson et al., 2020, Lee et al., 2017).

PTEN (OMIM #601728) je tumor supresorový gen, jehož proteinový produkt je

zapojen do signálních drah PI3K/AKT a MAPK. V nádorové tkáni EC dochází k častým

somatickým mutacím v PTEN. Ztráta funkce PTEN proteinu umožňuje zvýšenou proliferaci

a rezistenci k indukci apoptózy (Spurdle et al., 2017). Zárodečné mutace PTEN způsobují

syndrom Cowdenové, který je charakterizovaný četnými hamartomy, zpravidla kůže,

mucinózních membrán a střev. Syndrom Cowdenové rovněž predisponuje k mnohým

nádorovým onemocněním, například karcinomům štítné žlázy, prsu a endometria (Tan et al.,

2012, Nieuwenhuis et al., 2014). Nosiči zárodečných mutací v PTEN mají kumulativní

riziko EC do 70 let mezi 19-28 % (Riegert-Johnson et al., 2010, Tan et al., 2012).

Nejčastějším histologickým typem EC u nosičů zárodečných mutací v PTEN je

endometroidní karcinom. Genetická predispozice ke vzniku EC je pro nosiče zárodečných

mutací v PTEN mimo klinický fenotyp syndromu Cowdenové vzácná (Spurdle et al., 2017).

POLE (OMIM #174762) a POLD1 (OMIM #174761) kódují katalytické a opravné

podjednotky DNA polymeráz δ a ε. Účastní se DNA replikace a oprav DNA. Šest studií

provedlo analýzu zárodečných mutací u pacientů s kolorektálním karcinomem nebo u

jedinců z rodin, kde se tento karcinom vyskytuje. Dohromady odhalily genetické varianty

zasahující exonukleázové domény POLE (exony 9-14) a POLD1 (exony 8-13), poškozující

správnou funkci opravy chyb při replikaci. Mezi nalezené varianty patřily pro POLD1:

c.947A>G, p.(Asp3161Gly); c.1421T>C, p.(Leu474Pro); c.1433G>A, p.(Ser478Asn) a pro
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POLE: c.1089C>A, p.(Asn363Lys); c.1421T>C, p.(Leu424Val). Role somatických variant

POLE je v EC dobře známa (kapitola 1.5.2). Jaký je ale vliv zárodečných variant v POLE

a POLD1 na vznik EC, ať už missense nebo trunkačních variant, zůstává stále nejasné.

(Palles et al., 2013, Valle et al., 2014, Rohlin et al., 2014, Elsayed et al., 2015, Spier et al.,

2015, Bellido et al., 2016).

STK11 je gen, jehož zárodečné mutace způsobují PJS (kapitola 1.4.3.2). Kromě PJS

je spojen s vysokým rizikem vzniku PDAC, ale i se zvýšeným rizikem gynekologických

nádorů. Celoživotní kumulativní riziko vzniku EC je u nosiček s PJS 9 %. Toto riziko je

nicméně nižší než riziko spojené s LS, u nosiček zárodečných mutací v STK11 tak není

doporučené klinické sledování EC, pouze v případě souběžného výskytu s karcinomy

ovaria, cervixu či prsu (Banno et al., 2013).

CHEK2 (OMIM #604373) je tumor supresorový gen kódující kinázu, která se účastní

regulace buněčného cyklu, reparace DNA a kontroly apoptózy. Zárodečné mutace v tomto

genu jsou spojeny se zvýšeným rizikem vzniku karcinomů prsu a ovaria (Kleiblova et al.,

2019). Riziko vzniku EC u nosiček hereditárních CHEK2 mutací bylo popsáno v nizozemské

studii, která ukázala, že nosičky varianty c.1100del, p.(Thr367MetfsTer15) měly častější

rodinnou anamnézu kolorektálního karcinomu a EC (de Jong et al., 2005). V další studii

ovšem asociace zárodečných mutací v CHEK2 s EC nebyla potvrzena (Einarsdottir et al.,

2007). V současné době je zatím málo dat pro přesné určení rizika vzniku EC u nosiček

zárodečných patogenních variant v genu CHEK2 (Spurdle et al., 2017).

MUTYH (OMIM #604933) je gen, jehož proteinový produkt se účastní BER

reparační dráhy (kapitola 1.2.2). Podílí se tak na opravách oxidačního poškození DNA.

MUTYH je spojen s autosomálně recesivní adenomatózní polypózou a kolorektálním

karcinomem. Jeho monolalelické zárodečné mutace s sebou nesou nízké kumulativní riziko

vzniku karcinomu kolorekta (7 % pro muže, 6 % pro ženy), ale bialelické mutace riziko

zvyšují o jeden řád (75 % pro muže, 72 % pro ženy) (Win et al., 2014). V současné době

existuje pouze jedna studie, která poukazuje na možné zvýšení rizika EC u nosičů

heterozygotních zárodečných mutací v MUTYH (Win et al., 2011). Riziko pro nosiče

bialelických mutací v MUTYH není známé, zapojení tohoto genu do kancerogeneze EC je

tak nejasné (Spurdle et al., 2017).

TP53 (OMIM #191170) je tumor supresorový gen, který kóduje protein p53,

účastnící se regulace buněčného cyklu, apoptózy a DNA reparace. Somatická inaktivace
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TP53 je častým jevem ve vývoji EC. Zárodečné mutace v TP53 způsobují Liův-Fraumeniho

syndrom a predisponují k řadě různých nádorů, včetně sarkomů a endometriálního

leiomyosarkomu. I když EC není známou manifestací Liova-Fraumeniho syndromu, existuje

studie, která publikovala přítomnost zárodečných mutací v TP53 u pacientů s raným EC

(Nichols et al., 2001).

Možné spojení dědičné predispozice u EC bylo navrženo u genů AKT1, APC, ATM,

BRIP1, FAN1, FANCC, KLLN, NBN, NRLH1, PALB2, PIK3CA, RAD51C, RINT1, SDHB,

SDHC, SDHD, SEC23B (Spurdle et al., 2017).
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2. Cíle práce

Genetické pozadí u nádorových onemocnění je vysoce heterogenní. Navíc, podíl

genetické predispozice se u různých dědičných nádorových onemocnění liší a ve většině

případů s kumulací nádorových onemocnění v rodině nebyla dosud dědičná komponenta

objasněna.

Cílem práce bylo určení podílu genetické predispozice u pacientek/tů s karcinomem

pankreatu a karcinomem endometria v České republice pomocí několika dílčích úkolů:

1. Stanovit frekvenci zárodečných patogenních variant ve známých nádorových

predispozičních genech a v kandidátních genech, u nichž není asociace se

zvýšeným rizikem vzniku daného karcinomu dosud popsaná.

2. Určit rizika vzniku onemocnění spojená se zárodečnými patogenními variantami

v jednotlivých genech.

3. Srovnat klinicko-patologické charakteristiky u nosičů zárodečných patogenních

variant a pacientů bez mutací.

4. U pacientek s karcinomem endometria zhodnotit vliv indikačních kritérií ke

genetickému testování na úspěšnost nalezení nosičů patogenních variant.

36



3. Metody

3.1. Soubor testovaných pacientů a kontrol

3.1.1.Soubor pacientů s PDAC

V rámci výzkumu zaměřujícího se na genetickou predispozici ke vzniku PDAC byla

vyšetřena DNA od 226 pacientů s tímto onemocněním (tabulka 3). Studie probíhala

retrospektivně a pacienti nebyli selektováni na základě žádných kritérií. Pacientům byl

diagnostikován PDAC na Onkologické klinice VFN a do studie byli zařazeni mezi lety 2015

a 2018. Všichni pacienti poskytli informovaný souhlas s účastí na studii. Studie byla

schválena Etickou komisí VFN. Všichni pacienti byli Češi kavkazské populace.

Tabulka 3. Klinicko-patologické charakteristiky souboru 226 pacientů
s PDAC.

Pacienti s PDAC
N=226; (%)

Pohlaví
Žena 109 (48,2)
Muž 117 (51,8)
Věk v době PDAC diagnózy
Průměr (roky) 63
Medián (roky) 65
Rozmezí (roky) 40-85
<50 let 22 (9,7)
50-59 let 59 (26,1)
60-69 let 94 (41,6)
≥70 let 51 (22,6)
Mnohočetné nádory v osobní anamnéze
Nepřítomny 209 (92,5)
Přítomny 17 (7,5)
Další nádory s osobní anamnéze
BC 8 (3,5)
OC 3 (1,3)
Jiné 9 (4,0)
Rodinná nádorová anamnéza (první/druhý stupeň)
Negativní 140 (62,2)
Pozitivní 85 (37,8)
Neznámá 1
Nádory v rodinné anamnéze
PDAC 22 (9,7)
BC 32 (14,2)
OC 9 (4,0)
CRC 36 (15,9)
Melanom 4 (1,8)
BC – karcinom prsu, CRC – kolorektální karcinom, OC – ovariální karcinom,
PDAC – karcinom pankreatu
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3.1.2.Soubor pacientů s EC

Výzkum zaměřující se na analýzu dědičné predispozice k EC byl proveden na

retrospektivní kohortě 527 pacientek. DNA pacientek byla k výzkumu poskytnuta devíti

pracovišti v rámci konsorcia CZECANCA a Bankou biologického materiálu 1. LF UK

(tabulka 4). Do studie byly zahrnuty pacientky s EC diagnostikovaným mezi lety 2011-2021.

Všechny pacientky poskytly informovaný souhlas s účastí na studii. Studie byla schválena

Etickou komisí VFN. Všechny pacientky byly Češky kavkazské populace.

Tabulka 4. Seznam center, které poskytly DNA vzorky pacientek s EC

Centrum

Banka biologického materiálu, 1. LF UK, Praha
Centrum lékařské genetiky a reprodukční medicíny GENNET, Praha
Ústav lékařské biochemie a laboratorní diagnostiky, 1. LF UK a VFN,
Praha
Oddělení epidemiologie a nádorové genetiky, Masarykův onkologický
ústav, Brno
Ústav biologie a lékařské genetiky, 1. LF UK a VFN, Praha

Počet
pacientek

235
140

51

29

25
Ústav lékařské genetiky, Lékařská fakulta Univerzity Palackého
v Olomouci a Fakultní nemocnice Olomouc, Olomouc 16
Oddělení lékařské genetiky, Laboratoře AGEL, Nový Jičín
Ústav lékařské genetiky, Lékařská fakulta v Plzni UK a Fakultní
nemocnice Plzeň, Plzeň
Oddělení lékařské genetiky, GHC Genetics, Praha
Oddělení lékařské genetiky, Pronatal, Praha

15

10

4
2

Převažujícím typem nádoru těla děložního (tabulka 5) byl karcinom endometria (89,7

%), celý soubor tak bude dále nazýván jako soubor pacientek s EC.

Pacientky s EC byly zařazeny do studie na základě různých kritérií. Část pacientek

byla indikována ke genetickému vyšetření (hlavně vzorky z konsorcia CZECANCA),

zatímco zbylé pacientky byly neselektované (zejména pacientky z Banky biologického

materiálu). Pacientky byly rozděleny do skupin na základě indikačních kritérií ke

genetickému testování na HBOC a LS. Tato kritéria jsou platná v České republice

a vycházejí z doporučení NCCN (verze 1.2022, kapitoly 3.1.2.1 a 3.1.2.2) (Foretova et al.,

2019, Plevova et al., 2009).
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Tabulka 5. Klinicko-patologické charakteristiky souboru 527 pacientek s EC.
Všechny EC Charakteristika na základě splnění indikačních kritérií
pacientky Pouze LS Pouze HBOC LS+HBOC Neindikované
N=527; (%) N=151; (%) N=16; (%) N=82; (%) N=278; (%)

Věk v době EC diagnózy
Průměr (roky) 59,1 50,8 59,0 51,3 65,8
Medián (roky) 60,5 47,8 57,0 49,0 65,3
Rozmezí (roky) 24-92 24-91 51-73 28,9-81,5 50-92
<50 let 120 (23,2) 79 (53,4) 0 41 (51,3) 0
>=50 let 397 (76,8) 69 (46,6) 15 (100,0) 39 (48,8) 274 (100,0)
Nedostupné 10 3 1 2 4
Histologické děložních malignit
Karcinom endometria 349 (89,7) 76 (85,4) 8 (72,7) 48 (100,0) 217 (90,0)
Endometroidní adenokarcinom 284 (73,0) 65 (73,0) 7 (63,6) 44 (91,7) 168 (69,7)
Serózní 35 (9,0) 4 (4,5) 1 (9,1) 3 (6,3) 27 (11,2)
Světlobuněčný 7 (1,8) 2 (2,2) 0 0 5 (2,1)
Nediferencovaný 3 (0,8) 0 0 0 3 (1,2)
Smíšený (endometroidní/serózní) 3 (0,8) 0 0 0 3 (1,2)
Smíšený (endometroidní/serózní/světlobuněčný) 1 (0,3) 1 (1,1) 0 0 0
Smíšený (endometroidní/světlobuněčný) 4 (1,0) 3 (3,4) 0 0 1 (0,4)
EIN 8 (2,1) 1 (1,1) 0 1 (2,1) 6 (2,5)
Nedostupné 4 (1,0) 0 0 0 4 (1,7)
Sarkomy 40 (10,3) 13 (14,6) 3 (27,3) 0 24 (10,0)
Leiomyosarkom 32 (8,2) 9 (10,1) 2 (18,2) 0 21 (8,7)
Nediferencovaný 2 (0,5) 0 0 0 2 (0,8)
Endometriální stromální sarkom 3 (0,8) 2 (2,2) 0 0 1 (0,4)
Nedostupné 3 (0,8) 2 (2,2) 1 (9,1) 0 0
Blíže neurčený maligní nádor těla děložního 138 62 5 34 37
FIGO grade
1 123 (35,9) 35 (48,6) 4 (40,0) 16 (45,7) 68 (30,1)
2 100 (29,2) 15 (20,8) 3 (30,0) 12 (34,3) 70 (31,0)
3 120 (35,0) 22 (30,6) 3 (30,0) 7 (20) 88 (38,9)
Nedostupné 184 79 6 47 52
FIGO stadium
0 8 (2,8) 1 (2,1) 0 1 (4,2) 6 (2,8)
I 176 (60,9) 33 (68,8) 4 (66,7) 17 (70,8) 122 (57,8)
II 38 (13,1) 5 (10,4) 1 (16,7) 2 (8,3) 30 (14,2)
III 48 (16,6) 8 (16,7) 1 (16,7) 2 (8,3) 37 (17,5)
IV 19 (6,6) 1 (2,1) 0 2 (8,3) 16 (7,6)
Nedostupné 238 103 10 58 67
Mnohočetné nádory v osobní anamnéze
Přítomny 214 (40,6) 69 (45,7) 16 (100,0) 82 (100,0) 47 (16,9)
Nepřítomny 313 (59,4) 82 (54,3) 0 0 231 (83,1)
Další nádory v osobní anamnéze
CRC                                                                                 31 (5,9)                31 (20,5)              0                           0                           0
OC                                                                                    59 (11,2)              0                           1 (6,3)                  58 (70,7)              0
BC 80 (15,2) 14 (9,3) 15 (93,8) 13 (15,9) 38 (13,7)
Tři nádory EC+(BC/OC/CRC) 13 (2,5) 2 (1,3) 0 11 (13,4) 0
Jiné 31 (5,9) 22 (14,6) 0 0 9 (3,2)
Žádné 313 (59,4) 82 (54,3) 0 0 231 (83,1)
Rodinná     nádorová     anamnéza     (první/druhý
stupeň)
Pozitivní 353 (69,8) 120 (81,6) 13 (100,0) 56 (73,7) 164 (60,7)
Negativní 153 (30,2) 27 (18,4) 0 20 (26,3) 106 (39,3)
Neznámá 21 4 3 6 8
Nádory v rodinné anamnéze
EC 35 (6,9) 14 (9,5) 1 (7,7) 6 (7,9) 14 (5,2)
CRC 88 (17,4) 39 (26,5) 4 (30,8) 15 (19,7) 30 (11,1)
OC 15 (3,0) 7 (4,8) 1 (7,7) 5 (6,6) 2 (0,7)
BC 60 (11,9) 14 (9,5) 3 (23,1) 9 (11,8) 34 (12,6)
Mnohočetné (EC/OC/CRC) 10 (2,0) 10 (6,8) 0 0 0
Jiné 145 (28,7) 36 (24,5) 4 (30,8) 21 (27,6) 84 (31,1)
Žádné 153 (30,2) 27 (18,4) 0 20 (26,3) 106 (39,3)
Neznámé 21 4 3 6 8

BC – karcinom prsu, CRC – kolorektální karcinom, N – počet, OC – ovariální karcinom, EIN
– endometriální interepitheliální neoplázie.
Procenta byla vypočítána z celkového počtu pacientů se známými charakteristikami.
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3.1.2.1. Indikační kritéria ke genetickému testování – karcinom prsu (C50)

a karcinom ovaria (C56)

- Osobní nádorová anamnéza

o Pacientka s C50 je mladší 45 let, nebo mladší 50 let, není-li známa rodinná

nádorová anamnéza.

o Pacientka má bilaterální C50, kdy pacientka vyvinula první C50 dříve než

v 50 letech a oba dříve než v 60 letech.

o Pacientka byla diagnostikován s triple negativním C50 ve věku pod 60 let.

o Pacient je muž s C50.

o Pacientka byla diagnostikována buď s C56, blíže neurčeným karcinomem

ženských pohlavních orgánů (C57), nebo s karcinomem peritonea (C48.2).

o Pacientce byla diagnostikována duplicita C50 a karcinomu pankreatu (C25)

v jakémkoliv věku.

- Rodinná nádorová anamnéza

o Pacientka a další dva příbuzní byli diagnostikováni s C50.

o Pacientka a další příbuzný byli diagnostikováni s C50, kdy alespoň jeden je

mladší 50 let nebo oba mladší 60 let (včetně pacientky).

o Pacientka a přímý příbuzný (rodič, sourozenec, potomek, případně sestra

matky/otce) byli diagnostikováni s:

 C56, karcinomem vejcovodu nebo primárním peritoneálním

tumorem;

 Triple negativním C50 nebo medulárním C50;

 Karcinomem pankreatu nebo prostaty GS ≥ 7 nebo primárně

metastatický karcinom prostaty.

3.1.2.2. Indikační kritéria ke genetickému testování – kolorektální karcinom

(C18) a karcinom endometria (C54)

- Pacientovi byl diagnostikován tumor ve věku pod 50 let.

- U pacienta byla potvrzena mikrosatelitová nestabilita ve věku pod 60 let.

-  Pacient má souběžnou diagnózu spojenou LS (karcinom kolorekta, žaludku,

pankreatu, ovaria, tenkého střeva, močového měchýře, ledvinové pánvičky,

žlučovodu, glioblastom).
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- Pacient a jeden přímý příbuzný mají diagnózu spojenou s LS ve věku pod 50 let.

- Pacient a dva druhostupňoví příbuzní mají diagnózu spojenou s LS v jakémkoliv

věku.

- Pacient s kolorektálním karcinomem a více než 10 adenomy/polypy.

3.1.3.Soubor kontrol

V rámci studie byly použity dva soubory populačně specifických kontrol (PMC –

population-matched controls). Prvním z nich byl soubor 777 jedinců (89 mužů, 688 žen)

starších 60 let bez pozitivní osobní nádorové anamnézy a bez pozitivní rodinné nádorové

anamnézy u příbuzných prvního stupně. Druhým souborem bylo 1662 neselektovaných

kontrol (1170 mužů, 492 žen) s mediánem věku 57 let (18-88 let) vyšetřených

celoexomovým sekvenováním Národním centrem pro lékařskou genomiku

(https://ncmg.cz). Tyto kontroly nebyly vyšetřovány z důvodu nádorového onemocnění.

Jedinci v kontrolách byli Češi kavkazské populace. Všichni zúčastnění podepsali

informovaný souhlas se studií.

3.2. Izolace DNA z periferní krve

DNA byla izolována z leukocytů periferní krve za použití kitu Wizard® Genomic

DNA Purification Kit (Promega). K izolaci byly použity 3 ml promíchané krve. Nejprve

byly lyzovány erytrocyty pomocí 9 ml hypotonického Cell Lysis Solution. Po centrifugaci

byly k peletě zbylých krevních elementů přidány 3 ml Nuclei Lysis Solution a 1 ml Protein

Precipitation Solution. Vysrážené proteiny byly z roztoku odstraněny centrifugací

a supernatant byl přidán ke 4 ml čistého isopropanolu. Po vysrážení a centrifugaci byla

peleta DNA promyta 3 ml 70% ethanolu a vysušena. Následně byla rozpuštěna v Tris-EDTA

pufru (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 7,5) a naředěna na konečnou koncentraci

100 ng/µl.

3.3. Sekvenování nové generace

3.3.1. Sekvenační panel CZECANCA

Analýza vzorků genomové DNA byla prováděna panelovým sekvenováním nové

generace (NGS). Byl použit panel CZECANCA v1.2.2, navržený v rámci Laboratoře

onkogenetiky pomocí programu HyperDesign (KAPA HyperChoice, Roche). Panel
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CZECANCA v1.2.2 cílí na 226 známých a kandidátních nádorových predispozičních genů

(příloha 1) (Soukupova et al., 2018). Celková velikost cílové oblasti panelu CZECANCA

byla 632 230 bp. Většina proteinových produktů cílových genů se podílí na DNA

reparačních procesech, nebo jsou součástí proliferačních a kontrolních signálních kaskád.

3.3.2.Příprava NGS knihovny

Příprava genomové DNA pro vytvoření NGS knihovny se skládá z následujících

kroků: fragmentace DNA, enzymatické úpravy vzniklých fragmentů, ligace adaptorových

sekvencí, inkorporace specifických indexovacích sekvencí pomocí PCR, nabohacení cílové

sekvence panelu a konečná amplifikace pomocí PCR.

Pro přípravu knihovny před nabohacením cílové sekvence byl použit komerční kit

KAPA HyperPlus (Roche). Reagencie tohoto kitu byly používány v polovičním množství

oproti doporučení výrobce (výjimkou byla KAPA HiFi HotStart ReadyMix). Pro hybridizaci

s panelem a následné omývání byly použity kity KAPA HyperCapture Reagent a KAPA

HyperCapture Bead (Roche). Pro stanovení rozsahu velikosti fragmentů byl použit

Bioanalyzer 2100 (High Sensitivity kit, Agilent Technologies). Koncentrace DNA byla

stanovena pomocí fluorimetrů Qubit 3 a Qubit Flex za použití kitu High Sensitivity

(Invitrogen).

3.3.2.1. Fragmentace genomové DNA

Cílem fragmentace genomové DNA za účely NGS je získat fragmenty DNA o střední

velikosti 200 bp. Pro fragmentaci bylo použito 100 ng genomové DNA od každého vzorku.

DNA byla naředěna deionizovanou vodou do objemu 15 µl. Fragmentace probíhala

enzymaticky za použití směsi restrikčních endonukleáz, obecně nazývaných jako

fragmentáza, dodávaných v kitu KAPA HyperPlus. Enzymatická aktivita fragmentázy je

citlivá na přítomnost EDTA v rehydratačním roztoku pro rozpuštění izolované DNA. Podle

koncentrace EDTA v konečném objemu fragmentačního mixu (V = 25 µl), bylo k 15 µl

přidáváno 2,5 µl naředěného Conditioning Solution, který slouží k zamezení vlivu EDTA na

funkci fragmentázy. Tabulka ředění koncentrovaného Condition Solution se nachází

v tabulce 6.
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Tabulka 6. Tabulka ředění Conditioning Solution v závislosti na koncentraci
EDTA v reakční směsi. Ředění je počítáno pro konečný objem 100 µl.

Konečná koncentrace
EDTA v 25 μl reakční
směsi [mM]

0,02 - 0,05
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0

Ředicí
faktor

32
15,4
7,4
4,8
3,3
2,6
2,2
1,8
1,6
1,4
1,3

Objem koncentrátu
Condition Solution
[μl]

3,1
6,5
13,5
21
30
18,8
46,5
56
64
72
80

Objem
deionizované vody
[μl]

96,9
93,5
86,5
79
70
81,2
53,5
44
36
28
20

Vzorky genomové DNA, které neobsahovaly EDTA, byly ředěny deionizovanou

vodou přímo na objem 17,5 µl. Vzorky byly chlazeny na 4ºC, než k nim bylo přidáno 7,5 µl

roztoku fragmentázy, získaného smícháním koncentrovaného roztoku fragmentázy

a fragmentázového pufru dle poměru daného výrobcem. Vzniklá reakční směs byla umístěna

do termocycleru, kde proběhla fragmentace při 37ºC po dobu 12,5 min.

3.3.2.2. Úpravy fragmentované DNA

Dvouřetězcové fragmenty DNA vzniklé v předchozím kroku obsahují konce

s jednořetězcovými přesahy. Zarovnání konců bylo prováděno v procesu DNA End Repair.

Na 3’ konce takto upravených DNA řetězců bylo následně připojeno dAMP v procesu

nazývaném A-tailing. Tento krok je zásadní pro nadcházející ligaci adaptorových sekvencí

k fragmentované DNA. Procesy End Repair a A-tailing probíhaly souběžně.

K chlazené fragmentační směsi bylo přidáno 5 µl roztoku enzymů pro End Repair

a A-tailing připravených dle poměrů udávaných výrobcem. Reakční směs byla umístěna

do termocycleru při teplotě 65ºC po dobu 30 min. Během tohoto kroku dochází k tepelné

denaturaci fragmentázy.

Adaptorové oligonukleotidy byly vyrobeny na zakázku (GeneriBiotech). Jedná se o

dva řetězce (33 bp), které obsahují vzájemně komplementární části, umožňující částečnou

hybridizaci. Výsledkem je vidlicovitý útvar (obrázek 9), který je ligován na fragmentovanou
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DNA a který následně slouží pro specifickou hybridizaci s primery nesoucími identifikační

sekvence.

i5 adaptor
i7 adaptor

5’-ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T-3’
5’-pGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC-3’
*fosfothiolátová vazba

Adaptory byly připravovány pomocí touchdown hybridizace. Za tímto účelem byly

smíchány spolu s Tris-NaCl pufrem na koncentraci 40µM obou adaptorových řetězců

a 10mM Tris-HCl, 10mM NaCl. Směs adaptorů byla hybridizována v termocycleru při

programu: 97°C/2 min, 72×(97°C/1 min (-1°C per cyklus)), 25°C/ 5min. Po hybridizaci byla

směs adaptorů naředěna Tris-NaCl pufrem a deionizovanou vodou na konečnou koncentraci

15 µM hybridizovaných adaptorů v 1mM Tris-HCl, 1mM NaCl.

Obrázek 9. Schematické znázornění úpravy fragmentované DNA (inzert, zelený
obdélník) během přípravy knihovny. Modré sekvence odpovídají adaptorovým
sekvencím (i5 a i7). Částečná komplementarita i5 a i7 adaptorů vytváří vidlicovou
strukturu. K adaptorovým sekvencím jsou částečně komplementární primery pro
pre-capture PCR (levá část schématu). Tyto primery nesou sekvenci 8 oligonukleotidů
(index, červeně), které umožňují identifikaci vzorku po sekvenaci. Během pre-capture
PCR se sekvence primerů připojují k inzertu (znázorněno v pravé části). Ke koncovým
částem pre-capture PCR primerů jsou komplementární primery pro post-capture PCR.
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Po ligaci adaptorů byly vzorky purifikovány pomocí magnetických kuliček SPRI. Po

přečištění magnetickými kuličkami byly fragmenty DNA amplifikovány pomocí PCR (tzv.

pre-capture PCR), kde byly jako primery využity oligonukleotidy mající počáteční část

komplementární k jednomu z vláken adaptorů. Za touto komplementární částí se nachází

variabilní sekvence osmi nukleotidů zvaná index či barcode (obrázek 9). Kombinací indexů

forward a reverse primerů dochází k unikátní identifikaci vzorku, což umožňuje sekvenaci

více vzorků najednou. Primery pro pre-capture PCR rovněž na svém konci obsahují

univerzální sekvence pro hybridizaci na sekvenační flow cell. Pre-capture PCR probíhala za

použití enzymu KAPA HiFi HotStart ReadyMix v termocycleru při následujícím programu:

98ºC/45 s, 4×(98 ºC/15 s, 60 ºC/30 s, 72 ºC/30 s), 72ºC/1 min.

Obrázek 10. Kontrola rozložení velikosti fragmentů DNA knihovny po pre-capture PCR
na Bioanalyzeru 2100. Na ose x je vynesena velikost fragmentů DNA (bp), na ose y síla
signálu.
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Po skončení pre-capture PCR byla DNA přečištěna pomocí magnetických kuliček

SPRI a eluována do 30 µl deionizované vody. Následně bylo u všech vzorků provedeno

stanovení koncentrace DNA pomocí fluorimetru Qubit a u náhodně vybraných vzorků bylo

určeno rozložení velikosti fragmentů na Bioanalyzeru 2100. Jako vhodný byl brán medián

velikosti fragmentů 350-400 bp (obrázek 10).

i5 primer
(pre-capture PCR)

i7 primer
(pre-capture PCR)

5’–AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACNNNNNNNN
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T–3’
5’–CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATNNNNNNNN
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC–3’
*fosfothiolátová vazba

3.3.2.3. Nabohacení cílové sekvence

Vzorky byly smíchány ve stejném hmotnostním poměru do celkového množství

1,5 µg DNA. Pro minimální sekvenační pokrytí 100× na platformě NextSeq bylo možné

smíchat až 144 vzorků. K poolu vzorků bylo přidáno 20 µl COT DNA (KAPA HyperCapture

Reagent kit, Roche), která slouží ke snížení nespecifické hybridizace v repetitivních

sekvencích. Požadovaný objem poolu s COT DNA byl 65 µl. Pokud byl objem větší, byla

použita rotační vakuová odparka SpeedVac (Eppendorf).

K poolu byl přidán dvojnásobný (V = 130 µl) objem magnetických kuliček

HyperPure (KAPA HyperCapture Beads kit, Roche), pomocí kterých byl přečištěn. DNA

byla z kuliček eluována do 13,4 µl univerzálních blokovacích oligonukleotidů (Universal

Enhancing Oligos), které slouží k zakrytí sekvence adaptorů, indexů a univerzálních

primerů, aby nedocházelo k jejich hybridizaci se sondami panelu. K poolu byly následně

přidány hybridizační pufry (Hybridization Buffer V = 28 µl, Hybridization Component H

V = 12 µl) a celý objem byl doplněn deionizovanou vodou do 56,4 µl. Veškerý objem bez

magnetických kuliček byl přidán k 4 µl alikvotu sond sekvenačního panelu CZECANCA.

DNA s panelem byla denaturována v termocycleru při 95ºC 5 min a inkubována 16-20 hodin

při 55ºC. V tomto kroku dochází k hybridizaci sond panelu s cílovou sekvencí analyzované

DNA pro nabohacení fragmentů obsahujících sekvence vyšetřovaných genů.

Po skončení hybridizace byly k sekvenačnímu panelu přidány magnetické kuličky

s navázaným streptavidinem (KAPA HyperCapture Beads kit, Roche). Na hybridizační

sondy panelu je navázána biotinová značka, která tvoří se streptavidinem silnou

nekovalentní vazbu, umožňující fyzické vychytání cílové sekvence z roztoku. Magnetické
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kuličky s cílovou sekvencí byly omyty sérií pufrů nahřátých na 55ºC a pufrů o laboratorní

teplotě, během nichž byly odstraněny všechny DNA sekvence mimo cílovou. Cílová DNA

byla následně amplifikována pomocí post-capture PCR: 98°C/45s, 11×(98°C/15s, 60°C/40s,

72°C/30s), 72°C/1 min. Jako primery byly použity oligonukleotidy komplementární ke

koncové části primerů začleněných k fragmentované DNA během pre-capture PCR

(obrázek 9).

i5 primer
(post-capture PCR)

i7 primer
(post-capture PCR)

5’–AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC–3’

5’–CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT–3’

Výsledná knihovna byla přečištěna pomocí magnetických kuliček HyperPure

a eluována do 40 µl deionizované vody. U knihovny byla stanovena její koncentrace pomocí

fluorimetru Qubit (typické rozmezí 3-4 ng/µl). Před sekvenací na platformě NextSeq500

byla knihovna denaturována pomocí 200mM NaOH a naředěna HT1 pufrem (NextSeq kit,

Illumina) na konečnou koncentraci 1,5 pM. Knihovna byla sekvenována za použití kitu

NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2.5 150 cyklů (Illumina).

3.3.3.Kontrola nabohacení

Kvalita nabohacení NGS knihovny byla kontrolována pomocí kvantitativní PCR

(qPCR). Bylo použito celkem 8 párů primerů cílících na různé geny (tabulka 7). Pět párů

primerů nasedalo na oblasti genů, které jsou mezi cílovými geny panelu CZECANCA (ATM,

BRCA1, MSH6, PALB2, RAD51C), zatímco tři (intron DPYD, TRPM1, TYR) nasedaly mimo

oblast panelu. Správný průběh nabohacení cílových genů se měřil podle rozdílu počtu cyklů,

v nichž PCR cílových a necílových oblastí překročila fluorescenční práh, společně

s porovnáním s kontrolní knihovnou (obrázek 11).

Vzorek konečné knihovny byl naředěn na koncentraci 1 ng/µl a spolu s kontrolní

knihovnou byl amplifikován na program: 95°C/12 min; 50×(95°C/15 s; 60°C/25 s; 72°C/15

s); 95°C/5 s; 72°C →95°C; 40°C/10 s. Reakce qPCR byla prováděna za použití kitu HOT

FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis Biodyne) na přístroji Light Cycler 480 (Roche).
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(bp)

ATM 190

BRCA1 152

MSH6 204

PALB2 181

RAD51C 195

DPYD 212

TRPM1 200

TYR 220

Tabulka 7. Primery použité pro kontrolu nabohacení cílové sekvence panelu
CZECANCA.

Gen Název primeru Sekvence (5’– 3’) Amplikon

ATM_11F GATCGTGCTGTTCCACTCC
ATM_11R1 CTTCCTTTTGCAAGGGACACTG
BRCA1_11FF ACCACAGTCGGGAAACAAGC
BRCA1_11ER GTGGGCAGAGAATGTTGCAC
MSH6_4BF AGAGTGAAGGCCTGAACAGC
MSH6_4R CACTAACGTGGGCTTGGGAT
PALB2_6F AGTGGGTAATGCAGGCAGA
PALB2_6R CATATGTAAGACACGAGACACTGG
RAD51C_7F ACCAAGTCAGTAAGGCCATATAC
RAD51C_7R CACAGGACTAGCTCTAAGAAACC
DPYD49 CACTCAGCATCAGCCACATATC
DPYD50 TGAGGGACAACTGGTTTATCAAGC
TRPM1_8F GTCTCTGTGGTCATTTTGTAACAACACC
TRPM1_8R CCAACATCAGAGGGACAGGAGTC
TYR_3F GGAAGTATTCACTTTGCACCAGATC
TYR_3R GATTTTTGAACTGAGTAGAACTTGGC

Obrázek 11. Schematické znázornění kontroly nabohacení cílové sekvence panelu. Osa
x značí číslo cyklu PCR, osa y míru fluorescenčního signálu. Vlevo se nacházejí
fluorescenční křivky pro gen v cílové oblasti panelu CZECANCA (primery
PALB2_6F/R), zatímco vpravo křivka genu, který se nenachází v cílové oblasti (primery
TRPM1_8F/R). Cyklus překročení fluorescenčního prahu u cílových oblastí panelu
CZECANCA je u analyzované knihovny porovnáván s kontrolní knihovnou.
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3.3.4. Illumina sekvenování

Sekvenování bylo prováděno na platformě NextSeq500 (Illumina). Technologie

Illumina sekvenování využívá tzv. sekvenaci syntézou za použití reverzibilně terminačních

nukleotidů, které jsou fluorescenčně značené. Sekvenace probíhá na sklíčku (flow cell),

které je pokryté pevně ukotvenými oligonukleotidy sloužícími jako primery pro pozdější

můstkovou amplifikaci. Oligonukleotidy jsou komplementární k sekvenci vnesené

k fragmentům DNA během přípravy knihovny. Molekuly knihovny náhodně hybridizují

s oligonukleotidy na flow cell. K navázané DNA je poté dosyntetizováno komplementární

vlákno, kdy DNA polymeráza využívá oligonukleotidy na flow cell coby primery. Vzniklý

komplementární řetězec je tak ukotven k povrchu flow cell. V dalších krocích dochází k tzv.

„můstkové PCR“, během níž se navázaná vlákna DNA ohýbají k dalším oligonukleotidům

na povrchu flow cell (tvoří můstky) a DNA polymeráza dosyntetizovává komplementární

řetězec (obrázek 12A). Vzniklý můstek je poté denaturován. Takto vnikají takzvané klastry,

neboli oblasti obsahující konkrétní namnoženou sekvenci. Před samotnou sekvenací dochází

k denaturaci za vzniku jednořetězcových DNA. Sekvenování probíhá pomocí nově

přidaných univerzálních primerů, DNA polymerázy a čtyř typů fluorescenčně značených

nukleotidů, každý s odlišnou fluorescenční značkou. Sekvenace se odehrává v cyklech,

během nichž je do nově vznikajícího řetězce začleněn a detekován vždy jen jeden nukleotid.

Po odmytí nezačleněných nukleotidů dochází k laserové excitaci fluoroforu a snímání

signálu kamerou. Poté jsou odštěpeny fluorescenční značky a terminátory inkorporovaných

nukleotidů, čímž je umožněno provést nový sekvenační cyklus (obrázek 12B). Získaný

signál je zapisován do sekvence a bioinformaticky zpracováván (Metzker, 2010, Bentley et

al., 2008).
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Obrázek 12. Princip technologie Illumina sekvenování. A) Můstková PCR sloužící
k vytvoření klastru sekvenované DNA. B) Průběh sekvenace pomocí fluorescenčně
značených nukleotidů s odstranitelnou 3’ terminační skupinou. Převzato a upraveno z
(Metzker, 2010).
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3.4. Bioinformatické zpracování

Výsledkem sekvenace na platformě NextSeq500 (Illumina) jsou textová data

ve formátu FASTQ. Kvalita čtení bází byla kontrolována pomocí FastQC v0.11.2.

Sekvenační data byla následně mapována na referenční genom hg19 za použití programu

Novoalign v2.08.03, čímž byly vytvořeny soubory formátu SAM, které byly pomocí nástroje

Picard tools v1.129 přeměněny na binární formu BAM. Kvalita bází namapovaných na

referenční genom byla kontrolována pomocí softwaru Genome Analysis Toolkit (GATK)

v3.8.1. BAM soubory byly následovně zpracovány GATK pipeline na variant-call formát

(VCF) a anotovány pomocí SnpEff 4.3 nástroje. Pro vizualizaci sekvenačních dat v BAM

formátu bylo použito IGV (Integrative Genomics Viewer). Středně dlouhé inzerce a delece

byly hodnoceny pomocí softwaru Pindel 0.2.5a7. Analýza velkých genomových přestaveb

(CNV; copy number variation) byla provedena nástrojem CNVkit 0.7.4.

3.5. Analýza dat

3.5.1.Skupiny genů – karcinom pankreatu

V rámci studie dědičné predispozice k PDAC bylo cílových 226 genů panelu

CZECANCA rozděleno na skupinu 11 hlavních predispozičních genů (STK11, CDKN2A,

BRCA2, BRCA1, ATM, PALB2, TP53, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) (Llach et al., 2020)

a 215 ostatních kandidátních predispozičních genů.

3.5.2.Skupiny genů – karcinom endometria

V rámci studie dědičné predispozice k EC bylo cílových 226 genů panelu

CZECANCA rozděleno na skupinu 19 hlavních predispozičních genů a 207 ostatních

kandidátních genů. Mezi predispoziční geny patřilo pět genů predisponujících k LS (MLH1,

MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM) a 14 genů spojených s HBOC (ATM, BARD1, BRCA1,

BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, NF1, PALB2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11, TP53).

Mezi ostatní kandidátní geny patřily geny, jejichž asociace s EC je neznámá či nejasná (např.

MUTYH, NBN, POLD1, POLE) (Spurdle et al., 2017).
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3.5.3.Prioritizace variant

Během prioritizace nalezených genetických variant byly vyřazeny všechny varianty,

které splňovaly následující podmínky:

· Nízká sekvenační kvalita (q<150);

· Vysoká alelická frekvence (minor allele frequency, MAF>0.001) v populačních

databázích (gnomAD, Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project).

Výjimkou byly varianty klasifikované jako patogenní/pravděpodobně patogenní

(P/LP) v databázi ClinVar;

· Více jak 3 výskyty ve skupině 777 populačních kontrol. Výjimkou byly varianty

klasifikované jako P/LP v ClinVar databázi;

·  Přítomnost v UTR, intronech mimo konsenzní sestřihová místa, synonymní varianty

a inserce/delece nezpůsobující posun čtecího rámce. Výjimkou byly varianty

klasifikované jako P/LP v ClinVar databázi;

· Klasifikace jako benigní/pravděpodobně benigní (B/LB) v ClinVar databázi

s alespoň dvouhvězdičkovým ohodnocením;

· Známé nízké riziko: BRCA2 (c.9976A>T; p.Lys3326Ter) a CHEK2 (c.470T>C;

p.Ile157Thr).

Výsledný soubor variant byl vyhodnocen podle doporučení ACMG (Miller et al.,

2021). Varianty v ClinVar databázi uvedené s pouze jedním přispěvatelem nebo

s rozporuplnou interpretací patogenity byly považovány za varianty nejasného významu

(VUS). Duplikace celých genů a trunkační varianty postihující poslední exon byly

považovány za VUS, pokud nebyly klasifikovány jako P/LP v ClinVar databázi. Přítomnost

všech patogenních variant byla zkontrolována v IGV nebo potvrzena metodou Sangerova

sekvenování či MLPA (kapitola 3.6).

3.5.4.Statistické zpracování

Frekvence zárodečných patogenních variant u pacientů a kontrol byla porovnávána

pomocí Fisherova přesného test nebo Pearsonova χ2 testu. Rozdíl ve věku diagnóz u pacientů

s EC byl spočítán pomocí jednofaktorové ANOVA analýzy následované Tukey-

Kramerovým testem. Statistické testy byly oboustranné a p hodnoty <0,05 byly považovány

za signifikantní. Analýza přežití byla provedena Kaplan-Meierovou metodou.
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3.6. Potvrzení přítomností genetických variant

Přítomnost patogenní genetické varianty zjištěné pomocí NGS byla potvrzena

Sangerovým sekvenováním, jednalo-li se o záměny jednoho nukleotidu/malé delece

a inserce. Přítomnost CNV byla potvrzována pomocí metody MLPA (Multiplex ligation-

dependent probe amplification).

3.6.1.Sangerovo sekvenování

Samotnému Sangerovu sekvenování předcházela amplifikace cílové oblasti pomocí

PCR. Primery na PCR byly navrženy na teplotu tání 60 ºC pomocí webových nástrojů

Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) a UCSC In-Silico PCR

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr). Primery byly dodány firmou GeneriBiotech. Pro

PCR reakci byl použit kit PPP Master Mix (TopBio). Standardní amplifikační podmínky

byly: 94°C/1 min; 40×(94°C/30 s; 60°C/30 s;72°C/30 s);72°C/7 min. Úspěšný průběh PCR

a kvalita amplifikace byly zhodnoceny pomocí agarózové gelové elektroforézy.

Obrázek 13. Příklad DNA sekvence BRCA2 genu získané Sangerovým sekvenováním.
Překryv fluorescenčního signálu značí heterozygotní genetickou variantu. V tomto případě
záměnu adeninu za guanin.

Před provedením Sangerovy reakce s fluorescenčně značenými ddNTP, byl vzorek

PCR očištěn od nespotřebovaných PCR primerů a dNTP pomocí ExoSAP-IT (Applied

Biosystems). ExoSAP-IT obsahuje exonuklázu, štěpící jednořetězcovou DNA, a alkalickou

fosfatázu, štěpící fosfátovou vazbu přítomnou v dNTP. Samotná Sangerova reakce byla

provedena pomocí BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems)

a sekvenačního primeru. Výsledný produkt byl přečištěn srážecí reakcí za použití acetátu
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sodného a ethanolu. Suchý produkt byl resuspendován ve formamidu, denaturován

a analyzován na automatickém sekvenátoru ABI Prism 3130 (Applied Biosystems).

Sekvenační data byla vizualizována pomocí programu FinchTV 1.3.1 (Geospiza, Inc.,

obrázek 13).

3.6.2.MLPA

Detekce CNV probíhala pomocí metody MLPA (MRC Holland). Princip této metody

je založen na ligaci dvou sond, které hybridizačně nasedají v cílové oblasti vedle sebe. Každá

ze sond je opatřena komplementární sekvencí k cílové oblasti a k univerzálním

fluorescenčně značeným primerům. V případě nasednutí obou sond a úspěšné ligace je

možné amplifikovat spojenou sekvenci pomocí PCR. Na každý exon vyšetřovaného genu

připadají sondy, které mají po ligaci odlišnou délku. To umožňuje jejich identifikaci

kapilární elektroforézou (ABI Prism 3130, AppliedBiosystems). Relativní síla signálu byla

porovnávána proti kontrolními vzorku pomocí programu Coffalyser (MRC Holland).

Snížení či zvýšení relativního signálu sondy umožňuje identifikaci delece/duplikace

analyzované oblasti (obrázek 14).

Obrázek 14. Příklad vyhodnocení MLPA analýzy genů EPCAM, MSH2 a MLH1. Výška
signálu fluorescenčních sond pro jednotlivé exony je porovnána s kontrolami a získaný
poměr vynesen do grafu. Vpravo je možné pozorovat duplikaci exonů 16-19 genu MLH1.
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4. Výsledky

4.1. Vyšetření pacientů s karcinomem pankreatu

4.1.1.Patogenní varianty v predispozičních genech

Celkem byla vyšetřena genetická predispozice u 226 pacientů s PDAC. Patogenní

varianty (PV) byly nalezeny v pěti genech (ATM, BRCA1, BRCA2, PALB2, TP53) z celkem

11 hlavních PDAC predispozičních genů (tabulka 8). Frekvence nosičů mutací byla čtyřikrát

vyšší u pacientů (18/226; 8,0 %) než v kontrolnímu souboru (14/777; 1,8 %; p = 2,7×10-5).

Polovina všech PV v hlavních predispozičních genech byla nalezena v genu BRCA2 (N = 9).

Dále byly PV nalezeny v genech ATM (N = 3) a BRCA1 (N = 3), následované PALB2 (N =

2) a TP53 (N = 1). Srovnáním frekvencí PV u pacientů a v kontrolním souboru jsme spočítali

rizika vzniku PDAC pro jednotlivé geny. Statisticky signifikantně zvýšené riziko představují

PV v genu BRCA1 (OR = 10,4; p = 0,04) a v genu BRCA2 (OR = 6,4; p = 0,0009).

Mezi ostatními kandidátními geny bylo identifikováno 18 PV u celkem 16/226

(7,1 %) nosičů. Frekvence nosičů PV v těchto genech byla téměř dvakrát vyšší než u

kontrolního souboru (30/777; 3,9 %; p = 0,02). Nejvíce PV bylo nalezeno v genu CHEK2

(5/18; 27,8 %), u něhož jako jediného samostatného genu ze skupiny kandidátních genů

vyšlo signifikantně zvýšené riziko vzniku PDAC (OR = 17,5; p = 0,003). Přehled všech

identifikovaných PV je uveden v tabulce 9.

U dvou pacientů jsme našli více PV zároveň. Jeden pacient byl nosičem PV v genech

BRCA2 a ERCC4, druhý nosičem PV v genech CHEK2, ERCC4 a FANCG. V kontrolním

souboru nebyli žádní nosiči více PV.
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Gen p hodnota

genech

Tabulka 8. Frekvence zárodečných PV v hlavních a kandidátních predispozičních genech u
pacientů s PDAC v souboru nenádorových kontrol (PMC).

Skupina PDAC pac. PMC OR (95% CI);

genů
N = 226 (%) N = 777 (%) PDAC pac vs. PMC

ATM 3 (1,3) 3 (0,4) 3,5 (0,5-26,1); 0,13
BRCA1 3 (1,3) 1 (0,1) 10,4 (0,8-546,9); 0,04
BRCA2* 9 (4,0) 5 (0,6) 6,4 (1,9-24,5); 0,0009
CDKN2A 0 0 N.A.
MLH1                                   0                      0                      N.A.
MSH2                                   0                      3 (0,4)             N.A.

PDAC MSH6 0 0 N.A.
geny  PALB2 2 (0,9) 2 (0,3) 3,5 (0,2-47,9); 0,22

PMS2 0 0 N.A.
STK11                                   0                      0                      N.A.
TP53                                     1 (0,3)             0                      N.A.
PV v PDAC genech 18 14 4,7 (2,3-9,6); 2,7×10-5

Nosiči PV v PDAC 18 (8,0) 14 (1,8)

BLM                                     0                      3 (0,4)             N.A.
BRIP1                                   2 (0,9)             0                      N.A.
CHEK2* 5 (2,2) 1 (0,1) 17,5 (2,0-150,7); 0,003
ERCC4* 4 (1,8) 5 (0,6) 2,8 (0,5-13); 0,12
FANCA 0 3 (0,4) N.A.
FANCD2 0 1 (0,1) N.A.
FANCE 1 (0,4) 0 N.A.
FANCG* 1 (0,4) 0 N.A.
FANCI 0 1 (0,1) N.A.
FANCM 0 4 (0,5) N.A.

Kandidá     HOXB13                               1 (0,4)             0                      N.A.
tní geny      MRE11                                 0                      2 (0,3)             N.A.

NBN 3 (1,3) 3 (0,4) 3,5 (0,5-26,1); 0,13
POLD1 1 (0,4) 0 N.A.
RAD50 0 1 (0,1) N.A.
RAD54L 0 2 (0,3) N.A.
RECQL 0 3 (0,4) N.A.
SLX4 0 1 (0,1) N.A.
PV v kandidátních
genech
Nosiči PV v kandidátních
genech*

Všechny PV
Všichni nosiči PV*

18

16 (7,1)

36
33* (14,6)

30 2,2 (1,2-3,9); 0,02

30 (3,9)

23
23 (3,0)

*Nosiči více PV v genech BRCA2/ERCC4 a CHEK2/ERCC4/FANCG.
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Tabulka 9. Přehled všech PV identifikovaných u pacientů s PDAC
Gen HGVS c. označení
ATM c.6095G>A
ATM c.6096-9_6096-5del
ATM c.7327C>T
BRCA1 c.2263G>T
BRCA1 c.2411_2412del
BRCA1 c.3770_3771del
BRCA2 c.1813dup
BRCA2 c.1989del
BRCA2 c.3545_3546del
BRCA2 c.475G>A
BRCA2 c.5073dup
BRCA2 c.7415dup
BRCA2 c.7480C>T
BRCA2 c.8167G>C
BRCA2 c.8755-1G>A
BRIP1 c.1328_1334del
BRIP1 c.2684_2687del
CHEK2 c.846+4_846+7del
CHEK2 c.909-2028_1095+330del

(delece exonů 9-10)
CHEK2 c.917G>C
ERCC4 c.2395C>T
FANCG c.778-2A>C
HOXB13 c.251G>A
NBN c.657_661del
PALB2 c.509_510del
POLD1 c.3148del
TP53 c.542G>A

HGVS p. označení
p.(Arg2032Lys)
.
p.(Arg2443Ter)
p.(Glu755Ter)
p.(Gln804LeufsTer5)
p.(Glu1257GlyfsTer9)
p.(Ile605AsnfsTer11)
p.(Phe663LeufsTer5)
p.(Phe1182Ter)
p.(Val159Met)
p.(Trp1692MetfsTer3)
p.(Cys2473ValfsTer2)
p.(Arg2494Ter)
p.(Asp2723His)
.
p.(Cys443SerfsTer5)
p.(Ser895Ter)
.

p.(Met304Leufs)

p.(Gly306Ala)
p.(Arg799Trp)
.
p.(Gly84Glu)
p.(Lys219AsnfsTer16)
p.(Arg170IlefsTer14)
p.(Arg1050AlafsTer74)
p.(Arg181His)

Počet pac.
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1

1
4
1
1
3
2
1
1

4.1.2.Klinicko-patologické charakteristiky nosičů mutací

U pacientů byly hodnoceny klinicko-patologické charakteristiky onemocnění.

Zatímco u pacientů pouze s PDAC byla zachycena frekvence nosičů PV v hlavních PDAC

predispozičních genech 5,7 % (12/209), u pacientů s PDAC a dalším nádorovým

onemocněním byla frekvence nosičů PV v těchto genech 6x vyšší (6/17; 35,3 %; p = 0,001;

obrázek 15A).

U těchto šesti pacientů byly nalezeny PV v genech BRCA2 (4×) a BRCA1 (2×). U

všech byl kromě PDAC diagnostikován buď karcinom prsu, nebo ovaria, v jednom případě

oba. U jednoho pacienta s nádorovou duplicitou karcinomu prsu a PDAC byla nalezena PV
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v genu NBN. Nicméně, všichni nosiči PV v hlavních PDAC predispozičních genech

s dalšími nádorovými onemocněními měli rovněž pozitivní rodinnou nádorovou anamnézu.

Frekvence nosičů PV v hlavních predispozičních genech byla 4× vyšší u pacientů

s pozitivní rodinnou nádorovou anamnézou (13/85; 15,3 %) ve srovnání s frekvencí PV u

pacientů bez nádorových onemocnění v rodině (5/140; 3,6 %; p = 0,004; obrázek 15B). U

nosičů PV s pozitivní rodinnou anamnézou byly nalezeny PV v genech BRCA2 (7×), BRCA1

(3×), ATM (2×) a TP53 (1×). Jeden z nosičů PV v BRCA2 byl i nosičem další PV

v genu ERCC4.

Mediány věku v době diagnózy nosičů PV v hlavních PDAC predispozičních genech

(60,3 let) a nosičů PV v kandidátních predispozičních genech (63,8 let) se nelišily od

mediánu věku diagnózy u pacientů bez mutace (64,5 let; obrázek 15C).

Obrázek 15. Zastoupení nosičů PV v rámci klinicko-patologických podskupin: A) Další
tumor, B) Rodinná nádorová anamnéza, C) Věk v době diagnózy.

Pro 223/226 pacientů byly k dispozici údaje o délce jejich přežití od doby diagnózy.

Informace o přežití byly dostupné pro 31/33 nosičů PV. Rozpětí doby přežití se pohybovalo

mezi 0,3 až 281,1 měsíci. Střední hodnota přežití byla pro všechny pacienty 12,8 měsíce.

Riziko úmrtí bylo signifikantně sníženo u pacientů s PV než u pacientů bez mutace. Střední

hodnota přežití u pacientů bez mutace byla 12,4 měsíce, zatímco u nosičů mutací byla střední

doba přežití 15,9 měsíce.
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Skupinu mutovaných genů jsme dále rozdělili na geny účastnící se DNA reparační

dráhy HR (ATM, BRCA1/FANCS, BRCA2/FANCD1, BRIP1/FANCJ, ERCC4/FANCQ,

FANCE, FANCG, PALB2/FANCN) a nosiče PV v ostatních genech (HOXB13, CHEK2,

NBN, POLD1, TP53). Nosiči PV v genech HR měli významně lepší střední dobou přežití

(mOS; 21,4 měsíce) než pacienti bez mutace (12,4 měsíce, p = 0,001) a nosiči PV v ostatních

genech (4,7 měsíce, p = 0,017; obrázek 16).

Obrázek 16. Kaplan-Meierovy křivky přežití pacientů s PV genech homologní
rekombinace (HR), pacientů s PV v ostatních genech a pacientů bez mutace. mOS –
střední doba přežití.

4.2. Vyšetření pacientek s karcinomem endometria

Celkem byla vyšetřena genetická predispozice u 527 pacientek s EC z deseti center.

Zárodečné PV byly častější mezi pacientkami s EC (118/527; 22,4 %) než u populačních

kontrol (290/1662; 17,4 %; p = 0,01). Pacientky byly rozděleny na základě indikačních

kritérií ke genetickému testování. Celkem 294 (47,2 %) pacientek by bylo indikováno ke

genetickému vyšetření a zbylých 278 (52,8 %) pacientek by ke genetickému vyšetření

indikováno nebylo. V rámci indikovaných pacientek splňovalo indikační kritéria pouze pro

LS 151 (28,7 %) pacientek, pouze pro HBOC 16 (3,0 %) pacientek a obě indikační kritéria

splnilo 82 (15,5 %) pacientek.
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4.2.1.Patogenní varianty v 19 hlavních EC predispozičních genech

Patogenní varianty byly nalezeny ve 12 genech z celkových 19 genů spojených se

známou predispozicí ke vzniku EC (tabulka 10). Frekvence mutací byla přibližně čtyřikrát

vyšší u pacientek s EC (60/527; 11,4 %) než u populačních kontrol (46/1662; 2,8 %;

p = 9,7×10-16).

Nosiček PV v genech LS bylo nalezeno 27/527 (5,1 %), zatímco v populačních

kontrolách bylo těchto nosiček 4/1662 (0,25 %). Patogenní varianty v genech LS tak

představují nejvyšší rizikový faktor ke vzniku EC (OR = 22,4; p = 1,8×10-17). Z genů LS

byly nejvíce zastoupeny PV v MSH6 (13/27; 48,1 %), následované PV v MSH2 (8/27;

29,6 %) a v MLH1 (6/27; 22,2 %). Patogenní varianty v PMS2 nebyly nalezeny. Riziko

vzniku EC pro jednotlivé geny LS bylo možné vypočíst pouze pro gen MLH1 (OR = 19,1;

p = 1,3×10-4).

Nosiček PV v genech spojených s HBOC bylo mezi pacientkami s EC nalezeno

35/527 (6,6 %), zatímco v populačních kontrolách bylo nosiček 42/1662 (2,5 %,

p = 7,9×10-5). Nejčastěji mutovanými geny byly BRCA1 (11/35; 31,4 %), BRCA2 (7/35;

20,0 %) a CHEK2 (6/35; 11,4 %). U všech tří genů bylo popsáno signifikantně zvýšené

riziko vzniku EC, nicméně toto riziko bylo nižší než u nosiček PV v LS genech. BRCA2 PV

jsou spojeny s vysokým rizikem (OR = 7,4; p = 0,002), zatímco PV v BRCA1 (OR = 3,9;

p = 0,001) a CHEK2 (OR = 3,2; p = 0,004) se středním rizikem (tabulka 10). Frekvence PV

v ostatních HBOC genech se u pacientek nelišily od populačních kontrol. U dvou pacientek

byly nalezeny PV zároveň ve dvou genech: MLH1/BRCA1 a MHS2/ATM.

Zastoupení nosiček PV v rámci skupin indikovaných ke genetickému vyšetření bylo

podobné: LS – 16,6 %; HBOC – 18,8 %; LS+HBOC – 18,3 %. Frekvence nosiček PV

v těchto skupinách byla přibližně třikrát vyšší než ve skupině pacientek, které nesplňovaly

žádná indikační kritéria (6,1 %; tabulka 10). Nejvyšší zastoupení nosiček PV v genech LS

bylo ve skupině pacientek splňujících pouze indikační kritéria pro tento syndrom (17/151;

11,3 %). Obdobně bylo nejvyšší zastoupení nosiček PV v genech HBOC ve skupině

pacientek splňujících pouze kritéria pro HBOC (3/16; 18,8 %). Skupiny pacientek

indikovaných pro oba syndromy a neindikovaných pacientek měly sice odlišnou frekvenci

nosiček PV (18,3 % vs. 6,1 %), poměr nosiček PV v LS:HBOC genech byl ale podobný

(5:11 vs. 5:12, tabulka 10, obrázek 17). Ve skupině pacientek splňujících obě indikační

kritéria nicméně převažovaly PV v genech s vysokou penetrancí (MLH1, MSH2, BRCA1),
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HBOC

kdežto se skupině neindikovaných pacientek byly častější PV v genech s nižší penetrancí

(MSH6, ATM).

Tabulka 10. Frekvence zárodečných PV v 19 hlavních EC predispozičních genech u
pacientek s EC. Zastoupení mutací je uvedeno pro jednotlivé skupiny dle indikačních kritérií
(LS, HBOC, LS+HBOC, neindikované), všechny pacientky s EC a pro populační kontroly
(PMC).

Skupina
genů

Skupiny dle indikačních kritérií

Gen LS HBOC LS+HBOC

N=151 (%) 
N=16 N=82

MLH1* 3 (2,0) 0 2* (2,4)

Neindiko
vané
N=278
(%)

1 (0,4)

Všechny
EC
pacientky

N=527
(%)

6* (1,1)

PMC

N=1662
(%)

1 (0,06)

OR (95% CI);
p hodnota

Všechny EC pac vs.
PMC
19,1 (2,3-159,1);
1,3×10-4

Lynchův
syndrom
(LS)

HBOC

MSH2*

MSH6

PMS2

EPCAM

Všechny LS

ATM*

BARD1

BRCA1*

BRCA2

BRIP1

CDH1

CHEK2

NF1

PALB2

PTEN

RAD51C

RAD51D

STK11

TP53

6* (4,0)

8 (5,3)

0

0

17 (11,3)

1* (0,7)

0

2 (1,3)

1 (0,7)

0

0

3 (2,0)

0

1 (0,7)

1 (0,7)

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

2 (12,5)

1 (6,3)

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

2 (2,4)

1 (1,2)

0

0

5 (6,1)

1 (1,2)

1 (1,2)

6* (7,3)

0

0

0

1 (1,2)

0

0

0

2 (2,4)

0

0

0

0 8* (1,5)

4 (1,4) 13 (2,4)

0 0

0 0

5 (1,8) 27 (5,1)

3 (1,1) 5* (1,0)

0 1 (0,2)

1 (0,4) 11* (2,1)

5 (1,8) 7 (1,3)

1 (0,4) 1 (0,2)

0 0

2 (0,7) 6 (1,1)

0 0

0 1 (0,2)

0 1 (0,2)

0 2 (0,4)

0 0

0 0

0 0

0

0

3 (0,18)

0

4 (0,24)

7 (0,42)

0

9 (0,54)

3 (0,18)

3 (0,18)

0

6 (0,36)

1 (0,06)

8 (0,48)

1 (0,06)

2 (0,12)

0

0

2 (0,12)

N.A.

N.A.

N.A.

N.A.

22,4 (7,8-64,3);
1,8×10-17

2,3 (0,2-7,2); 0,2

N.A.

3,9 (1,6-9,5); 0,001

7,4 (1,9-28,9); 0,002

1,1 (0,1-10,1); 1,0

N.A.

3,2 (1,0-9,9); 0,04

N.A.

0,4 (0,1-3,1); 0,4

3,2 (0,2-50,5); 0,4

3,2 (0,4-22,5); 0,2

N.A.

N.A.

N.A.

 
Všechny

 
9 (6,0) 3 (18,8) 11 (13,4) 12 (4,3) 35 (6,6) 42 (2,53) 2,7 (1,7-4,3);7,9×10-5

Všechny PV

Všechny nosičky

26

25* (16,6)

3

3 (18,8)

16

15* (18,3)

17

17 (6,1)

62

60* (11,4)

46

46 (2,78)

* Nosičky dvou PV v genech MLH1/BRCA1 a MSH2/ATM.
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Obrázek 17. Rozložení nosičů PV v rámci skupin pacientek splňujících/nesplňujících
indikační kritéria pro genetické testování LS/HBOC. Zelené čtverce označují pacientky
splňující LS indikační kritéria, růžové HBOC kritéria, žluté obě kritéria a šedé čtverce
označují pacientky nesplňující žádná kritéria. Kolečka symbolizují nosiče PV v genech
LS syndromu (zelené), HBOC (růžové), či obou (zelené/růžové).

4.2.2.Mutace v 207 kandidátních predispozičních genech

V ostatních kandidátních genech byly u pacientek identifikovány PV ve 48 genech

z celkových 207. Frekvence nosiček PV u EC pacientek 66/527 (12,5 %) byla vyšší než

v kontrolním souboru (122/1662; 7,3 %, p = 0,004; tabulka 11). Osm pacientek s EC mělo

PV v hlavních predispozičních genech spolu s PV v kandidátních genech. Při hodnocení

asociace PV se vznikem EC byly vyřazeny všechny nosičky PV v hlavních predispozičních

genech ze skupin pacientek i kontrol. Frekvence nosiček PV v kandidátních genech byla i

po vyřazení těchto nosiček signifikantně vyšší u 467 pacientek (58/467; 12,4 %) než u 1616

kontrol (122/1616; 7,5 %; p = 1,2×10-5). Nejčastěji mutovanými geny byly MUTYH

(heterozygotní PV; 5/467; 1,1 %) a FANCA (4/467; 0,8 %). Frekvence PV v těchto genech

se ale nelišila od populačních kontrol (MUTYH – 18/1616; 1,1 %; FANCA – 10/1616;

0,6 %). PV v žádném genu nebyly spojeny se signifikantně zvýšeným rizikem vzniku EC.
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U tří pacientek byly nalezeny trunkační varianty v genech kódujících DNA

polymerázy ε (POLE, dvě varianty) a δ (POLD1, jedna varianta). Patogenní missense

varianty v těchto genech byly již dříve spojeny s predispozicí k EC (Spurdle et al., 2017). V

kontrolním souboru byla nalezena pouze jedna trunkační varianta v POLE a žádná

v POLD1. Celková frekvence mutací v těchto dvou genech byla u pacientek (3/467; 0,6 %)

významně vyšší než u kontrol (1/1616; 0,06 %) a tyto mutace jsou dohromady spojeny se

signifikantně zvýšeným rizikem vzniku EC (OR = 10,44; p = 0,01).

Podíváme-li se na zastoupení nosiček PV v rámci skupin indikovaných ke

genetickému vyšetření, frekvence nosiček PV ve skupině splňující LS+HBOC indikační

kritéria (14/67; 20,9 %) byla významně vyšší než ve skupině neindikovaných pacientek

(28/261; 10,7 %; p = 0,04, tabulka 11). Frekvence nosiček PV v indikačních skupinách

pouze pro LS (14/216; 11,1 %) nebo HBOC (2/13; 15,4 %) se nelišily.

Tabulka 11. Frekvence zárodečných PV ve 207 kandidátních genech u pacientek s EC. Ze
souboru byly vyřazeny nosičky PV v 19 hlavních predispozičních genech. Zastoupení
mutací je uvedeno pro jednotlivé skupiny dle indikačních kritérií (LS, HBOC, LS+HBOC,
neindikované), všechny pacientky s EC a pro populační kontroly (PMC).

Skupiny dle indikačních kritérií

Gen LS HBOC LS+HBOC
EC pac. PMC

Neindik.

OR (95% CI);
p hodnota

N=126
(%)

ATRIP* 0
CASP8 0
DMBT1* 0
EMSY 0
EPHX1 1 (0,8)
ERCC3* 0
ERCC4* 0
ERCC5 0
ERCC6* 0
EXO1 2 (1,6)
FAN1 1 (0,8)
FANCA 2 (1,6)
FANCD2 1 (0,8)
FANCE 1 (0,8)
FANCG 0
FANCI 1 (0,8)
FANCL* 0
FANCM 1
(0,8) KCNJ5

0
LIG3             0
LRIG1           0

N=13 N=67
(%) (%)

0 1*
0 (1,5) 1
1* (1,5)
(7,7) 0 1*
0 (1,5) 0
0 0
0 1*
0 (1,5)
0 1*
0 (1,5) 0
0 1
0 (1,5)
0 1
0 (1,5)
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 1*

(1,5) 0

N=261 1 N=467
(%)              (0,4)             (%)

1 1 2*
(0,4) (0,4) (0,4) 1
0 (0,2)
1 3*
(0,4) (0,6) 1
1 (0,2) 1
(0,4) (0,2)
0 2*
1* (0,4)
(0,4) 0 1*
1 (0,4) (0,2) 1
2* (0,2)
(0,8) 0 3*
1 (0,6) 3
(0,4) (0,6) 2
2 (0,4) 4
(0,8) (0,9) 1
0 (0,2) 1
0 (0,2) 1
1 (0,2) 1

(0,4) (0,2)

0 1*

N=1616 (%)

 3 (0,2) 1 (0,1)  1
(0,1) 0
2 (0,1) 7 (0,4) 2
(0,1) 0
0
2 (0,1) 3 (0,2) 10
(0,6) 0
1 (0,1) 1 (0,1) 7
(0,4) 0
3 (0,2) 1 (0,1) 4
(0,2)
0

0 0 (0,2) 2
1 1 (0,4) 1
(1,5) (0,4) (0,2) 2
0 1 (0,4)

(0,4) 1 (0,2)



Všechny EC pac
vs. PMC
2,3 (0,4-13,9); 0,3
3,2 (0,2-50,5);
0,4 9,5 (1-91,5);
0,1 N.A.
1,6 (0,1-17,4);
0,7 1 (0,2-4,7);
1

1,              N.
6               A.
(0, N.A.
1- 4,8
17 (0,8
,4) -
;                28,
0,              5);
7 0,1

2, 1, 3,2
3 3 (0,
(0, (0, 2-
4- 4- 50,
13 4); 5);
,9) 0, 0,4
; 7 3,2
0, N. (0,
3 A. 2-

50,5); 0,4 0,5
(0,1-3,7); 0,7
N.A.
2,3 (0,4-13,9);
0,3        3,2 (0,2-
50,5);      0,4      1,6
(0,3-8,6); 0,6
N.A.
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Všechny 14* 2*

MCPH1 0
MEN1 1
MLH3 (0,8)
MRE11A 0
MUTYH* 0
NBN* 0
POLD1* 2*
POLE (1,6) 0
PRF1* 0
RAD1 0
RAD17* 0
RAD51B 0
RAD54L* 0
RBBP8 0
RCF4* 0
RECQL 1*
RECQL4 (0,8) 0
RNF168 0
SBDS 1
SETX (0,8)
SLX4 0
XRCC4 0
Všechny       0
PV                0

15

0 0
0 0
0 0
0 0
0 2*
0 (3) 0
0 1*
0 (1,5) 1
0 (1,5)
0 1*
1* (1,5) 1
(7,7) 0 (1,5)
0 1*
0 (1,5) 0
0 1*
1 (1,5) 0
(7,7) 0
0                 0
0                 1
0 (1,5)
0 0
0                 0
0                 0

0
3 1

(1,5)

2 (0,8) 2 (0,4)
0 1 (0,2)
1 (0,4) 1 (0,2)
1 (0,4) 1 (0,2)
3 (1,1) 5 (1,1)
0 2*
(0,4) 0 1*
(0,2) 1 (0,4) 2
(0,4) 0 1*
(0,2) 0 1 (0,2)
0 2*
(0,4) 1 (0,4) 1
(0,2) 0 1*
(0,2) 1 (0,4) 1
(0,2) 0 1*
(0,2) 0 1 (0,2)
0 1 (0,2)
0 1 (0,2)
1 (0,4) 1 (0,2)
1 (0,4) 1 (0,2)
1 (0,4) 1 (0,2)
1 (0,4) 2 (0,4)

29 66

7
(0,4)
0
1
(0,1)
0
18 (1,1)
7 (0,4)
0
1
(0,1)
1
(0,1)
0
2 (0,1)
0
1
(0,1)
0
2 (0,1)
1 (0,1)
8 (0,5)
1 (0,1)
21 (1,3)
1 (0,1)
1 (0,1)

1 (0,2-4,7);
1 N.A.
3,2 (0,2-50,5);
0,4 N.A.
0,9 (0,3-2,4); 0,8
1 (0,2-4,7); 1
N.A.
6,3 (0,6-69,8);
0,1        3,2 (0,2-
50,5); 0,4 N.A.
3,2 (0,4-22,5);
0,2 N.A.
3,2 (0,2-50,5);
0,4 N.A.
1,6 (0,1-17,4);
0,7 3,2 (0,2-
50,5); 0,4 1,1
(0,2-5,2); 1 3,2
(0,2-50,5); 0,4
0,3 (0,1-1,3); 0,1
3,2 (0,2-50,5);
0,4 3,2 (0,2-
50,5); 0,4
6,3 (0,6-69,8); 0,1

19
1 (0,1)

122

nosičky (11,1) (15,4) 14* (20,9) 28* (10,7) 58* (12,4) 122 (7,5)

*Nosičky PV ve dvou kandidátních predispozičních genech: NBN/RCF4, ERCC3/ERCC6,
DMBT1/RAD17, ATRIP/PRF1, POLD1/FANCL, ERCC4/RAD54L, ERCC4/RAD54L,
MUTYH/ERCC3, DMBT1/RAD17

4.2.3.Klinicko-patologická charakteristika nosičů mutací

Medián věku diagnózy EC byl signifikantně nižší u nosiček PV v LS genech

(51,0 let) v porovnání s pacientkami bez mutace (61,4 let; p = 0,01; obrázek 18A).

Rozdělení nosiček PV podle histologických typů nádorů neukázalo žádný statistický

rozdíl (obrázek 18B). Celková frekvence nosiček PV byla podobná jak u pacientek

s karcinomem endometria (39/349; 11,2 %), tak u pacientek se sarkomy (4/40; 10,0 %).

Mezi pacientkami se sarkomem se nicméně nevyskytovaly nosičky PV v genech LS.

Vzhledem k malému počtu pacientek se sarkomem ale tento rozdíl nebyl signifikantní. Dvě

pacientky z osmi, které byly diagnostikovány s prekancerózou EIN, byly nosičkami PV

v genu BRCA1.

Nejvyšší četnost PV v hlavních predispozičních genech byla u pacientek, které

vyvinuly tři nezávislé tumory (3/13; 23,1 %), a u pacientek, které jako druhý tumor k EC
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vyvinuly kolorektální karcinom (7/31; 22,6 %; obrázek 18C). Nosičky PV v genech LS byly

více zastoupeny u pacientek s EC a kolorektálním karcinomem, stejně jako u pacientek

s třemi tumory. Obdobně byly nosičky PV v HBOC genech více zastoupeny u pacientek,

které k EC vyvinuly karcinom ovaria nebo prsu. Všech třináct pacientek s třemi tumory

vyvinulo buď karcinom kolorekta (5/13; 38,4 %) a/nebo karcinom ovaria (10/13; 76,9 %).

Z hlediska rodinné nádorové anamnézy se ukázalo, že nejvyšší zastoupení nosiček

PV v hlavních predispozičních genech (40 %) bylo u malé skupiny pacientek s vícečetným

výskytem nádorů v rodině a u pacientek s rodinným výskytem karcinomu ovaria (obrázek

18D).

Obrázek 18. Relativní zastoupení nosičů mutací v rámci klinicko-patologických
podskupin: (A) Věk v době diagnózy, (B) Histologie, (C) Sekundární tumor, (D) Rodinná
nádorová anamnéza. BC = karcinom prsu, CRC = karcinom kolorekta, OC = karcinom
ovaria.

U pacientek s rodinným výskytem vícečetných nádorů převažovaly nosičky PV

v genech LS, zatímco u pacientek s rodinným výskytem karcinomu ovaria byla většina

nosiček PV v HBOC genech.
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Ne

Ne

Ano

Prevalence nosiček PV v kandidátních genech se neodlišovala od pacientek bez

mutace v žádné z klinicko-patologických kategorií. Nosičky zárodečných PV v hlavních EC

predispozičních genech a jejich klinicko-patologické informace jsou uvedeny v tabulce 12.

Informace o imunohistochemickém vyšetření MMR genů a o mikrosatelitové

nestabilitě ve vzorcích nádorové tkáně EC byly nedostupné.

Tabulka 12. Seznam všech nosičů PV v hlavních EC predispozičních genech včetně
klinické charakteristiky

Skupina
genů

Gen Varianta
Věk dg
(roky)

Splnila
Histologie LS

kritéria

Splnila
HBOC
kritéria

LS
LS
LS
LS
LS

LS,HBOC

LS

LS

LS

LS

LS
LS
LS

LS,HBOC

LS

LS

LS

LS

LS
LS
LS
LS
LS

LS

LS

LS

LS
HBOC
HBOC
HBOC

MLH1
MLH1
MLH1
MLH1
MLH1
MLH1
BRCA1

MSH2

MSH2

MSH2

MSH2

MSH2
MSH2
MSH2

MSH2
ATM

MSH6

MSH6

MSH6

MSH6

MSH6
MSH6
MSH6
MSH6
MSH6

MSH6

MSH6

MSH6

MSH6
ATM
ATM
ATM

c.790+1G>A, p.(?)
c.350C>T, p.(Thr117Met)
Delece exonů 1-13
c.677G>A, p.(Arg226Gln)
c.1489dup, p.(Arg497ProfsTer6)
c.1483dup, p.(His495ProfsTer29)
c.5266dup, p.(Gln1756ProfsTer74)

Delece exonů 5-6

c.1720del, p.(Gln574ArgfsTer16)

c.1500dup, p.(Arg501GlnfsTer12)

c.2459-2_2472del, p.(Gly820fs)

Delece exonů 1-8
Delece exonů 1-16
Delece exonů 3

c.1676del, p.(Leu559Ter)
c.8147T>C, p.(Val2716Ala)

c.1754T>C, p.(Leu585Pro)

c.964_967del,
p.(Ala322ProfsTer15)
c.2677_2678del,
p.(Leu893AlafsTer6)

c.2348_2349del, p.(Cys783Ter)

c.3261del, p.(Phe1088SerfsTer2)
c.1444C>T, p.(Arg482Ter)
c.1754T>C, p.(Leu585Pro)
c.3995T>G, p.(Leu1332Ter)
c.885dup, p.(Val296SerfsTer16)

c.2759del, p.(Lys920ArgfsTer25)

c.3261dup, p.(Phe1088LeufsTer5)

c.741dup, p.(Arg248ThrfsTer8)

c.643del, p.(Val215Ter)
c.601C>T, p.(Gln201Ter)
c.2921+1G>A, p.(?)
c.3250C>T, p.(Gln1084Ter)

58
46
50
60
55

48

54

45

46

51

29
32
42

53

53

62

42

45

62
65
43
60
73

51

49

55

67
78
55
63

Endometroidní Ne
Endometroidní Ano
Endometroidní Ano
Endometroidní Ano
Endometroidní Ano

Endometroidní Ano

Blíže neurčený
maligní     nádor     těla Ano
děložního
Blíže neurčený
maligní     nádor     těla Ano
děložního
Endometroidní Ano
Blíže neurčený
maligní     nádor     těla Ano
děložního
Endometroidní Ano
Endometroidní Ano
Endometroidní Ano
Blíže neurčený
maligní     nádor     těla Ano
děložního
Endometroidní
a serózní
Endometroidní
a světlobuněčný

Endometroidní Ano

Endometroidní
a světlobuněčný
Endometroidní Ano
Endometroidní Ne
Endometroidní Ano
Endometroidní Ano
Endometroidní Ano
Blíže neurčený
maligní     nádor     těla Ano
děložního
Endometroidní Ano
Blíže neurčený
maligní     nádor     těla Ano
děložního
Endometroidní Ne
Endometroidní Ne
Endometroidní Ne
Papilární serózní Ano

Ne
Ano
Ne
Ne
Ne

Ano

Ne

Ne

Ano

Ano

Ne
Ne
Ne

Ne

Ne

Ne

Ne

Ne

Ne
Ne
Ne
Ne
Ne

Ne

Ano

Ne

Ne
Ne
Ne
Ano
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HBOC ATM

HBOC           BARD1
HBOC           BRCA1

HBOC BRCA1

HBOC BRCA1
HBOC BRCA1
HBOC BRCA1

HBOC BRCA1

HBOC BRCA1

HBOC BRCA1

HBOC BRCA1

HBOC BRCA1

HBOC BRCA2

HBOC           BRCA2
HBOC           BRCA2

HBOC BRCA2

HBOC BRCA2

HBOC BRCA2

HBOC BRCA2

HBOC BRIP1

HBOC CHEK2

HBOC CHEK2

HBOC CHEK2

HBOC CHEK2

HBOC CHEK2

HBOC CHEK2

HBOC PALB2

HBOC PTEN

HBOC RAD51C

HBOC RAD51C

Delece exonů 35-44

c.1690C>T, p.(Gln564Ter)
c.1687C>T, p.(Gln563Ter)
c.2411_2412del,
p.(Gln804LeufsTer5)
c.5266dup, p.(Gln1756ProfsTer74)
Delece exonů 1-17
c.5095C>T, p.(Arg1699Trp)

c.5266dup, p.(Gln1756ProfsTer74)

c.5510G>A, p.(Trp1837Ter)

c.68_69del, p.(Glu23ValfsTer17)

c.5266dup, p.(Gln1756ProfsTer74)

c.5266dup, p.(Gln1756ProfsTer74)

c.6591_6592del,
p.(Glu2198AsnfsTer4)

c.5946del, p.(Ser1982ArgfsTer22)
c.7878G>C, p.(Trp2626Cys)
c.6275_6276del,
p.(Leu2092ProfsTer7)
c.5213_5216del,
p.(Thr1738IlefsTer2)

c.2808_2811del,
p.(Ala938ProfsTer21)

c.658_659del, p.(Val220IlefsTer4)

c.2038_2039dup,
p.(Leu680PhefsTer9)
c.846+4_846+7del,
p.(Asp265_His282del)
c.444+1G>A, p.(Gln149IlefsTer6)

c.444+1G>A, p.(Gln149IlefsTer6)

c.894T>G, p.(Tyr298Ter)

c.846+4_846+7del,
p.(Asp265_His282del)

c.846+4_846+7del,
p.(Asp265_His282del)
c.761C>G, p.(Ser254Ter)

c.170T>G, p.(Leu57Trp)

c.502A>T, p.(Arg168Ter)

c.1026+4_1026+6del, p.(?)

Blíže neurčený
70 maligní     nádor     těla Ne Ne

děložního
28 Endometroidní Ano Ano
80 EIN Ne Ne

53 EIN Ano Ano

68 Leiomyosarkom Ne Ano
57 Endometroidní Ne Ano
69 Endometroidní Ano Ano

Blíže neurčený
61 maligní     nádor     těla Ano Ano

děložního
Blíže neurčený

N.A. maligní     nádor     těla Ano Ne
děložního

N.A. Endometroidní Ano Ne
Blíže neurčený

N.A. maligní     nádor     těla Ano Ano
děložního

41 Papilární serózní Ano Ano
Blíže neurčený

62 maligní     nádor     těla Ne Ne
děložního

55              Endometroidní               Ne             Ne
63              Leiomyosarkom             Ne             Ne

57 Endometroidní Ne Ano

50 Endometroidní Ne Ne

Blíže neurčený
41 maligní     nádor     těla Ano Ne

děložního
Blíže neurčený

N.A. maligní     nádor     těla Ne Ne
děložního

71 Leiomyosarkom Ne Ne

64 Endometroidní Ne Ne

62 Endometroidní Ne Ne
Blíže neurčený

37 maligní     nádor     těla Ano Ano
děložního
Blíže neurčený

61 maligní     nádor     těla Ano Ne
děložního
Blíže neurčený

65 maligní     nádor     těla Ano Ne
děložního

44 Endometroidní Ano Ne

53 Leiomyosarkom Ano Ne
Blíže neurčený

57 maligní     nádor     těla Ano Ne
děložního

62 Endometroidní Ano Ano
Blíže neurčený

34 maligní     nádor     těla Ano Ano
děložního
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5. Diskuze

5.1. Karcinom pankreatu

Ve výzkumu zaměřujícím se vyšetření genetické predispozice u PDAC jsme

analyzovali 226 pacientů s tímto onemocněním. Celkově jsme identifikovali 14,6 %

(33/226) nosičů zárodečných PV, z toho 18 nosičů PV v hlavních predispozičních genech

(8,0 %). Podobné frekvence PV byly zjištěny ve studiích s neselektovanými pacienty z USA

(7,7 %) a Kanady (10,7 %) (Brand et al., 2018, Cremin et al., 2020). V evropských pracích

byly publikovány frekvence nosičů PV mezi 2-7 % (Lener et al., 2016, Earl et al., 2020,

Fountzilas et al., 2021).

Nejčastěji mutovanými hlavními predispozičními geny byly BRCA2 (9×), BRCA1

(3×) a ATM (3×). Varianty v těchto třech genech představovaly 83,3 % (15/18) všech PV

v hlavních predispozičních genech. Zdaleka nejčastěji mutovaným genem byl BRCA2, jehož

devět nosičů představovalo jednu polovinu všech nosičů PV v PDAC predispozičních

genech a 4 % všech pacientů. BRCA2 společně s BRCA1 kóduje proteiny účastnící se DNA

reparačních pochodů (HR) (Wright et al., 2018) a jsou hlavními predispozičními geny u

pacientů s HBOC syndromem (Schubert et al., 2019). U nosičů mutací v obou genech jsme

prokázali statisticky významné vysoce zvýšené riziko vzniku PDAC (BRCA1: OR = 10,4, p

= 0,04; BRCA2: OR = 6,4, p = 0,0009). Na rozdíl od karcinomu prsu, u něhož je frekvence

PV v BRCA1 vyšší než v BRCA2, u PDAC je tomu naopak (Claes et al., 2004, Pohlreich et

al., 2005). V naší práci jsme našli 1,3 % PV v genu BRCA1 a 4,0 % PV v genu BRCA2.

Podobná frekvence byla popsána i v dalších studiích, u pacientů s PDAC se PV v BRCA2

objevují s 2-4× vyšší frekvencí než v BRCA1 (Lowery et al., 2018, Hu et al., 2018, Dudley

et al., 2018). V kontrastu s tím stojí dvě studie z USA, které nalezly stejnou frekvenci PV

v obou genech (Yurgelun et al., 2019, Brand et al., 2018). Riziko asociované s PV v BRCA1

bylo v naší studii vyšší než pro BRCA2, nicméně široké rozmezí konfidenčního intervalu pro

BRCA1 riziko a vyšší prevalence PV v BRCA2 napovídá, že skutečné riziko PDAC je pro

BRCA1 nižší než pro BRCA2. Tento závěr je podpořen zahraniční studií od Hu et al.

(BRCA1: OR = 2,6 vs. BRCA2: OR = 6,2) (Hu et al., 2018).

Všichni tři nosiči zárodečných mutací v BRCA1 měli pozitivní rodinnou nádorovou

anamnézu. Všichni měli rodinný výskyt karcinomu spojeným s HBOC syndromem
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(karcinom prsu/ovaria) a dva měli i rodinný výskyt PDAC. Dva nosiči rovněž před PDAC

vyvinuli karcinom ovaria, zatímco třetí vyvinul pouze PDAC.

Z devíti nosičů zárodečných mutací v BRCA2 genu mělo pozitivní rodinnou

nádorovou anamnézu 7 nosičů (77,8 %). V rodinách těchto nosičů byl výskyt karcinomu

prsu (3×), PDAC (3×) a karcinomu kolorekta (2×). Čtyři nosiči (44,4 %) před diagnózou

PDAC vyvinuli karcinom prsu.

Stejná frekvence PV jako BRCA1 byla nalezena u genu ATM (3/226; 1,3 %).

Bialelická inaktivace ATM způsobuje onemocnění ataxia telangiectasia (Rothblum-Oviatt et

al., 2016), zatímco heterozygotní zárodečné PV jsou spojeny se středním rizikem vzniku

některých tumorů, včetně BC a PDAC (Armstrong et al., 2019). Všichni nosiči PV v ATM

měli pozitivní rodinnou nádorovou anamnézu. Dva nosiči měli rodinný výskyt

kolorektálního karcinomu a jeden karcinomu močového měchýře. Ani jeden ze tří nosičů

nevyvinul další tumor k PDAC. V naší studii nebylo dosaženo staticky významné asociace

PV v ATM se vznikem PDAC. To může být dáno malou velikostí námi vyšetřovaného

souboru pacientů. Nicméně, statisticky významně zvýšené riziko vzniku PDAC u nosičů PV

v genu ATM bylo popsáno v rozsáhlých studiích z Kanady (OR = 7,7) a USA (OR = 5,7)

(Hu et al., 2018, Cremin et al., 2020).

PALB2 je nádorovým predispozičním genem, jehož proteinový produkt se účastní

DNA opravné dráhy HR. Zárodečné PV PALB2 jsou spojeny zejména s predispozicí ke

karcinomu prsu, ale také k PDAC a další asociace je možná s karcinomy ovaria nebo

kolorekta (Yang et al., 2020). Identifikovali jsme dva nosiče (2/226; 0,9 %) shodné

zárodečné PV c.509_510del, p.(Arg170IlefsTer14). Oba nosiči měli negativní rodinnou

nádorovou anamnézu a před PDAC nevyvinuli žádný další tumor. I když naše výsledky

naznačují mírně zvýšené riziko vzniku PDAC pro nosiče zárodečných PV v PALB2,

asociace s PDAC nedosáhla statisticky významné hladiny (OR = 3,5; p = 0,2). Podobně

zvýšeného rizika se statisticky významnou asociací s PDAC dosáhla rozsáhlá zahraniční

studie zaměřující se na vztah zárodečných PV v PALB2 k různým nádorovým onemocněním

(RR = 2,37, p =0,009) (Yang et al., 2020).

TP53 je tumor supresorový gen, jehož zárodečné mutace způsobují Liův-Fraumeniho

syndrom, typický svým širokým spektrem nádorových onemocnění, mezi něž patří karcinom

prsu, sarkomy kostí a tumory mozku (Kamihara et al., 2014). Zárodečná PV v TP53 byla

nalezena u jednoho pacienta, který měl pozitivní rodinnou nádorovou anamnézu (výskyt
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PDAC a karcinomu prsu) a vyvinul pouze PDAC. Asociaci PDAC s genem TP53 zatím

popsali pouze Ruijs et al. Dva pacienti v této práci, kteří vyvinuli PDAC, byli nosiči

zárodečné PV v exonech 5 a 6 podobně jako námi identifikovaný nosič (exon 5) (Ruijs et

al., 2010). Podobně jako u PV v PALB2, nepozorovali jsme statisticky významnou asociaci

se vznikem PDAC.

Mezi kandidátními geny, jejichž asociace se vznikem PDAC není známá, byl počet

nosičů PV nejvyšší v genech CHEK2 (5×), ERCC4 (4×) a NBN (3×). Nosiči PV v genu

CHEK2 představovali 2,2 % všech PDAC pacientů (5/226). Jedná se o dokonce vyšší

frekvenci PV než u genu BRCA1. CHEK2 je asociován s predispozicí k různým nádorovým

onemocněním, jako jsou karcinomy prsu, prostaty a pankreatu, a je spojen s nízkou až

střední penetrancí (Cybulski et al., 2004, Stolarova et al., 2020a). Zvýšená frekvence PV

v CHEK2 u PDAC pacientů byla zmíněna v několika NGS studiích, v žádné ale nebylo

dosaženo statisticky významné asociace (Fountzilas et al., 2021, Hu et al., 2018, Zhan et al.,

2018). V naší studii byl CHEK2 jediným z kandidátních genů, u něhož jsme popsali

statisticky významně zvýšené riziko vzniku PDAC u nosičů zárodečných PV variant.

ERCC4 byl druhým nejčastěji mutovaným kandidátním predispozičním genem.

Zárodečná bialelická inaktivace ERCC4 způsobuje onemocnění xeroderma pigmentosum

komplementační skupiny F, Cockayneův syndrom nebo Fanconiho anemii (komplementační

skupina Q) (Doi et al., 2018). Naše analýza odhalila u všech nosičů PV v ERCC4 stejnou

variantu c.2395C>T, p.(Arg799Trp) (4/226; 1,3 %). Tato varianta ale byla přítomna i u

populačních kontrol (5/777; 0,6 %). Mutace v ERCC4 jsou spojeny s mírně zvýšeným

rizikem vzniku PDAC (OR = 2,8, p = 0,12) bez statistické významnosti. Heterozygotní

nosiči stejné PV v ERCC4 byli popsáni mezi PDAC pacienty ve studii z USA, jejíž autoři

doporučují zahrnout ERCC4 do panelového testování zárodečných variant (Goldstein et al.,

2020).

Dalším příkladem časté genetické varianty v naší populaci je c.657_661del,

p.(Lys219AsnfsTer16) v genu NBN. Bialelické mutace v NBN jsou příčinou Nijmegenského

syndromu lomivosti (NBS – Nijmegen breakage syndrom) spojeným s mikrocefalií,

imunodeficiencí a nádorovými onemocněními v dětském věku (Chrzanowska et al., 2012).

Heterozygotní mutace jsou spojeny zejména se zvýšeným rizikem vzniku karcinomu prsu

(Abe et al., 2021). Asociace této varianty se vznikem PDAC byla již dříve popsána u

polských (OR = 3,8; p = 0,002) a u českých pacientů (OR = 9,7; p = 0,006) (Lener et al.,
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2016, Borecka et al., 2016). Námi vypočtené riziko PDAC spojené s touto zárodečnou

mutací v NBN bylo podobné výsledkům z polské práce (OR = 3,5), nicméně kvůli vysoké

frekvenci této varianty v souboru PMC (3/777; 0,4 %) nebylo statisticky signifikantní.

Z výsledků analýzy genu NBN a ERCC4 tak vyplývá, že pro hodnocení rizik u nosičů PV

spojených s různými nádorovými onemocněními je nezbytné využití populačně specifických

kontrol, a to zejména u genů, u nichž se vyskytují „founder“ mutace v určitých populacích

(Rump et al., 2016).

Z našich výsledků vyplývá, že pozitivní rodinná nádorová anamnéza je významným

rizikovým faktorem pro identifikaci nosičů zárodečných PV v hlavních PDAC

predispozičních genech. Pacienti s PDAC, jejichž příbuzní (první a druhý stupeň) vyvinuli

PDAC, karcinom prsu/ovaria/kolorekta nebo melanom, měli podstatně vyšší

pravděpodobnost, že jsou nosiči zárodečné PV v hlavních PDAC predispozičních genech,

ve srovnání s pacienty bez rodinné nádorové anamnézy (OR = 4,9; p = 0,004). Podobně

Salo-Mullen et al. a Hu et al. pozorovali významnou roli rodinné nádorové anamnézy coby

rizikového faktoru (Salo-Mullen et al., 2015, Hu et al., 2018). Shindo et al. nicméně

upozorňují na nutnost zvážení i dalších faktorů kromě rodinné nádorové anamnézy, v čemž

s nimi souhlasí další dvě americké studie (Shindo et al., 2017, Lowery et al., 2018, Dudley

et al., 2018).

Dále jsme zjistili, že přítomnost dalšího nádorového onemocnění (karcinom

prsu/ovaria/kolorekta, melanom) u probanda spolu s PDAC je silným ukazatelem

přítomnosti zárodečné PV v některém z hlavních PDAC predispozičních genů, jak ostatně

bylo již dříve publikováno (Dudley et al., 2018).

Z našich výsledků nebyl patrný žádný rozdíl ve věku diagnózy mezi nosiči PV

v hlavních PDAC predispozičních genech a pacienty bez zárodečné PV. Podobné výsledky

byly zjištěny v pracích z USA a Kanady (Grant et al., 2015, Smith et al., 2016). Nicméně,

některé studie publikovaly rozdílný věk v době diagnózy pro nosiče zárodečných PV

a pacienty bez PV. Salo-Mullen et al. uváděli tento rozdíl 58 vs. 64 let (Salo-Mullen et al.,

2015) a Yadav et al. pozorovali rozdíl 63 vs. 66 let (Yadav et al., 2020). Souvislost

přítomnosti zárodečné PV a věkem diagnózy PDAC je proto dosud nejasná. Současné CAPS

směrnice nedoporučují skreening vysoce rizikových jedinců před 50. rokem života,

s výjimkou pacientů s Peutzovým-Jeghersovým syndromem a hereditární pankreatitidou

(Goggins et al., 2020).
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NCCN (National Comprehensive Cancer Network) směrnice v současné verzi

2.2023 doporučují genetické testování všech pacientů s PDAC, stejně jako přímých

příbuzných pacienta s PDAC (nccn.org). Česká doporučení Společnosti lékařské genetiky

ČLS JEP od loňského roku zahrnují genetické testování u všech pacientů s PDAC

(https://slg.cz/doporuceni/testovani-brca-lecba/).

Analýza přežití PDAC pacientů potvrdila pozitivní dopad zárodečné PV na celkové

přežití pacientů 15,9 vs. 12,4 měsíců, obrázek 16). Nejlepší přežití vykazovali nosiči

zárodečné PV v genech účastnících se procesů HR (21,4 vs. 12,4 měsíců). Podobná data

publikovali Golstein et al. (17,9 vs. 9,6 měsíců), Fountzilas et al. (22,6 vs. 13,9 měsíců)

a Yurgelun et al. (34,4 vs. 19,1 měsíců) (Goldstein et al., 2020, Fountzilas et al., 2021,

Yurgelun et al., 2019). Zárodečné PV v genech neúčastnících se HR byly spojeny s horším

přežitím (4,7 vs. 12,4 měsíců; OR = 3,26; p = 0,017). Nicméně, tyto výsledky pocházejí

z velmi malého souboru devíti pacientů, u nichž byl tumor prognosticky nepříznivě

lokalizován. Výsledky je tak nutno potvrdit na větším souboru pacientů.

Znalost zárodečných PV a s nimi spojené riziko vzniku PDAC má zásadní význam

jak pro pacienty s PDAC, tak pro jejich příbuzné. Na základě přítomnosti zárodečných

variant lze rozhodnout o nasazení specifických terapeutik, jako jsou například inhibitory

PD-1 dráhy (programmed death receptor-1) u pacientů s mutacemi v MMR genech nebo

inhibitory PARP (poly(ADP-riboza)polymerázy) pro pacienty s mutacemi v HR genech

(Golan et al., 2019, Le et al., 2017).

Rodinná nádorová anamnéza spoléhala na nahlášení údajů pacientem, což může

potenciálně vést k nepřesnostem v lékařském záznamu. Pro přesné určení rizik

a formulování doporučení ohledně nosičů PV je nutné provést další a větší studie

s detailními informacemi o osobní i rodinné nádorové anamnéze.

5.2. Karcinom endometria

Ve výzkumu zaměřujícím se na vyšetření genetické predispozice u EC jsme

analyzovali 527 pacientek s tímto onemocněním. Celkově jsme identifikovali 118 (22,4 %)

zárodečných PV, z toho 60 nosiček PV v hlavních EC predispozičních genech (11,4 %).

Dědičné genetické riziko vzniku EC je v současné době spojeno výhradně se

zárodečnými PV v genech spojených s LS. V této práci představovaly nosičky PV v LS

genech 5,1 % všech vyšetřených EC pacientek. Obrázek 19 ukazuje srovnání frekvencí PV
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v predispozičních genech popsaných v této a dalších dosud publikovaných pracích. Popsané

frekvence nosičů PV v LS genech se pohybují ve velmi širokém rozpětí 1,1-22,7 %.

Proměnlivá frekvence nosičů PV v rámci těchto studií je způsobena různými kritérii pro

výběr pacientek. Zatímco studie uvádějící nejvyšší frekvence nosičů PV v LS genech

zahrnovaly EC pacientky s vysokým rizikem, u nichž byla LS pozitivní rodinná anamnéza

nebo imunohistochemické vyšetření MMR genů, studie uvádějící nižší frekvence nosičů

vyšetřovaly pacientky z neselektované populace. Frekvence našich nosičů PV v LS genech

se nachází ve středu spektra. Naše výsledky odpovídají rozdílnému přístupu ve výběru

pacientek. Ve skupině pacientek, které splňovaly indikační kritéria pro genetické testování

pacientek s LS, bylo zastoupení nosiček PV v LS genech 22/233 (9,4 %), ve srovnání

s 5/294 (1,7 %) nosiček ve skupině pacientek nesplňujících LS indikační kritéria (obrázek

17). Tyto hodnoty tak odpovídají publikovaným výsledkům u vysoce rizikových pacientek

(Karpel et al.) a neselektovaných pacientek (Huang et al.). Rizika vzniku EC pro nosiče PV

v predispozičních genech jsou vyčíslena pouze v jedné publikaci (LaDuca et al., 2020).

Ačkoliv se frekvence nosičů v této publikaci lišily od našich výsledků, celkové riziko EC

pro nosiče PV v LS genech bylo podobné (Král et al.: OR = 22,4; LaDuca et al.: OR = 20,1).

Třebaže méně než pětina vyšetřených EC pacientek splňovala HBOC indikační

kritéria pro genetické vyšetření (98/527; 18,6 %), celková frekvence nosiček PV v genech

BRCA1/BRCA2 byla výrazně vyšší než u ostatních studií (3,42 % vs. 0-2,2 %) (obrázek 19).

Z 16 pacientek, které splňovaly pouze indikační kritéria pro HBOC syndrom, a ne pro LS,

byly tři nosičky zárodečných PV v BRCA1 a BRCA2 (3/16; 18,8 %). Ve skupině pacientek,

které splňovaly obě indikační kritéria, byla celková frekvence PV v BRCA1 stejná jako

všechny PV v LS genech (5/82; 6,1 %). PV v genu BRCA2 se v této skupině nenacházely.

Nicméně, riziko vzniku EC bylo pro nosičky PV v BRCA1/2 genech nižší než pro nosičky

PV v LS genech. Toto riziko bylo pro BRCA1 podobné tomu, které uvádějí LaDuca et al.

(Král et al.: OR = 3,9 vs. LaDuca et al.: OR = 3,1), ovšem pro nosičky zárodečných PV

v BRCA2 bylo vyšší, než uvádějí LaDuca et al. (Král et al.: OR = 7,4 vs. LaDuca et al.: OR

= 2,4). Naše výsledky naznačují, že zárodečné PV v genech BRCA1 jsou spojeny se středním

rizikem EC, zatímco PV v genu BRCA2 jsou spojeny s vysokým rizikem. EC by tak mohl

představovat další projev HBOC syndromu a měl by být zařazen do indikačních kritérií ke

genetickému testování u těchto pacientů. Toto stanovisko je podpořeno malou studií

provedenou Vietri et al., která identifikovala nosičky PV v BRCA1/BRCA2 u 9/21 pacientek
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s dědičnou formou EC. Tyto pacientky navíc splňovaly HBOC indikační kritéria (Vietri et

al., 2021).

Mezi dalšími HBOC geny byl nejčastější výskyt PV v genech CHEK2 (6/527; 1,1 %)

a ATM (5/527; 1,0 %). U genu CHEK2 bylo prokázáno statisticky významně zvýšené

riziko vzniku EC u nosiček PV (OR = 3,2, p = 0,04). Mutace v genu CHEK2 byly již dříve

spojeny s predispozicí k EC v naší populaci (Stolarova et al., 2020b). Asociaci mutací

genu CHEK2 udává i práce z USA (Karpel et al., 2022).

Pouze dvě zahraniční práce publikovaly nález zárodečných mutací v ATM (Cadoo et

al., 2019, Johnatty et al., 2021). Johnatty et al. pozorovali stejnou prevalenci nosičů PV

v ATM (1,0 %), zatímco Cadoo et al. zaznamenali téměř dvojnásobnou prevalenci

(1,9 %). Rizika vzniku EC spojená s mutacemi v ATM nejsou známa.

Žádný z jednotlivých kandidátních genů neprokázal staticky významnou asociaci se

vznikem EC. Pouze u genů kódujících DNA polymerázy POLD1 a POLE byla pozorována

společná asociace s EC. V těchto genech jsme identifikovali tři zárodečné varianty vedoucí

ke vzniku zkráceného proteinového produktu (POLD1 1×, POLE 2×). Riziko vzniku EC u

nosičů těchto variant je významně zvýšené (OR = 10,44; p = 0,01). Zárodečné missense

mutace postihující exonukleázové domény v obou těchto genech byly již dříve asociovány

s predispozicí k EC (Spurdle et al., 2017), přičemž somatické mutace v POLE představují

významný prognostický marker EC (Yen et al., 2020, Leon-Castillo et al., 2020, Green et

al., 2020). Pro přesné určení role zárodečných trunkačních variant v POLD1 a POLE je

nicméně nutné provést analýzu podstatně větší kohorty pacientek, a to zejména kvůli

vzácnému výskytu nosiček mutací v těchto genech.

Analýza klinicko-patologických charakteristik potvrdila dříve publikovaná data, že

věk diagnózy je u nosiček PV v LS genech nižší ve srovnání s pacientkami bez PV (Ring et

al., 2016, Long et al., 2019, Tian et al., 2019, Levine et al., 2021). Nicméně i v samotné

skupině LS genů se průměrný věk diagnózy lišil. Zatímco u nosiček PV v genech

MLH1/MSH2 byl průměrných věk diagnózy 48 let, pro nosičky PV v MSH6 se jednalo o 56

let. Tento výsledek je v souladu s již dříve publikovanými údaji (Ryan et al., 2017, Tian et

al., 2019). Pro pacientky s PV v HBOC genech se věk diagnózy nelišil od pacientek bez PV,

což také odpovídá dříve publikovaným výsledkům (Levine et al., 2021).
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Ostatní rozdíly v klinicko-patologických charakteristikách nosiček PV odpovídají

tomu, do jaké podskupiny byly pacientky zařazeny na základě indikačních kritérií pro

zárodečné genetické testování. Nejvyšší frekvence nosiček PV v LS genech byla u

pacientek, s ≥3 tumory, u pacientek s karcinomem kolorekta jako sekundárním tumorem a u

pacientek s rodinnou anamnézou obsahující vícečetné nádory nebo karcinom kolorekta.

Obdobně byla nejvyšší frekvence nosiček PV v HBOC genech mezi těmi pacientkami, které

vyvinuly tumor spojený s HBOC syndromem (karcinom prsu/ovaria) a které měly rodinný

výskyt HBOC tumorů. Nosičky PV v kandidátních genech se nijak nelišily od pacientek bez

PV.

Obrázek 19. Srovnání mezi publikovanými výsledky popisujícími zárodečné PV u EC
pacientů. Zelené sloupce reprezentují nosiče PV v genech LS, růžové a červené sloupce
nosiče PV v BRCA1 a BRCA2 a fialové sloupce reprezentují nosiče PV v ostatních HBOC
genech.

Celková frekvence nosiček PV byla mezi EC pacientkami s dvěma tumory 15,4 %

(33/214). Ve skupině 69 pacientek, které vyvinuly EC i karcinom ovaria, bylo osm nosiček

PV v HBOC genech (11,6 %) a čtyři nosičky PV v LS genech (5,8 %; zahrnuta i nosička
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souběžné mutace v BRCA1 a MLH1, u níž byly diagnostikovány EC, karcinom ovaria a

karcinom prsu). Ve skupině 34 pacientek s EC a karcinomem kolorekta bylo identifikováno

osm nosiček PV v LS genech (23,5 %) a pouze jediná nosička PV v HBOC genu (CHEK2;

2,9 %). Tyto výsledky naznačují, že samotná přítomnost dvou primárních tumorů by mohla

představovat hlavní indikační kritérium pro zárodečné genetické testování, jak ostatně

potvrzují předchozí publikace (Bychkovsky et al., 2022, Lhotova et al., 2020, Wieme et al.,

2021, Stolarova et al., 2020a).

Dle očekávání byla naprostá většina nosiček PV identifikována mezi pacientkami

splňujícími některá z indikačních kritérií ke genetickému testování, přičemž nalezené PV

korespondovaly s indikovaným syndromem. Celkově 43/60 (71,7 %) nosiček PV bylo

indikováno ke genetickému vyšetření. Nicméně, 17 nosiček PV by za současných podmínek

nebylo indikováno k žádnému genetickému vyšetření. Tyto nosičky představují více než

jednu čtvrtinu (28,3 %) všech identifikovaných nosiček PV. Objevily se mezi nimi PV jak

v LS genech (MLH1, MSH6), tak v HBOC genech (ATM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CHEK2).

Z těchto 17 nosiček dvě vyvinuly sekundární tumor a sedm mělo výskyt nádorového

onemocnění v rodině, ovšem v kombinacích, které nesplňují současná indikační kritéria ke

genetickému testování.

Přednostmi této studie jsou homogenita studované populace, složené ze slovanské

české populace, a použití populačně specifických kontrol, které umožnily vyčíslení rizik

vzniku EC. Limitace této studie spočívají v tom, že byla prováděna retrospektivně a že u

nádorové tkáně nebylo v době diagnózy provedeno imunohistochemické vyšetření MMR

genů a stanovení MSI. Další limitací je také povaha analyzovaného souboru, který byl více

než z poloviny tvořen pacientkami konsorcia CZECANCA (291/527; 55,4 %), které se

zaměřuje výzkum nádorové predispozice. Není tak možné vyloučit potenciální zkreslení

výsledků ve prospěch vyšší prevalence nosiček PV. Abychom minimalizovali toto zkreslení,

rozdělili jsme pacientky na základě indikačních kritérií a následně je analyzovali odděleně.
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6. Závěr

6.1. Karcinom pankreatu

V souboru 226 pacientů/tek s PDAC jsme identifikovali celkem 8 % nosičů

zárodečných PV ve známých predispozičních genech, nejčastěji v genu BRCA2 (50 % všech

nosičů). Mutace v genech BRCA1 a BRCA2 byly spojeny se signifikantně zvýšených rizikem

vzniku tohoto onemocnění. Zárodečné PV byly častější u pacientů s dalším tumorem

v osobní anamnéze a s pozitivní rodinnou nádorovou anamnézu (PDAC, karcinom prsu,

ovaria, kolorekta, melanom). Přítomnost PV v genech podílejících se na opravě poškozené

DNA cestou HR (BRCA2, ATM, BRCA1 a další) byla spojena s lepší dobou přežití pacientů.

6.2. Karcinom endometria

V souboru 527 pacientek s EC jsme identifikovali více než 11 % nosiček PV

v genech se známou nádorovou predispozicí, a to hlavně ve skupině genů pro LS (nejvíce

MSH6) a genů pro HBOC (nejvíce BRCA1). Zárodečné PV v LS genech byly spojeny

s výrazně zvýšeným rizikem vzniku EC a s nižším věkem v době diagnózy onemocnění.

Riziko spojené s PV v HBOC genech BRCA1, BRCA2 a CHEK2 bylo nižší, nicméně stále

signifikantně zvýšené. PV byly častější u pacientek s pozitivní osobní a rodinnou nádorovou

anamnézou. EC pacientky, které splnily LS indikační kritéria, měly 5× vyšší riziko, že budou

nosičkami zárodečné PV v LS genech oproti pacientkám, které tato indikační kritéria

nesplňovaly. Nicméně, stále celkem 28,3 % nosiček PV v klinicky relevantních genech

nebylo zachyceno současnými indikačními kritérii ke genetickému testování. Proto by bylo

vhodné zařadit EC mezi indikační kritéria HBOC syndromu, ať už jako sekundární tumor u

pacientky, nebo v rámci rodinného výskytu.

Identifikace zárodečných PV u pacientů s dědičnými nádorovými onemocněními

může rozhodnout o rozsahu a volbě adekvátní chemoterapie (například založené na použití

PARP inhibitorů nebo derivátů platiny) a o následné péči. Genetické testování příbuzných

nosiče zárodečné PV navíc slouží k identifikaci vysoce rizikových pacientů, u nichž je

možné zaměřit se na cílenou prevenci a včasnou diagnostiku souvisejících nádorových

onemocnění.
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7. Seznam použitých zkratek

1. LF UK 1. lékařská fakulta Univerzity Karlovy
ACMG American College of Medical Genetics
AGT O6-alkylguanin-DNA-alkyltransferáza
BC karcinom prsu
BER base excision repair
BMI body mass index
bp pár bazí
CI konfidenční interval
CNH copy number high
CNL copy number low
CNV copy number variation
CRC karcinom kolorekta
dAMP deoxyadenosinmonofosfát
ddNTP dideoxynukleotidtrifosfát
DNA deoxyribonukleová kyselina
DNA-PK DNA proteinkináza
dNTP deoxynukleotidtrifosfát
EC karcinom endometria
EDTA ethylendiamintetraoctová kyselina
FA Fanconiho anemie
FAMMM syndrom familiárního melanomu
FAP familiární adenomatózní polypóza
GATK Genome Analysis Toolkit
GG-NER global genome NER
HBOC syndrom hereditárního karcinomu prsu a ovarií
HP hereditární pankreatitida
HR homologní rekombinace
IGV Integrative Genomics Viewer
IPMN intraduktální papilární mucinózní neoplázie
kb kilobáze
LS Lynchův syndrom
MAF minor allele frequency
MGMT O6-methylguanin-DNA-methyltransferáza
MLPA multiplex ligation-dependent probe amplification
MMR mismatch repair
mOS střední doba přežití
MPS syndrom karcinomu melanomu a pankreatu
MSI mikrosatelitová nestabilita
N počet
NBS nijmegenský syndrom lomivosti
NCCN National Comprehensive Cancer Network
NER nucleotide excision repair
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NGS sekvenování nové generace
NHEJ nehomologní spojování konců
OC karcinom ovaria
OMIM Online Mendelian Inheritance in Man
OR riziko (podíl šancí)
PanIN pankreatická intraepiteliální neoplázie
PARP poly(ADP-riboza)polymeráza
PCR polymerázová řetězová reakce
PDAC pankreatický duktální adenokarcinom
PJS Peutzův-Jeghersův syndrom
PMC populační kontroly
PV patogenní varianta
qPCR kvantitativní PCR
RR relativní riziko
TCGA The Cancer Genome Atlas
TC-NER transcription-coupled NER
UTR untranslated reagion
VCF variant-call format
VFN Všeobecná fakultní nemocnice v Praze
VUS varianta nejasného významu
WT wild type
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Přílohy

Příloha 1. Seznam všech 226 genů panelu CZECANCA včetně čísel jejich transkriptů
a plných názvů.

J
m

éno genu Čís
l
o transkriptu

 
Plné

v) 
jméno genu (alternativní

AIP NM_003977.3  Aryl hydrocarbon receptor interacting
protein

ALK NM_004304.4 Anaplastic lymphoma kinase
APC                    NM_000038.5
APEX1               NM_001641.3

ATM NM_000051.3

ATMIN NM_015251.2
ATR NM_001184.3
ATRIP NM_130384.2
AURKA NM_198433.2
AXIN1 NM_003502.3

BABAM1 NM_001033549.2

BAP1 NM_004656.3

BARD1 NM_000465.3
BLM NM_000057.3
BMPR1A NM_004329.2

BRAP NM_006768.4
BRCA1 NM_007294.3
BRCA2 NM_000059.3
BRCC3 NM_024332.3

BRE NM_004899.4

BRIP1 NM_032043.2

BUB1B NM_001211.5

CASP8 NM_001080125.1

CCND1              NM_053056.2
CDC73               NM_024529.4

CDH1                 NM_004360.4
CDK4                 NM_000075.3

Adenomatous polyposis coli
APEX nuclease (multifunctional
DNA repair enzyme) 1
Ataxia telangiectasia mutated

ATM interactor
Ataxia telangiectasia and Rad3 related
ATR interacting protein
Aurora kinase A

Axin 1

BRISC and BRCA1 A complex
member 1
BRCA1 associated protein-1
(ubiquitin                   carboxy-terminal
hydrolase)
BRCA1 associated RING domain 1
Bloom syndrome, RecQ helicase-like
Bone morphogenetic protein receptor,
type IA
BRCA1 associated protein
Breast cancer 1, early onset
Breast cancer 2, early onset
BRCA1/BRCA2-containing complex,
subunit 3
Brain and reproductive organ-
expressed (TNFRSF1A modulator)
BRCA1 interacting protein C-terminal
helicase 1
Budding uninhibited by
benzimidazoles 1 homolog beta
Caspase 8, apoptosis-related cysteine
peptidase
Cyclin D1
Cell division cycle 73, Paf1/RNA
polymerase II complex component,
homolog
Cadherin 1, type 1, E-cadherin
Cyclin-dependent kinase 4
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CDKN1B NM_004064.4

CDKN1C NM_000076.2

CDKN2A NM_000077.4

Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
(p27, Kip1)
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C
(p57, Kip2)
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

CEBPA NM_004364.4

CEP57 NM_014679.4
CLSPN NM_022111.3
CSNK1D NM_001893.4

CSNK1E NM_001894.4

CCAAT/enhancer binding protein
(C/EBP), alpha
Centrosomal protein 57kDa
Claspin
Casein kinase 1, delta

Casein kinase 1, epsilon

CWF19L2 NM_152434.2 CWF19-like 2, cell cycle control

CYLD NM_015247.2 Cylindromatosis (turban tumor
syndrome)

DCLRE1C
DDB2

NM_001033855.2
NM_000107.2

DNA cross-link repair 1C
Damage-specific DNA binding
protein 2, 48kDa

DHFR
DICER1

DIS3L2

DMBT1
DMC1

DNAJC21

DPYD
EGFR
EMSY

EPCAM*
EPHX1
ERCC1

ERCC2

ERCC3

ERCC4

NM_000791.3
NM_030621.4

NM_152383.4

NM_007329.2
NM_007068.3

NM_194283.3

NM_000110.3
NM_005228.3
NM_001300942.1

NM_002354.2
NM_000120.3
NM_001983.3

NM_000400.3

NM_000122.1

NM_005236.2

Dihydrofolate reductase
Dicer 1, ribonuclease type III

DIS3 like 3'-5' exoribonuclease 2

Deleted in malignant brain tumors 1
DMC1 dosage suppressor of mck1
homolog, meiosis-specific
homologous recombination
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C,
member 21
Dihydropyrimidine dehydrogenase
Epidermal growth factor receptor
EMSY transcriptional repressor,
BRCA2 interacting
Epithelial cell adhesion molecule
Epoxide hydrolase 1
Excision repair cross-complementing
rodent repair deficiency,
complementation group 1
Excision repair cross-complementing
rodent repair deficiency,
complementation group 2
Excision repair cross-complementing
rodent repair deficiency,
complementation group 3
Excision repair cross-complementing
rodent repair deficiency,
complementation group 4
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ERCC5

ERCC6

ESR1
ESR2
EXO1
EXT1
EXT2

EYA2

EZH2

FAAP24

FAM175A

FAM175B

FAN1

FANCA

NM_000123.3

NM_000124.3

NM_000125.3
NM_001437.2
NM_006027.4
NM_000127.2
NM_000401.3

NM_005244.4

NM_004456.4

NM_152266.4

NM_139076.2

NM_032182.3

NM_014967.4

NM_000135.2

Excision repair cross-complementing
rodent repair deficiency,
complementation group 5
Excision repair cross-complementing
rodent repair deficiency,
complementation group 6
Estrogen receptor 1
Estrogen receptor 2 (ER beta)
Exonuclease 1
Exostosin 1
Exostosin 2

Eyes absent homolog 2

Enhancer of zeste homolog 2

FA core complex associated protein
24
Family with sequence similarity 175,
member A

Family with sequence similarity 175,
member B
FANCD2/FANCI-associated nuclease
1
Fanconi anemia, complementation
group A

FANCB NM_001018113.2

FANCC NM_000136.2

FANCD2 NM_033084.4

FANCE NM_021922.2

FANCF NM_022725.3

FANCG NM_004629.1

FANCI NM_001113378.1

FANCL NM_001114636.1

FANCM NM_020937.3

Fanconi anemia,
group B
Fanconi anemia,
group C
Fanconi anemia,
group D2
Fanconi anemia,
group E
Fanconi anemia,
group F
Fanconi anemia,
group G
Fanconi anemia,
group I
Fanconi anemia,
group L
Fanconi anemia,
group M

complementation

complementation

complementation

complementation

complementation

complementation

complementation

complementation

complementation

FBXW7 NM_033632.3

FH                      NM_000143.3
FLCN                 NM_144997.5

F-box and WD repeat domain
containing 7, E3 ubiquitin protein
ligase
Fumarate hydratase
Folliculin
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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

MRE11

NM_001924.3

NM_001145661.1
NM_004484.3

NM_001242442.1

NM_133636.3
NM_001306179.1
NM_006361.5
NM_005343.3

NM_004507.3
NM_001114122.2

NM_007194.3
NM_182710.2
NM_000890.3

NM_000222.2

NM_000234.2
NM_013975.3
NM_002312.3
NM_002315.2
NM_015541.2

NM_002382.4

NM_024596.4
NM_014641.2

NM_002392.5

NM_002393.4

NM_000244.3

NM_001127500.2

NM_002412.4

NM_000249.3

NM_001040108.1
NM_002424.2

NM_005373.2

NM_005591.3

Growth arrest and DNA-damage-
inducible, alpha
GATA binding protein 2
Glypican 3

Growth factor receptor-bound protein
7
Helicase, POLQ-like
HNF1 homeobox A
Homeobox B13
v-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral
oncogene homolog
HUS1 checkpoint homolog
Checkpoint kinase 1

Checkpoint kinase 2
K(lysine) acetyltransferase 5
Potassium inwardly-rectifying
channel, subfamily J, member 5
V-kit Hardy-Zuckerman 4 feline
sarcoma viral oncogene homolog
Ligase I, DNA, ATP-dependent
Ligase III, DNA, ATP-dependent
Ligase IV, DNA, ATP-dependent
LIM domain only 1
Leucine-rich repeats and
immunoglobulin-like domains 1
MYC associated factor X

Microcephalin 1
Mediator of DNA-damage checkpoint
1
Mdm2, p53 E3 ubiquitin protein ligase
homolog
Mdm4 p53 binding protein homolog

Multiple endocrine neoplasia I

Met proto-oncogene (hepatocyte
growth factor receptor)
O-6-methylguanine-DNA
methyltransferase
mutL homolog 1, colon cancer,
nonpolyposis type 2
mutL homolog 3
Matrix metallopeptidase 8 (neutrophil
collagenase)
Myeloproliferative leukemia virus
oncogene
MRE11 meiotic recombination 11
homolog A
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MSH2 NM_000251.2

MSH3 NM_002439.4

mutS homolog 2, colon cancer,
nonpolyposis type 1
mutS homolog 3

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

NM_002441.4
NM_000179.2
NM_138715.2

NM_025128.4
NM_001128425.1
NM_000662.7

NM_002485.4

NM_001242607.1

NM_015456.4
NM_000267.3
NM_000268.3
NM_031419.3

NM_024782.2
NM_022455.4

NM_002542.5
NM_024675.3
NM_001618.3
NM_002592.2
NM_002634.3

NM_003924.3
NM_002649.3

NM_000300.3
NM_000534.4

NM_000535.6
NM_002690.2
NM_002691.3

NM_006231.3

NM_003620.3

NM_024870.3

NM_001083116.1
NM_212471.2

mutS homolog 5
mutS homolog 6
Macrophage scavenger receptor 1

MUS81 endonuclease homolog
mutY homolog
N-acetyltransferase 1 (arylamine N-
acetyltransferase)
Nibrin

Neural cell adhesion molecule 1

Cofactor of BRCA1
Neurofibromin 1
Neurofibromin 2 (merlin)
Nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor, zeta
Nonhomologous end-joining factor 1
Nuclear receptor binding SET domain
protein 1
8-oxoguanine DNA glycosylase
Partner and localizer of BRCA2
Poly (ADP-ribose) polymerase 1
Proliferating cell nuclear antigen
Prohibitin

Paired-like homeobox 2b
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate

3-kinase, catalytic
subunit gamma
Phospholipase A2, group IIA
PMS1 postmeiotic segregation
increased 1
PMS1 homolog 2
Polymerase (DNA directed), beta
Polymerase (DNA directed), delta 1,
catalytic subunit
Polymerase (DNA directed), epsilon,
catalytic subunit
Protein phosphatase, Mg2+/Mn2+
dependent, 1D
Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate-dependent Rac
exchange factor 2
Perforin 1 (pore forming protein)
Protein kinase, cAMP-dependent,
regulatory, type I, alpha
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PRKDC

PTEN

PTCH1

PTTG2
RAD1

RAD17

RAD18
RAD23B
RAD50
RAD51
RAD51AP1
RAD51B
RAD51C
RAD51D
RAD52
RAD54B
RAD54L
RAD9A
RB1
RBBP8
RECQL

RECQL4
RECQL5
RET
RFC1

RFC2

RFC4

RHBDF2
RNF146
RNF168

RNF8

RPA1
RUNX1

SBDS
SDHA

SDHAF2

NM_006904.6

NM_000314.6

NM_000264.3

NM_006607.2
NM_002853.3

NM_133338.2

NM_020165.3
NM_002874.4
NM_005732.3
NM_133487.3
NM_001130862.1
NM_133509.3
NM_058216.2
NM_002878.3
NM_134424.3
NM_012415.3
NM_003579.3
NM_004584.2
NM_000321.2
NM_002894.2
NM_002907.3

NM_004260.3
NM_004259.6
NM_020975.4
NM_002913.4

NM_181471.2

NM_181573.2

NM_024599.5
NM_001242844.1
NM_152617.3

NM_003958.3

NM_002945.3
NM_001754.4

NM_016038.2
NM_004168.3

NM_017841.2

Protein kinase, DNA-activated,
catalytic polypeptide
Phosphatase and tensin homolog

Patched 1

Pituitary tumor-transforming 2
RAD1 homolog

RAD17 homolog

RAD18 homolog
RAD23 homolog B
RAD50 homolog
RAD51 homolog
RAD51 associated protein 1
RAD51 homolog B
RAD51 homolog C
RAD51 homolog D
RAD52 homolog
RAD54 homolog B
RAD54-like
RAD9 homolog A
Retinoblastoma 1
Retinoblastoma binding protein 8
RecQ protein-like (DNA helicase Q1-
like)
RecQ protein-like 4
RecQ protein-like 5
Ret proto-oncogene
Replication factor C (activator 1) 1,
145kDa
Replication factor C (activator 1) 2,
40kDa
Replication factor C (activator 1) 4,
37kDa
Rhomboid 5 homolog 2
Ring finger protein 146
Ring finger protein 168, E3 ubiquitin
protein ligase
Ring finger protein 8, E3 ubiquitin
protein ligase
Replication protein A1, 70kDa
Runt-related transcription factor 1

SBDS ribosome maturation factor
Succinate dehydrogenase complex
flavoprotein subunit A
Succinate dehydrogenase complex
assembly factor 2
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SDHB NM_003000.2  Succinate dehydrogenase complex,
subunit B, iron sulfur (Ip)

SDHC NM_003001.3

SDHD NM_003002.3

Succinate
subunit C
Succinate
subunit D

dehydrogenase

dehydrogenase

complex

complex

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
UIMC1

NM_002894.2

NM_015046.5

NM_001042683.2

NM_032444.2

NM_005359.5

NM_001128849.1

NM_003073.4

NM_003079.4

NM_000455.4
NM_016169.3

NM_021966.2
NM_016111.3

NM_005652.4
NM_198253.2
NM_003264.4
NM_138554.4
NM_017849.3
NM_007027.3

NM_000546.5
NM_133487.3
NM_000368.4
NM_000548.4
NM_000369.2
NM_003336.3
NM_003337.3
NM_003345
NM_003350.2

NM_001105562.2
NM_001199297.2

SET binding protein 1

Senataxin

SNF2 histone linker PHD RING
helicase, E3 ubiquitin protein ligase
SLX4 structure-specific endonuclease
subunit homolog
SMAD family member 4

SWI/SNF related, matrix associated,
actin dependent regulator of
chromatin, subfamily a, member 4
SWI/SNF related, matrix associated,
actin dependent regulator of
chromatin, subfamily b, member 1
SWI/SNF related, matrix associated,
actin dependent regulator of
chromatin, subfamily e, member 1
Serine/threonine kinase 11
Suppressor of fused homolog

T-cell leukemia/lymphoma 1A
TEL2, telomere maintenance 2,
homolog
Telomeric repeat binding factor 2
Telomerase reverse transcriptase
Toll-like receptor 2
Toll-like receptor 4
Transmembrane protein 127
Topoisomerase (DNA) II binding
protein 1
Tumor protein p53
Tumor protein p53 binding protein 1
Tuberous sclerosis 1
Tuberous sclerosis 2
Thyroid stimulating hormone receptor
Ubiquitin-conjugating enzyme E2A
Ubiquitin-conjugating enzyme E2B
Ubiquitin-conjugating enzyme E2I
Ubiquitin-conjugating enzyme E2
variant 2
Ubiquitination factor E4B
Ubiquitin interaction motif containing
1
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VHL NM_000551.3

WRN NM_000553.4
WT1 NM_024426.4
XPA NM_000380.3

XPC NM_004628.4

XRCC1 NM_006297.2

XRCC2 NM_005431.1

XRCC3 NM_005432.3

XRCC4 NM_022406.3

XRCC5 NM_021141.3

XRCC6 NM_001469.4

ZNF350              NM_021632.3
ZNF365              NM_014951.2

Von Hippel-Lindau tumor suppressor,
E3 ubiquitin protein ligase
Werner syndrome, RecQ helicase-like
Wilms tumor 1
Xeroderma pigmentosum,
complementation group A
Xeroderma pigmentosum,
complementation group C
X-ray repair complementing defective
repair in Chinese hamster cells 1
X-ray repair complementing defective
repair in Chinese hamster cells 2
X-ray repair complementing defective
repair in Chinese hamster cells 3
X-ray repair complementing defective
repair in Chinese hamster cells 4
X-ray repair complementing defective
repair in Chinese hamster cells 5
X-ray repair complementing defective
repair in Chinese hamster cells 6
Zinc finger protein 350
Zinc finger protein 365

*Pouze delece 3‘ konce inaktivující gen MSH2
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Simple Summary: We performed genetic analysis of 53 cancer predisposing genes in Belgian and
Czech pancreatic cancer patients. In known pancreatic cancer predisposing genes, a high mutation
detection ratio was observed in patients with multiple primary tumors and/or a family history of
pancreatic or breast, ovarian or colon cancer or melanoma. BRCA1, BRCA2, and ATM were most
frequently affected. Pathogenic variants in cancer predisposition genes for which the association
with pancreatic cancer has not been firmly established, were less frequent, except for CHEK2. This
observation warrants further analyses in other populations. To accurately determine risk associations
our study highlights the importance of using a geographically-matched control population.

Abstract: (1) Background: The proportion and spectrum of germline pathogenic variants (PV)
associated with an increased risk for pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) varies among

populations. (2) Methods: We analyzed 72 Belgian and 226 Czech P D A C patients by multigene panel
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testing. The prevalence of pathogenic variants (PV) in relation to personal/family cancer history
were evaluated. P D A C risks were calculated using both gnomAD-NFE and population-matched
controls. (3) Results: In 35/298 (11.7%) patients a PV in an established PDAC-predisposition gene
was found. BRCA1/2 PV conferred a high risk in both populations, ATM and Lynch genes only in the
Belgian subgroup. PV in other known PDAC-predisposition genes were rarer. Interestingly, a high
frequency of CHEK2 PV was observed in both patient populations. PV in PDAC-predisposition genes
were more frequent in patients with (i) multiple primary cancers (12/38; 32%), (ii) relatives with
P D A C (15/56; 27%), (iii) relatives with breast/ovarian/colorectal cancer or melanoma (15/86; 17%)
but more rare in sporadic P D A C (5/149; 3.4%). PV in homologous recombination genes were
associated with improved overall survival (H R = 0.51; 95% C I 0.34–0.77). (4) Conclusions: Our
analysis emphasizes the value of multigene panel testing in PDA C patients, especially in individuals
with a positive family cancer history, and underlines the importance of population-matched controls
for risk assessment.

Keywords: pancreatic ductal adenocarcinoma; overall survival; multigene panel testing; family
history; germline

1. Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) remains a deadly malignancy with a 5-
year survival rate of only 9% [1]. Its initial non-specific symptoms makes early diagnosis
challenging and less than 20% of P D A C patients have potentially resectable tumors at
the time of diagnosis [2]. Although most P D A C cases appear to be sporadic, a familial
background has been documented in up to 10% of the patients [2,3]. In addition, in-
creased PD A C prevalence associates with hereditary cancer syndromes caused by germline
pathogenic/likely-pathogenic variants (PV) in BRCA2, ATM, BRCA1, PALB2, MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2, CDKN2A , TP53, or STK11 [3,4]. Germline PV in the four first genes have
the highest prevalence in P D A C patients; however, their frequency shows substantial
geographic variabilities [5].

Individuals with PV in PDAC-predisposing genes could benefit from intensified pre-
ventive surveillance allowing early P D A C detection, when curative surgery may still be
feasible [6]. Interestingly, germline PV in cancer susceptibility genes have also been re-
ported in apparently sporadic P D A C cases [7,8]. Several recent reports noticed an improved
PD A C prognosis in patients with germline PV in genes encoding proteins involved in D N A
damage response (DDR) and, notably, those involved in homologous recombination (HR)
to repair D N A double-strand breaks (DDSB) [9–11]. In addition, the presence of germline
PV in these genes enables tailored treatment by poly(ADP-ribose)polymerase inhibitors
(PARPi) [12,13]. The identification of PV allows for predictive testing in affected families to
identify relatives at risk.

Multigene panel testing is the preferred method for the identification of germline
PV in genetically heterogeneous disorders since it enables fast, reliable, and cost-effective
analysis of single nucleotide variants (SNV), short insertions/deletions (indels), and may
allow detection of copy number variants (CNV) in predisposition genes, after strong
validation [14].

The purpose of this study was to determine and compare the prevalence of germline
PV in cancer predisposing genes in identically evaluated sets of Belgian high-risk P D A C
patients and Czech unselected P D A C patients. We also aimed to determine the
subgroup of P D A C patients who may benefit from multigene panel testing.

2. Materials and Methods
2.1. Patients and Samples

Overall, 226 consecutive Czech P D A C patients (Table 1) diagnosed at the Dept. of
Oncology, General University Hospital in Prague between 2015 and 2018 were enrolled. Al l
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patients gave informed consent for their participation, approved by the Ethics Committee
of the General University Hospital in Prague. Al l patients were Caucasians of Czech origin.
The Czech population-matched (PM) controls were described previously and represent 777
non-cancer volunteers aged >60 years that were analyzed identically as the Czech P D A C
patients [15].

Table 1. Clinical characteristics of analyzed P D A C patients.

Characteristics
Al l Patients
(n = 298)

Belgian Patients
(n = 72)

Czech Patients
(n = 226) p-Value *

Gender
Female (%) 150 (50.3)
Male (%) 148 (49.7)
Age at P D A C diagnosis; Mean age 61.9 (0.6)

<50 (%) 40 (13.4)
50–59 (%) 77 (25.8)
60–69 (%) 120 (40.3)
70 (%) 61 (20.5)
Multiple primary tumors in personal history
Absent (%) 260 (87.2)
Present (%) 38 (12.8)
Multiple primary tumors in personal history
Breast (%) 19 (6.4)
Ovarian/endometrial (%) 6 (1.7)
Colon (%) 7 (2.3)
Melanoma (%) 3 (1.0)
Other (%) 12 (4.0)
Family cancer history ‡ (first/second-degree relatives)
Negative (%) 149 (51.2)
Positive (%) 142 (48.8)
Unknown 7
Syndromic ‡ tumors in family cancer history
Pancreatic (%) 56 (19.2)
Breast (%) 59 (20.3)
Ovarian/endometrial (%) 13 (4.5)
Colon (%) 52 (17.9)
Melanoma (%) 7 (2.4)

41 (56.9)
31 (43.1)

58.0 (1.4)

19 (26.4)
17 (23.6)
26 (36.1)
10 (13.9)

51 (70.8)
21 (29.2)

11 (15.3)
2 (2.8)
7 (9.7)
3 (4.2)
4 (5.6)

9 (13.6)
57 (86.4)
6

34 (51.5)
27 (40.9)
4 (6.1)
16 (24.2)
3 (4.5)

109 (48.2)
117 (51.8)

63.11 (0.6)

21 (9.3)
60 (26.6)
94 (41.6)
51 (22.6)

209 (92.5)
17 (7.5)

8 (3.5)
4 (1.8)
0
0
8 (3.5)

140 (62.2)
85 (37.8)
1

22 (9.8)
32 (14.2)
9 (4.0)
36 (15.9)
4 (1.8)

0.22 a

0.002 b

<0.0001 a

0.001 a
0.63 a
<0.0001 a
0.01 a
0.73 a

<0.0001 a

<0.0001 a
<0.0001 a
0.50 a
0.14 a
0.19 a

a Fisher exact test, b Welch t-test, NA—not available, * Belgian vs. Czech subgroups. ‡ Fulfilling criteria for hereditary breast and ovarian
cancer syndrome (HBOC), familial adenomatous polyposis (FAP) or familial atypical multiple mole melanoma (FAMMM). The considered
tumors included PDAC, colorectal, breast, ovarian cancer, and melanoma.

Additionally, 72 Belgian P D A C patients (Table 1) were retrospectively selected from
the patient database of the Center for Medical Genetics at Ghent University Hospital
(CMGG; n = 62) and other genetic centers in Belgium and the Netherlands (n = 10).
Eligible individuals included P D A C patients fulfilling testing criteria for analysis of
hereditary cancer syndromes. Patients were counseled between 2000 and 2019 by clinical
geneticists of the center and had signed an informed consent agreeing to store their D N A
and perform extra analyses in the context of their disease. This study was approved
by the ethical committee of Ghent University Hospital. A l l patients have been selected
from strata based on personal or family history (first- and second-degree relatives) of
P D A C in combination with breast/ovarian/colon cancer and/or melanoma. Belgian
PM controls represent anonymized whole exome sequencing data from 2485 unselected
individuals sequenced in C M G G for various non-cancer conditions (intellectual
disability, blindness, muscular dystrophies, cardiomyopathies).
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2.2. NGS and Bioinformatics

Both centers applied their proprietary N GS panel overlapping in 53 target genes
(Table S1). Pathogenic variants in these genes were identified subsequently using the
unified prioritization described below.

Czech: Patients’ samples were analyzed as described previously [16]. Briefly, a custom-
designed panel C Z E C A N C A (CZEch CAncer paNel for Clinical Application; ver_1.2) was
used to capture 226 genes (Table S2). D N A libraries were prepared using K A PA H TP
Library Preparation kit (Roche, Basel, Switzerland) and sequenced on MiSeq/NextSeq500
(Illumina, San Diego, C A 92121, USA). N GS data were processed by NovoAlign and
annotated by A N N O VA R . Copy number variations (CNVs) were analyzed by CNVki t ,
medium-size indels by Pindel.

Belgium: Genomic D N A samples were fragmented with the K A PA HyperPlus Library
Preparation Kit (Roche). The regions of interest were captured by designed SeqCAP E Z
probes targeting 66 genes (Table S3) and sequenced on MiSeq/NovaSeq6000 (Illumina,
San Diego, C A 92121, USA). N GS data were processed using an in-house pipeline. The
NGS reads were processed by the bcbio toolkit including data mapping to the reference
genome by BWA, variant calling using VarDict, and variant annotation in Ensembl Variant
Effect Predictor and dbNSFP/dbscSNV databases. Final quality control was performed by
FastQC, samtools and bcftools. Coverage was analyzed using mosdepth.

2.3. Variant Prioritization

The same variant prioritization was applied at both sites to identify PV in coding
and flanking intronic variants (20 bp) in 53 targeted genes. The prioritization pipeline
excluded variants:

With low variant allele fraction (VAF < 0.15);
With a high minor allele frequency (MAF > 0.001) in population databases: Exome Se-
quencing Project (ESP), 1000 Genomes Project and gnomAD, except variants classified
pathogenic/likely pathogenic (P/LP) in ClinVar;
In UTR, non-splice site intronic, synonymous and non-frameshift insertions/deletions,
unless classified as P/LP in ClinVar;
Classified as benign/likely benign (B/LB) in ClinVar, if marked by at least two stars
in ClinVar or if classified as B/LB by an expert panel;
Low risk variants in C H E K 2 (c.470C > T; p.I157T), APC (c.3920T > A; p.I1307K), and
heterozygous M U TY H variants.

The remaining variants were classified in accordance with the A C M G recommenda-
tions [17]. Variants with insufficient or conflicting evidence were categorized as variants
of uncertain significance (VUS) as well as truncating variants in the last exon (except
ClinVar P/LP). A l l PV in patients were inspected in Integrative Genomics Viewer (IGV) or
confirmed by Sanger sequencing and submitted to ClinVar and LOVD.

2.4. Statistical Analysis

The frequencies of PV in P D A C patients were compared to the frequencies of PV
in both region-matched controls and the gnomAD control dataset with the non-Finnish
European (NFE) exome data, from release 2.1.1 (restricted to gnomAD exome data) [18].
Associations of P D A C with germline PV in individual genes were analyzed using the
Fisher’s exact test in different P D A C subgroups. The odds ratios (ORs) and corresponding
95% confidence intervals (CI) were calculated by inverting Fisher ’s exact test. Bonferroni
correction was applied to adjust p-values for the number of mutated genes within each
population. A l l statistical tests were two-sided, and adjusted p-values <0.05 were consid-
ered statistically significant. Association analyses were performed with R (version 3.6.1;
The R Foundation).

The Kaplan-Meier product-limit method was used for survival analyses and differences
were tested using the log-rank and Mantel-Haenszel tests using the GraphPad Prism v8.0.1
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(GraphPad Software) and Statistica v12 (StatSoft) programs. The overall survival (OS) was
defined as the interval between PDAC diagnosis and death from PDAC or the last follow-up.

3. Results
3.1. Spectrum and Frequencies of Germline Alterations in PDAC Patients

In total, we detected 61 germline PV in 20 out of 53 genes analyzed in both popula-
tion cohorts, comprising 72 high-risk Belgian and 226 unselected Czech P D A C patients
(Table 2 and Table S4). Thirty-six PV were found in “established PDAC-predisposition”
genes (BRCA2, ATM, BRCA1, PALB2, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, CDKN2A , TP53, or
STK11 [3,4]) in 35/298 (11.7%) patients. Of these, 30 patients were found to have a PV
in one PDAC-predisposition gene, one patient harbored a PV in both MLH1 and MSH6,
while four patients inherited a PV in a PDAC-predisposing and another gene (Table
2). BRCA2 (4.0%), ATM (2.7%), and BRCA1 (1.7%) were the most frequently mutated
PDAC-predisposition genes. Additionally, in 23 P D A C patients (7.7%) 25 PV were found
in other cancer predisposition genes for which a clear association with P D A C has not
(yet) been established; one third of them in CHEK2.

Table 2. Prevalence of pathogenic/likely pathogenic variants (PV) in Belgian/Czech patients and controls.

P D A C Patients Population-Matched Controls

Germline PV All ; n = 298 Belgian; n = 72       Czech; n = 226         Belgian; n = 2485 Czech; n = 777

Known PDAC-Predisposition Genes

ATM *
BRCA1

BRCA2 *
CD K N 2A
MLH1 *
MSH2

MSH6 *
PALB2
PMS2
STK11
TP53

P D A C gene PV

Number of individuals with
P D A C PV *

8 (2.68%)
5 (1.67%)

12 (4.01%)
1 (0.33%)
3 (1.00%)

0
1 (0.33%)
2 (0.67%)
2 (0.67%)

0
2 (0.67%)

36

35 * (11.74%)

5 (6.94%)
2 (2.78%)
3 (4.17%)
1 (1.39%)
3 (4.17%)

0
1 (1.39%)

0
2 (2.78%)

0
1 (1.39%)

18

17 * (23.61%)

3 (1.32%)
3 (1.32%)
9 (3.98%)

0
0
0
0

2 (0.88%)
0
0

1 (0.34%)

18

18 (7.96%)

7 (0.28%)
5 (0.20%)

15 (0.60%)
0

1 (0.04%)
2 (0.08%)
2 (0.08%)
4 (0.16%)
4 (0.16%)
1 (0.04%)
1 (0.04%)

42

42 (1.69%)

3 (0.39%)
1 (0.13%)
5 (0.64%)

0
0

3 (0.39%)
0

2 (0.26%)
0
0
0

14

14 (1.80%)

Other cancer predisposition genes for which the association with P D A C is not firmly established
BARD1 0 0 0 1 (0.04%)

BLM                                                0                                  0                                  0                              3 (0.12%)
BRIP1                                       2 (0.67%)                          0                          2 (0.88%)                      1 (0.04%)
CDK 4                                                0                                  0                                  0                              1 (0.04%)

CHEK1                                              0                                  0                                  0                              1 (0.04%)
CHEK2 *                                    8 (2.68%)                   3 (4.17%)                   5 (2.21%)                     11 (0.40%)
ERCC4 *                                    4 (1.34%)                          0                          4 (1.76%)                      6 (0.24%)
FA N C A                                              0                                  0                                  0                              6 (0.24%)
FA N C C                                              0                                  0                                  0                              1 (0.04%)
FANCD 2                                             0                                  0                                  0                              3 (0.12%)
FA N C E *                                    2 (0.67%)                   1 (1.39%)                   1 (0.44%)                      2 (0.08%)
FANCG *                                    1 (0.33%)                          0                          1 (0.44%)                      3 (0.12%)
FA N C I                                               0                                  0                                  0                              3 (0.12%)
FA N C L                                              0                                  0                                  0                              1 (0.04%)
FANCM                                      1 (0.33%)                   1 (1.39%)                          0                             10 (0.40%)
HOXB13                                     1 (0.33%)                          0                          1 (0.44%)                      7 (0.28%)
MRE11                                              0                                  0                                  0                              5 (0.20%)
NBN 3 (1.00%) 0 3 (1.32%) 7 (0.28%)

0
3 (0.39%)

0
0
0

1 (0.13%)
5 (0.64%)
3 (0.39%)

0
1 (0.13%)

0
0

1 (0.13%)
0

4 (0.51%)
0

2 (0.26%)
3 (0.39%)
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Table 2. Cont.

P D A C Patients Population-Matched Controls

Germline PV

POLD1
POLE
PTEN

RAD50
RAD51C
RAD51D
RAD54L
RECQL
SLX4 *
XR C C 2

Other gene PV
Number of individuals with PV

in other genes *

Al l PV
Al l PV carriers *

All; n = 298

1 (0.33%)
1 (0.33%)

0
0
0
0
0
0

1 (0.33%)
0

25

23* (7.72%)

61
54 * (18.12%)

Belgian; n = 72

0
1 (1.39%)

0
0
0
0
0
0

1 (1.39%)
0

7

7 (9.72%)

25
21 * (29.17%)

Czech; n = 226

1 (0.44%)
0
0
0
0
0
0
0
0
0

16

16 (7.08%)

36
33 * (14.60%)

Belgian; n = 2485

1 (0.04%)
1 (0.04%)
1 (0.04%)
3 (0.12%)
1 (0.04%)
2 (0.08%)
7 (0.28%)
3 (0.12%)
6 (0.24%)
1 (0.04%)

98

98 (3.94%)

148
140 (5.63%)

Czech; n = 777

0
0
0

1 (0.13%)
0
0

2 (0.26%)
3 (0.39%)
1 (0.13%)

0

30

30 (3.86%)

45
45 (5.79%)

* Multiple germline PV were found in 4 Belgian and 2 Czech P D A C patients with co-occurring PV in P D A C predisposition genes (MLH1-
MSH6), in P D A C predisposition and other genes (ATM-FANCE; ATM-SLX4; BRCA2-CHEK2; BRCA2-ERCC4), or in the other genes
(CHEK2-ERCC4-FANCG) . The frequency of PV in all 4 Lynch syndrome genes was significantly increased in Belgian P D A C patients over
Belgian controls (5/72 individuals (6 PV as 1 patient had a PV in both MLH1 and MSH6); 6.94% vs. 9/2485; 0.36%; O R = 20.5; 95%CI 6.7–
62.6; p = 2.9 10 11).

Gene-specific P D A C risks were calculated for Belgian and Czech patients separately
using the respective population-matched controls and for the entire group using gnomAD
N F E controls. Genes associated with a significant risk are displayed in Figure 1; risks for all
genes with PV are summarized in Table S5.

Figure 1. Gene specific PD A C risks in Belgian and Czech PD A C patients (compared with population-
matched controls) and all PD A C patients (compared with gnomAD NFE). The plots showing OR and
95%CI describe only genes associated significantly with P D A C Belgian, Czech, or all P D A C patients,
respectively. A l l genes are presented in detail in Table S5. OR values in bold denoted by an asterisk (*)
remained significant following Bonferroni correction for multiple testing. n.d.—not determined
(zero carriers in population-matched controls).
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Considering the established PDAC-predisposition genes, the population-specific
P D A C risks were significantly increased for Belgian patients with PV in ATM, BRCA1,
BRCA2, MLH1, and PMS2 and for Czech patients with a PV in BRCA1 and BRCA2. A
comparison of all P D A C patients with gnomAD-NFE controls confirmed a P D A C risk
association for all mentioned genes, except PMS2, but additionally revealed an association
with TP53. For the other cancer predisposition genes, a significant association was found
for CHEK2 (with both population-matched and gnomAD controls) and for ERCC4, FANCE,
and NBN (gnomAD controls only).

In view of the overrepresentation of high-risk P D A C patients in the Belgian group
(significant excess of individuals with positive individual/familial cancer history; Table 1),
the higher overall frequency of PV in PDAC-predisposition genes in Belgian over Czech
PD A C patients (23.6% vs. 8.0%, respectively; p = 0.001) was not surprising. In contrast, the
proportion of germline PV in other genes did not differ significantly between the Belgian
and Czech patients (9.7% and 7.1%, respectively; p = 0.45).

3.2. Personal Cancer History

PV in PDAC-predisposition genes were 4-times more frequent in patients with multi-
ple primary tumors (12/38; 31.6%) than in PDAC-only patients (23/260; 8.8%; p < 0.001;
Figure 2A). PV in 10 P D A C patients with multiple primary tumors affected 3 BRCA1
and 4 BRCA2 (all had also developed breast and/or ovarian cancer), 1 PMS2 and 1
MLH1/MSH6 (both developed colon cancer), and 1 C D K N 2 A (diagnosed with
melanoma). In addition, two patients harbored a PV in a PDAC-predisposition and another
gene: ATM/FANCE (PD A C patient with colon cancer) and BRCA2/CHEK2 (early-onset
breast cancer P D A C patient). Furthermore, a pathogenic NBN variant was detected in a
P D A C patient with breast cancer and a POLE PV in a P D A C patient who had also
developed breast and colon cancer.

The proportion of PV carriers in PDAC-predisposition genes did not differ significantly
between Belgian and Czech patients with multiple primaries (6/21, 28.6% and 6/17, 35.3%,
respectively; Figure 2A), although the fraction of P D A C patients with multiple primary
tumors was considerably higher in the Belgian over the Czech group (29.2% vs. 7.5%;
Table 1). About one third (31.6%) of the PV in PDAC-predisposition genes (13/36) was
identified in patients with multiple primaries, even when they accounted for only 12.8% of
the total study population (Figure 2A). Thus, the presence of another primary tumor
alongside the PD A C diagnosis increased the chance for a PV in a PDAC-predisposition gene. It
is of note that all patients with double primary tumors and a PV in PDAC-predisposition
genes, also had a positive family cancer history.

No significant difference in the age of P D A C onset could be established between
patients with and without PV in PDAC-predisposition genes (with PV: mean 59.9 years;
range 32–82 years; without PV: mean 62.2 years; range 37–84 years; p = 0.20). The same ob-
servation was done for patients with PV in other genes (mean 62.5 years; range 35–80 years)
versus patients without PV (p = 0.92).

3.3. Family Cancer History

To overcome differences in clinical characteristics between Belgian and Czech P D A C
patients, we assigned all patients into four subgroups (Table 3). Subgroup #1 included
patients with a positive P D A C family cancer history. Subgroup #2 included patients with a
family history of tumors (breast/ovary/colorectal cancer/melanoma) indicative for PDAC-
associated hereditary cancer syndromes. Patients with a negative family cancer history or
with non-syndromic tumors in relatives were assigned into additional subgroups according
to the age of their P D A C onset (subgroup #3: 60 years; subgroup#4: >60 years). The
family cancer history was not detailed enough for 6 Belgian and 1 Czech P D A C patients,
hence the family cancer history was only taken into account for 291 PDAC-patients with a
detailed familial anamneses.
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Figure 2. Proportions (left) of patients with PV classified according to personal (A) and family (B)
cancer history considering the presence of PDAC, breast cancer (BC), ovarian cancer (OC),
colorectal cancer (CRC) or melanoma in first or second degree relative. The types (right) of multiple
primary tumors (A) and tumors in the first/second degree relatives (B) are illustrated in a Venn
diagram. Individual phenotype characteristics (C) arranged subsequently according to the presence of
PV, family cancer history positivity, presence of multiple primary tumors and the age of P D A C onset.
Overall survival in the Czech P D A C patients (D) ascertained according to the presence of any germline
PV (left) and in PV in H R and non-HR genes, respectively (right). The numbers below the graphs
denote the numbers of individual in displayed time points.



Only;

Cancers 2021, 13, 4430 9 of 15

Table 3. Prevalence of PV in four subgroups ascertaining 291 patients with known family cancer history.

P D A C Patients Group Al l (n = 291);
n

Patients with PV

in P D A C Gene 1;
in Other Gene

n (%)                                 n (%)

Patients without
PV p-Value 2

n (%)

Familial cancer patients 142
Belgian                                                       57
Czech                                                          85

Subgroup#1:
1 P D A C in first/second 56
degree relative

Belgian                                                       34
Czech                                                          22

Subgroup#2:
1 Tumor associated with
increased P D A C risk in 86
First/second degree
relative

Belgian                                                       23
Czech                                                          63

Sporadic P D A C patients 3 149
Belgian                                                        9
Czech 140

Subgroup#3:
Sporadic PDAC, early 53
onset (60 years)

Belgian 9
Czech                                                          44

Subgroup#4:
Sporadic PDAC, later 96
onset (>60years)

Belgian 0
Czech                                                          96

Sum 291

30 (21.1)
17 (29.8)
13 (15.3)

15 (26.8)

9 (26.5)
6 (27.3)

15 (17.4)

8 (34.8)
7 (11.1)

5 (3.4)
0

5 (3.6)

1 (1.9)

0
1 (2.3)

4 (4.2)

0
4 (4.2)

35

8 (5.6%)
4 (7.0)
4 (4.7)

4 (7.1)

3 (8.8)
1 (4.5)

4 (4.7)

1 (4.3)
3 (4.8)

11 (7.4)
0

11 (7.9)

4 (7.5)

0
4 (9.1)

7 (7.3)

0
7 (7.3)

19

104 (73.2)
36 (63.2)
68 (80.0)

37 (66.1)

22 (64.7)
15 (68.2)

67 (77.9)

14 (60.9)
53 (84.1)

133 (89.3)
9 (100)

124 (88.5)

48 (90.6)

9 (100.0)
39 (88.6)

85 (89.6)

0
85 (89.6)

237

0.07

0.83

0.04

n.d.

n.d.

n.d.

1 The patients with a PV in both a PDAC-predisposing and other gene were considered in the group of PV in P D A C genes. 2 Proportion of
Belgian vs. Czech PV in a group. 3 Including patients with other tumors in family cancer history (not associated with PDAC-predisposition
syndromes). The family cancer history was not detailed enough for 6 Belgian patients and 1 Czech P D A C patient. n.d.—not determined.

In subgroups #1 and #2 (patients with a positive family cancer history) PV in PDAC-
predisposition are much more prevalent than in subgroups #3 and #4 (sporadic) (subgroups
#1 and #2: 30/142, 21.1% vs. subgroups #3 and #4: 5/149, 3.4%; p < 0.001) (Figure 2B and
Table 3).

The proportion of patients heterozygous for PV in established PDAC-susceptibility
genes in subgroup #1 (15/56; 26.8%) was similar in Belgian (26.5%) and Czech (27.3%)
patients (Table 3) and concerned 5 BRCA2, 3 ATM, 3 Lynch syndrome genes, 2
BRCA1, 1 TP53 and 1 CDKN2A. Additionally, three patients harbored the c.1100delC variant
in CHEK2 and another one had a PV in FANCM.

The prevalence of PV in established PDAC-susceptibility genes in subgroup #2 (15/86;
17.4%), was higher in Belgian (34.8%) than in Czech (11.1%) patients (p = 0.04; Figure 2B).
However, this subgroup retained an increased proportion of higher risk individuals among
Belgian patients, including multiple primary cancer patients (8/23; 34.8% vs. 6/63; 9.5%; p =
0.009) or first-degree relative(s) with breast and/or ovarian cancers (15/23; 65.2% vs.
23/63; 36.5%; p = 0.02; Figure 2C). We also evaluated the presence of “non-syndromic tu-
mors” in the familial cancer history but their occurrence did not contribute to the increased
frequency of PV.
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In subgroups #1 and #2, the prevalence of PV in cancer predisposition genes for which
an association with P D A C has not been established, was low (8/142 (5.6%)). The most
frequent were PV in C HE K 2 (in three patients from P D A C families and in one colorectal
cancer family). PV in BRIP1, FANCM, NBN, and POLE were identified only once each. One
Czech P D A C patient harbored a PV in three genes: CHEK2, ERCC4, and FANCG.

Taken together, a family cancer history of P D A C or other syndromic tumors (in
30/35 patients with PV) represented the most important factor indicating a PV in a PDAC-
predisposing gene.

Subgroups #3 and #4 included 149 sporadic (mainly Czech) P D A C patients. Only
five (3.4%) of them harbored a PV in an established PDAC-predisposition gene, including
2 BRCA2, 2 PALB2, and 1 ATM. Interestingly, the age at P D A C onset in these PV
heterozygotes ranged between 59 and 71 years, while no PV in an established PDAC-
predisposition gene was identified in the 52 patients diagnosed before the age of 59
years (Figure 2C).

The prevalence of PV in cancer predisposition genes for which an association with
P D A C has not been established, was comparable for sporadic (11/149; 7.9%) and familial
cases (subgroups #1 and #2: 8/142; 5.6%).

Our data indicate that P D A C patients without a family history of tumors associated
with P D A C risk have a lower probability to harbor a clinically actionable PV.

3.4. Survival in Individuals with PV

The overall survival (OS) data were available for 223/226 Czech P D A C patients, in-
cluding 31/33 patients with PV. The survival ranged between 0.3 and 281.1 months with
mean OS 12.8 months for all P D A C patients. Baseline clinicopathological characteristics
were similar for patients with and without PV (Table S6), except for the decreased
pro-portion of tumors localized in the caput (having better survival) in patients with a
PV in non-HR gene.

We first compared OS between patients with and without any PV (Figure 2D, left)
and, secondly, with a PV in the genes coding for proteins involved in DDSB repair via H R
pathway (ATM, BRCA1/FANCS, BRCA2/FANCD1, BRIP1/FANCJ, ERCC4/FANCQ, FANCE,
FANCG, and PALB2/FANCN) and with PV in other non-HR genes (CHEK2, HOXB13,
NBN, POLD1, and TP53), respectively (Figure 2D, right).

The risk of death was significantly reduced in patients with PV compared to patients
without PV (HR = 0.66). Indeed, the mean OS (mOS) was 12.4 months in patients without PV
versus 15.9 months in patients with PV. This improved survival was mainly associated with
PV in H R genes because the presence of PV in non-HR genes actually led to worse OS (H R =
3.26). In only 4/22 (18.2%) of the patients with a pathogenic H R variant survival was
shorter than the mOS (12.4 months), compared to 7/9 (77.8%) of the patients with a PV in a
non-HR gene.

4. Discussion

Our study enabled a comparison of germline variations in unselected Czech and high-
risk Belgian P D A C patients, for whom no studies have been published previously. The
highest clinical utility is attributed to germline variants in genes known to be associated
with P D A C predisposition (Table 2) [3]. The most frequently mutated genes in our
study included ATM, BRCA1, and BRCA2 (found in 25/35 (71.4%) patients with a PV in a
PDAC-predisposition gene). BRCA2 PV were the most frequent, accounting for 17% and
50% of all PV in PDAC-predisposing genes in Belgian and Czech patients, respectively.
BRCA2 and BRCA1 code for proteins participating in the D N A DSB repair by H R and
are the major genetic factors involved in hereditary breast/ovarian cancer syndromes. PV
in both genes were associated independently with a high (OR > 5) and statistically
significant P D A C risk in both populations. Interestingly, while in Belgian and Czech
breast cancer patients the frequency of BRCA1 germline PV is higher than BRCA2,
BRCA2 PV prevails in P D A C patients in both populations [19,20]. Thus, the BRCA2-
associated risk could be
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higher for pancreatic than for breast cancer, as indicated by our analysis of pooled patients
against gnomAD data (BRCA1: O R = 6.0 vs. BRCA2: O R = 11.7; Figure 1). Similar data
were presented in the US study of 3030 P D A C patients by Hu and colleagues (OR 2.6
vs. 6.2) [21].

While BRCA2 PV dominated in the Czech patients, ATM PV were the most frequent in
Belgian patients (5/72; 6.9%). Biallelic ATM inactivation causes ataxia-telangiectasia while
heterozygous variants moderately increase the risk of several tumors including breast or
pancreatic cancers [22]. The frequency of ATM PV found in the Belgian subgroup is similar
to observations in unselected Canadian P D A C patients (12/177; 6.8%) [23]. In the Czech
PD A C patients, the frequency of germline ATM PV was lower (3/226; 1.32%) but still over
three-times as high as in population-matched controls (Table 2). Interestingly, all eight ATM
PV carriers in our study had a positive family cancer history (this may explain a significant
association with the P D A C risk in the Belgian subgroup only, enriched in such patients).
An aggregated analysis of all patients showed a high P D A C risk associated with ATM
PV (OR = 5.6), comparable with that of BRCA1. Similar ATM-associated risks were
calculated in Canadian (OR = 7.7) and US (OR = 5.7) P D A C patients [21,23].

PV in other PDAC-predisposition genes (PALB2, CDKN2A, and TP53) were substan-
tially less frequent (5/35; 14.2% of PV carriers) and their significant associations with
P D A C were not reached. However, PV in the mismatch repair genes (MLH1, MSH6, and
PMS2) identified in five Belgian (but none in Czech) P D A C patients resulted in a significant
association with P D A C collectively (and for MLH1 and PMS2 separately) in the Belgian
subgroup. Generally, the prevalence of germline PV in mismatch repair genes in unselected
P D A C patients is estimated at 0.3% to 1.3% [8,9,21,24].

Germline PV in cancer predisposition genes for which the association with PD A C has
not been firmly established were less frequent. However, CHEK2 PV accounted for 13.1%
of all germline PV (identified in 8 of 298 PD A C patients (2.7%)), a proportion comparable to
ATM. CHEK2 was initially reported as a multi-organ cancer susceptibility gene associated
with breast, prostate, colon, and pancreas cancer, with low-to-moderate penetrance
[25]. Nevertheless, the majority of the clinical knowledge was adopted in pre-NGS era
and only a few recurrently-analyzed C H E K 2 variants were included [26,27]. An
increased frequency of C H E K 2 PV was reported in several P D A C studies but without
statistical significance [10,21,28]. We found an increased population-specific P D A C risk
for C HE K 2 PV in both Czech and Belgian cohorts and also when considered all
patients together (Figure 1). In the three Belgian patients, c.1100delC was identified;
the Czech C H E K 2 PV spectrum was more diverse, as recently reported in Czech breast
cancer patients [15]. Interestingly, 3/5 P D A C patients (one Czech and two Belgians) with
the c.1100delC also had one or more relatives diagnosed with PD A C . However, clinical
classification of the C H E K 2 VUS (dominantly missense variants and short in-frame
indels) as well as larger case-control studies in other populations are warranted to
further analyze the C H E K 2 association with P D A C risk.

The ERCC4 gene was the second most frequently mutated gene among genes with
uncertain P D A C risk. Germline ERCC4 inactivations causes xeroderma pigmentosum
complementation group F, Cockayne syndrome, or Fanconi anemia complementation group
Q [29]. Japanese patients homozygous for ERCC4 p.Arg799Trp or compound heterozygous
with another variant were diagnosed with autosomal recessive cerebellar ataxias
[29]. Heterozygous carriers were recently described in P D A C patients from the USA and
the authors recommended to include ERCC4 into the germline panel testing [11]. We
found p.Arg799Trp to be present in 4/226 (1.34%) Czech P D A C patients but also in 5/777
(0.64%) population-matched controls, making the risk in Czech patients insignificant.

The c.657_661del variant in NBN represented another example of a variant prevailing
in Czech patients. An association of this variant with P D A C was previously documented
in Polish patients and in an independent Czech P D A C cohort [30,31]. In the current study,
the c.657_661del variant was more frequent in Czech PD A C patients than in the population-
matched controls; however, the difference was not significant. The ERCC4 and NBN
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variants exemplify the need for careful analysis of risk, associated with population-specific
or founder variants, using appropriate geographically-matched controls [32]. However,
the insignificant differences in the overall frequency of PV in non-PDAC established
cancer predisposition genes among subgroups of patients considering personal/family
cancer history or population origin indicate that the roles of many these genes in P D A C
predisposition is limited.

Considering the clinical characteristics of patients with PV, our study demonstrated
that a family cancer history is an important risk factor for the identification of a germline PV
in PDAC-predisposition genes in both populations. The P D A C patients with first or second
degree relatives developing pancreatic/breast/ovarian/colorectal cancer or melanoma
have a much higher chance to have a PV in a PDAC-predisposition gene compared to the
patients without a family cancer history (OR 7.7; p = 2.6 10 6; Table 3).

The difference in PV frequencies in PDAC-predisposition genes between Czech (8.0%)
and Belgian (23.6%) P D A C patients were attributable to an ascertainment bias towards
high-risk P D A C patients in the Belgian subgroup. The overall PV frequency in unselected
Czech P D A C patients (8.0%) corresponded to studies from unselected PD A C patients in the
USA (7.7%) [24], or Canada (10.7%) [23]. The frequency of PV in Belgian high-risk P D A C
patients insignificantly exceeded the frequencies reported in high-risk PD A C patients from
the USA (17.7%) [33] or familial P D A C patients from Germany (16.7%) [34].

To leverage the differences in enrollment of high-risk individuals in Belgian and Czech
cohorts, we assigned all patients into subgroups reflecting their family cancer history or
P D A C age of diagnosis. The subsequent analysis revealed similar frequencies of PV in
PDAC-predisposition genes in Belgian and Czech familial P D A C patients (subgroup #1;
26.5% and 27.3%, respectively). These frequencies were higher than in published studies
from Germany (16.7%) [34], the USA (11.9%) [35], and Japan (14.8%) [36]. However it is
important to note that there is no uniform definition of familial P D A C and many different
working definitions are being used [6,37].

We observed that double primary PDAC/another tumor from breast/ovarian/ col-
orectal/melanoma hereditary cancer spectrum strongly predicts the presence of a germline
PV in a PDAC-gene, as described previously [33].

We found no effect of PV presence on the age of P D A C onset, in agreement with
previous reports from Canada and the USA [38,39] but in contrast to two other US studies
[7,40]. These contradictory results indicate that the association of germline PV with age of
onset remains inconclusive. Most experts in current CAPS guidelines do not recommend
screening of high risk individuals before the age of 50 with the exception of patients with
Peutz-Jeghers syndrome or hereditary pancreatitis [4].

Clinical data from Czech P D A C patients confirmed a positive impact of germline PV,
especially in H R genes, on the survival of P D A C patients (21.4 months vs. 12.4 months,
Figure 2D). Similar data were reported from Goldstein et al. (17.9 vs. 9.6 months) [11],
Fountzilas et al. (22.6 vs. 13.9 months) [10] or Yurgelun et al. (34.4 vs. 19.1 months) [9]. An
association of germline PV in non-HR genes with inferior survival (4.7 vs. 12.4; H R = 3.26; p
= 0.017) needs to be further evaluated because our group consisted of only nine
individuals enriched in tumors with prognostically-inferior localization in the pancreas.

The identification of germline PV associated with an increased P D A C risk has im-
portant implications for both patients and their relatives. The predictive role of germline
PV include application of programmed death receptor–1 (PD-1) pathway inhibitors (in
patients with mismatch repair deficiencies) or PARPi (in patients with germline PV in H R
genes) [13,41].

There are some limitations to this study. The ascertainment criteria differed between
Czech and Belgian patients. The family history of the P D A C patients relied on self-reported
family history of P D A C and other cancers, potentially biasing an inaccuracy of medical
history. Although multigene panel testing is an effective and cost-effective strategy to
identify PV in various genes, the clinical interpretation of cancer risk for multiple moderate
penetrance genes remains challenging. To allow formulating consensus guidelines for



Cancers 2021, 13, 4430 13 of 15

medical management of the PV carriers, additional large studies with detailed information
on personal and family history are definitively warranted.

5. Conclusions

Our study demonstrated that germline PV in BRCA2, ATM, and BRCA1 are the
most frequent in both Belgian and Czech P D A C patients and we confirmed that these
are associated with a significantly increased P D A C risk. PV are more frequent among
P D A C patients with multiple primary tumors and/or with a positive family history of
P D A C or breast/ovarian/colon cancer or melanoma. The presence of PV in BRCA2, ATM,
BRCA1, and other H R genes was associated with improved OS in P D A C patients and
entails clinically useful prognostic information. Therefore, clinical germline genetic testing
of genes increasing the P D A C risk (including BRCA2, ATM, BRCA1, PALB2, MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2, CDKN2A , TP53, STK11, and possibly also CHEK2) should be offered to
all P D A C patients or at least to those with a positive family cancer history or personal
history of multiple primary tumors. Beyond the prognostic information, the identification
of a germline PV in P D A C patients bears a predictive value enabling tailored anticancer
treatment using platinum chemotherapy or PARPi. Moreover, the cascade testing in
relatives and intensified cancer surveillance in carriers of a particular PV in a cancer-
predisposition gene represent an important approach reducing cancer burden in these
high-risk individuals. Our study also highlights the importance of a population-matched
control population for establishing correct risk associations.
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Zemankova, P.; et al. Identification and Functional Testing of E R C C 2 Mutations in a Multi-national Cohort of Patients with
Familial Breast- and Ovarian Cancer. PLoS Genet. 2016, 12, 1–18. [CrossRef]

33.  Dudley, B.; Karloski, E.; Monzon, F.A.; Singhi, A.D.; Lincoln, S.E.; Bahary, N.; Brand, R.E. Germline mutation prevalence in
individuals with pancreatic cancer and a history of previous malignancy. Cancer 2018, 124, 1691–1700. [CrossRef]

34. Bartsch, D.K.; Matthäi, E.; Mintziras, I.; Bauer, C.; Figiel, J.; Sina-Boemers, M.; Gress, T.M.; Langer, P.; Slater, E.P. The German
National Case Collection for Familial Pancreatic Carcinoma (FaPaCa)—Knowledge Gained in 20 Years. Dtsch. Arztebl. Int. 2021,
118, 163–168. [CrossRef]

35.  Chaffee, K.G.; Oberg, A.L.; McWilliams, R.R.; Majithia, N.; Allen, B.A.; Kidd, J.; Singh, N.; Hartman, A.-R.; Wenstrup, R.J.;
Petersen, G.M. Prevalence of germ-line mutations in cancer genes among pancreatic cancer patients with a positive family history.
Genet. Med. 2018, 20, 119–127. [CrossRef] [PubMed]

36.  Takai, E.; Yachida, S.; Shimizu, K.; Furuse, J.; Kubo, E.; Ohmoto, A.; Suzuki, M.; Hruban, R.H.; Okusaka, T.; Morizane, C.; et al.
Germline mutations in Japanese familial pancreatic cancer patients. Oncotarget 2016, 7, 74227–74235. [CrossRef] [PubMed]

37. Rustgi, A .K. Familial pancreatic cancer: Genetic advances. Genes Dev. 2014, 28, 1–7. [CrossRef] [PubMed]
38.  Grant, R.C.; Selander, I.; Connor, A.A.; Selvarajah, S.; Borgida, A.; Briollais, L.; Petersen, G.M.; Lerner-Ellis, J.; Holter, S.; Gallinger, S.

Prevalence of germline mutations in cancer predisposition genes in patients with pancreatic cancer. Gastroenterology 2015, 148, 556–
564. [CrossRef]

39. Smith, A.L.; Alirezaie, N.; Connor, A.; Chan-Seng-Yue, M.; Grant, R.; Selander, I.; Bascuñana, C.; Borgida, A.; Hall, A.; Whelan, T.; et al.
Candidate D N A repair susceptibility genes identified by exome sequencing in high-risk pancreatic cancer. Cancer Lett. 2016, 370, 302–
312. [CrossRef]

40.  Yadav, S.; Kasi, P.M.; Bamlet, W.R.; Ho, T.P.; Polley, E.C.; Hu, C.; Hart, S.N.; Rabe, K.G.; Boddicker, N.J.; Gnanaolivu, R.D.; et al.
Effect of Germline Mutations in Homologous Recombination Repair Genes on Overall Survival of Patients with Pancreatic
Adenocarcinoma. Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer Res. 2020, 26, 6505–6512. [CrossRef]

41.  Le, D.T.; Durham, J.N.; Smith, K.N.; Wang, H.; Bartlett, B.R.; Aulakh, L.K.; Lu, S.; Kemberling, H.; Wilt, C.; Luber, B.S.; et al.
Mismatch repair deficiency predicts response of solid tumors to PD-1 blockade. Science 2017, 357, 409–413. [CrossRef]

http://doi.org/10.1002/cam4.2973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32255556
http://doi.org/10.1002/cncr.31628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30067863
http://doi.org/10.1086/426403
http://doi.org/10.3390/cells9122675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33322746
http://doi.org/10.4143/crt.2016.217
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27488870
http://doi.org/10.1097/MPA.0000000000001136
http://doi.org/10.1038/s10038-017-0408-5
http://doi.org/10.1002/ijc.30116
http://doi.org/10.1016/j.gene.2016.04.056
http://doi.org/10.1371/journal.pgen.1006248
http://doi.org/10.1002/cncr.31242
http://doi.org/10.3238/arztebl.m2021.0004
http://doi.org/10.1038/gim.2017.85
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28726808
http://doi.org/10.18632/oncotarget.12490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27732944
http://doi.org/10.1101/gad.228452.113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24395243
http://doi.org/10.1053/j.gastro.2014.11.042
http://doi.org/10.1016/j.canlet.2015.10.030
http://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-20-1788
http://doi.org/10.1126/science.aan6733


Příloha 3:

Plný text rukopisu v submisi:

Kral J, Jelinkova S, Zemankova P, Vocka M, Borecka M, Cerna L, Cerna M,

Dostalek L, Duskova P, Foretova L, Havranek O, Horackova K, Hovhannisyan M, Chvojka

S, Kalousova M, Kosarova M, Koudova M, Krutilkova V, Machackova E, Nehasil P,

Novotny J, Otahalova B, Puchmajerova A, Safarikova M, Slama J, Stranecky V, Subrt I,

Tavandzis S, Zikan M, Zima T, Soukupova J, Kleiblova P, Kleibl Z, Janatova M. Germline

multigene panel testing of Czech patients with endometrial cancer.



Germline multigene panel testing of Czech patients with endometrial cancer

Jan Krala,p, Sandra Jelinkovaa,p, Petra Zemankovaa,b,p, Michal Vockac,d,p, Marianna Boreckaa,p,

Leona Cernae,p, Marta Cernaa,p, Lukas Dostalekf, Petra Duskovag,p, Lenka Foretovah,p, Ondrej

Havranekd,i,p, Klara Horackovaa,p, Milena Hovhannisyana,p, Stepan Chvojkae,p, Marta

Kalousovaa, Marcela Kosarovaj,p, Monika Koudovae,p, Vera Krutilkovak,p, Eva Machackovah,p,

Petr Nehasila,b,l,p, Jan Novotnyd,p, Barbora Otahalovaa,m,p, Alena Puchmajerovae,p, Marketa

Safarikovaa, Jiri Slamaf, Viktor Straneckyl,p, Ivan Subrtn,p, Spiros Tavandzisk,p, Michal Zikano,

Tomas Zimaa, Jana Soukupovaa,p, Petra Kleiblovaa,d,p, Zdenek Kleibla,b,p, Marketa Janatovaa,p*

a Institute of Medical Biochemistry and Laboratory Diagnostics, First Faculty of Medicine, Charles
University and General University Hospital in Prague, Prague 120 00, Czech Republic

b Institute of Pathological Physiology, First Faculty of Medicine, Charles University, Prague 120 00,
Czech Republic

c Department of Oncology, First Faculty of Medicine, Charles University and General University
Hospital in Prague, Prague 120 00, Czech Republic

d Institute of Biology and Medical Genetics, First Faculty of Medicine, Charles University and General
University Hospital in Prague, Prague 120 00, Czech Republic

e Centre for Medical Genetics and Reproductive Medicine, Gennet, Prague 110 00, Czech Republic
f Gynecologic Oncology Center, Department of Obstetrics and Gynecology First Faculty of Medicine,

Charles University and General University Hospital in Prague, Prague 120 00, Czech Republic
g Laboratory of Molecular Genetics, Hospital Ceske Budejovice, Ceske Budejovice 370 00, Czech

Republic
h Department of Cancer Epidemiology and Genetics, Masaryk Memorial Cancer Institute, Brno 602 00,

Czech Republic
i BIOCEV, First Faculty of Medicine, Charles University, Prague 252 50, Czech Republic
j Department of Medical Genetics, Pronatal, Prague 140 00, Czech Republic
k Department of Medical Genetics, AGEL Laboratories, AGEL Research and Training Institute, Novy

Jicin 741 00, Czech Republic
l Department of Paediatrics and Inherited Metabolic Disorders, First Faculty of Medicine, Charles

University and General University Hospital in Prague, Prague 120 00, Czech Republic
m Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles University, Prague 120 00, Czech Republic
n Department of Medical Genetics, Faculty of Medicine in Pilsen, Charles University and University
Hospital Pilsen, Pilsen 323 00, Czech Republic

o Department of Gynecology and Obstetrics, Bulovka University Hospital and First Faculty of Medicine,
Charles University, Prague 180 00, Czech Republic

p CZECANCA consortium, Czech Republic

* Corresponding author at: Katerinska 1660/32, Prague 120 00, Czech Republic.

Email address: mjana@lf1.cuni.cz, (M. Janatova)



Abbreviations: ACMG, American College of Medical Genetics; B/LB, benign/likely benign;

BC, breast cancer; CI, confidence interval; CNV, copy number variation; CRC, colorectal

cancer; EC, endometrial cancer; EIN, endometrial intraepithelial neoplasia; GATK, The

Genome Analysis Toolkit; GGT, germline genetic testing; HBOC, hereditary breast and ovarian

cancer; HNPCC, hereditary nonpolyposis colorectal cancer; IGV, Integrative Genomics

Viewer; LS, Lynch syndrome; MLPA, multiplex ligation-dependent probe amplification;

MMR, mismatch repair; N, number; N.A., not available; NCCN, National Comprehensive

Cancer Network; NGS, next generation sequencing; OC, ovarian cancer; OR, odds ratio; P/LP,

pathogenic/likely pathogenic; PMC, population-matched controls; PV, pathogenic variant;

UTR, untranslated region; VCF, variant-call format; VUS, variant of uncertain significance;

WES, whole exome sequencing

Key words: uterine malignancies, endometrial cancer, multigene panel testing, germline

mutations

Running title: KRAL et al.: GERMLINE MULTIGENE PANEL TESTING OF CZECH

PATIENTS WITH ENDOMETRIAL CANCER.



Abstract:

Endometrial cancer (EC) is the most common gynecological malignancy in developed

countries. Our study aimed to determine the frequency of germline pathogenic variants (PV) in

Czech patients with EC. In this multicenter retrospective cohort study, germline genetic testing

(GGT) was performed in 527 EC patients using NGS panel targeting 226 genes, including 5

Lynch syndrome (LS), 14 hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) predisposition genes

and 207 candidate predisposition genes. Gene-level risks were calculated using 1662

population-matched controls (PMC). Patients were sub-categorized to fulfill GGT criteria for

LS, HBOC, both, or none. Sixty patients (11.4%) carried PV in LS (5.1%) and HBOC (6.6%)

predisposing genes, including two carriers of double PV. Compared to non-carriers, PV in LS

genes conferred significantly higher EC risk (OR=22.4, 95% CI 7.8-64.3, p=1.8×10-17) than the

most frequently altered HBOC genes BRCA1 (OR=3.9, 95% CI 1.6-9.5, p=0.001), BRCA2

(OR=7.4, 95% CI 1.9-28.9, p=0.002), and CHEK2 (OR=3.2, 95% CI 1.0-9.9, p=0.04). More

than 6 % of EC patients not fulfilling LS or HBOC GGT carried a PV in a clinically relevant

gene. Carriers of PV in LS genes had significantly lower age of EC onset than non-carriers

(p=0.01). Another 11.0% of patients carried PV in a candidate gene (the most frequent were

FANCA, MUTYH); however, their individual frequencies did not differ from PMC (except

aggregated frequency of loss-of-function variants in POLE/POLD1 with OR=10.44, 95% CI

1.1-100.5, p=0.012). Our study shows the importance of GGT in EC patients. The significantly

increased EC risk for carriers of PV in HBOC genes prompt to include EC diagnosis into HBOC

GGT criteria.

1 Introduction

Endometrial cancer (EC) is the most common gynecological malignancy in the developed

countries (1). Its rate of incidence per 100,000 people in Europe was 32 and in the Czech

Republic was 39 in the year 2020 (https://ecis.jrc.ec.europa.eu/). Most EC cases are diagnosed

post-menopausally (with a peak incidence between 65-69 years) and in early stages with

relatively favorable prognosis (2). EC mortality is approximately four times lower than EC

incidence (<20%; www.svod.cz). However, the mortality may vary based on geography and

race (3).

Many non-genetic factors modify EC risk. While excess of endogenous estrogens, obesity,

insulin resistance, and tamoxifen use increase EC risk, oral contraceptives and sufficient

physical activity have protective effects (4).

https://ecis.jrc.ec.europa.eu/
http://www.svod.cz/


The risk of EC development is also affected by genetic factors. Germline pathogenic variants

(PV) in known EC-predisposition genes are considered the most clinically important (reviewed

in (5)). Germline variants in EC patients were studied by several next generation sequencing

(NGS) based studies, dominantly using limited gene panels (21-84 genes) (6-15). These studies

reported variable prevalence of germline variants in EC patients ranging from 4.5 to 23%.

Majority of hereditary EC cases are associated with Lynch syndrome (LS; also known as

hereditary nonpolyposis colorectal cancer; HNPCC), which is caused by germline PV in

mismatch repair genes (MMR; MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, and structural alterations of 3’ end

of EPCAM) (16). Guidelines for clinical follow-up of carriers of germline PV in LS genes

include specific management of increased EC risk. Modest increase of EC risk has been

suggested in BRCA1 and BRCA2 PV carriers (most notably the serous-like EC subtype), and

other hereditary breast and ovarian cancer genes (HBOC; ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2,

BRIP1, CDH1, CHEK2, NF1, PALB2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11, TP53) (17). Other

noteworthy candidate EC-predisposition genes include e.g. POLD1 and POLE (18). Germline

missense PV affecting proofreading capabilities of POLE/POLD1 are associated with increased

EC risk as a part of polymerase proofreading-associated polyposis, but the importance of

germline POLD1/POLE truncating variants remains rather elusive (18). Importantly, the

genetic basis of most EC cases has not been explained yet as the diagnosis itself is not a criterion

for germline genetic testing unless fulfilling LS criteria (5).

We aimed to evaluate germline genetic background of 527 patients with uterine tumors to

identify genes associated with EC risk in our population, and to evaluate clinicopathological

features in germline PV carriers.

2 Methods

2.1 Patients

For this retrospective cohort study, we collected 527 patients with uterine malignancies

diagnosed at nine Czech health care centers (General University Hospital in Prague, Masaryk

Memorial Cancer Institute, AGEL Laboratories, Gennet, GHC Genetics, University Hospital

Pilsen, Pronatal, Palacky University Olomouc) and the Bank of Clinical Samples (First Faculty

of Medicine). The full list of all participating institutions is provided in the Table SI. Patients

were enrolled between 2011-2021 and were Caucasians of the Czech origin. The

clinicopathological characteristics (Table I) revealed that endometrial cancers (EC; 89.7%)

were the dominant type of collected uterine malignances, therefore the whole cohort of patients



with uterine malignancies will be hereafter referred to as ‘EC patients’. Deficient MMR,

microsatellite instability and MLH1 hypermethylation statuses were not available. We divided

patients according to national indication criteria for germline genetic testing of LS and/or

HBOC patients:

Breast cancer or ovarian cancer (C50/C56) – national indication criteria for germline

genetic testing (HBOC criteria):

· Personal history

o Patient is diagnosed with C50 <45 years OR <50 years, if family history is

unknown;

o Patient has bilateral C50 with the age of diagnosis of the first one <50 years

and of both <60 years;

o Patient is diagnosed with triple negative C50 ≤60 years;

o Patient is a male diagnosed with C50;

o Patient is diagnosed with either C56, C57 or C48.2;

o Patient has a duplicity od C50 and C25 regardless of age;

· Family history

o Patient and two relatives are diagnosed with C50;

o Patient and one relative are diagnosed with C50 <50 years or both C50 <60

years (patient included);

o Patient and a direct relative (parent, sibling, child, alternatively mother or

father’s sister) are diagnosed with:

 Ovarian cancer, fallopian tube or primary peritoneal tumor;

 Triple negative C50/medullar C50;

 Male relative diagnosed with C50;

 Pancreatic cancer or prostate cancer with Gleason score ≥7 or primary

metastatic C61.

Colorectal cancer or EC – national indication criteria for germline genetic testing (LS

criteria):

· Age of diagnosis <50 years;

· Proven microsatellite instability <60 years;



· Patient has a concurrent diagnosis linked to LS (colorectal cancer, stomach cancer,

pancreatic cancer, ovarian cancer, small intestine cancer, ureter cancer, renal pelvis

cancer, bile tract cancer, glioblastoma);

· Patient and one first degree relative have diagnoses linked to LS <50 years;

· Patient and two second degree relatives have diagnoses linked to LS regardless of the

age of diagnosis;

· Patients with colorectal cancer and more than ten adenomas/polyps.

Of all patients 151/527 (28.7%) met only LS genetic testing criteria, 16/527 (3.0%) met only

HBOC criteria, and 82/527 (15.6%) met both these criteria. A total of 278/527 (52.7%) patients

would not be indicated for germline genetic testing.

The study was approved by Ethics Committees of participating institutions. Written consent for

the research analysis was obtained from all participants. Clinicopathological information was

collected during genetic counselling or retrieved from patients’ record.

Two sets of population-matched controls (PMC) were used for comparisons with analyzed EC

patients. First, used as a reference for genetic variant prioritization, included 777 non-cancer

volunteers aged >60 years that were analyzed identically with EC patients as described

previously (19). Second group, used in case-control analyses, included 1662 PMC analyzed as

described previously (20). Briefly, the unselected controls (1170 males and 492 females;

median age 57 years, range 18–88 years) were unrelated individuals analyzed by whole-exome

sequencing (WES) by National Center for Medical Genomics (https://ncmg.cz/) for various

noncancer conditions.

2.2 Genetic testing using panel NGS

Genomic DNA was isolated from peripheral blood collected at the time of enrollment in each

respective center. DNA samples were analyzed by NGS using a custom-designed CZECANCA

panel as described previously with minor modifications (21). These changes have been made

to reflect ongoing technological developments. The panel (HyperCap; Roche) targeted 226

genes with known or candidate predisposition to hereditary cancer syndromes (current version

v1.2.2, http://www.czecanca.cz/eng/). The list of all 226 genes and their full names are specified

in Table SII. DNA libraries were prepared using KAPA HyperPlus Library Preparation kit

(Roche) according to the manufacturer’s instructions using enzymatic fragmentation and were

sequenced on Illumina MiSeq/NextSeq500. Resulting NGS data were processed by an in-house

https://ncmg.cz/
http://www.czecanca.cz/eng/


bioinformatics pipeline as described previously (21). Briefly, SAM files were generated from

FASTQ using NovoAlign v2.08.03 (http://www.novocraft.com/products/novoalign/) and

transformed into BAM by Picard tools v1.129 (https://broadinstitute.github.io/picard/). The

Genome Analysis Toolkit (GATK) v3.8.1 (https://software.broadinstitute.org/gatk/) (22) was

used to prepare VCF (variant-call format), annotated by SnpEff v4.3

(http://pcingola.github.io/SnpEff/). Identification of medium size indels was performed by

Pindel v0.2.5a7 (http://gmt.genome.wustl.edu/packages/pindel/) and copy number variations

(CNV) were detected using CNV kit v0.7.4 ((https://pypi.python.org/pypi/CNVkit).

All 226 analyzed genes were divided into 19 known EC-predisposition genes described by

NCCN guidelines or reviewed by Spurdle et al. (5) and 207 other ‘candidate’ genes. Five genes

associated with LS (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM) and 14 genes associated with

HBOC (ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, NF1, PALB2, PTEN,

RAD51C, RAD51D, STK11, TP53) were considered as the EC-predisposition genes. Remaining

207 candidate cancer-susceptibility genes included those that have been episodically associated

with EC predisposition (incl. APC, MUTYH, NBN, POLD1, POLE; Table SII) (5).

2.3 Variant prioritization

Genetic variants found in patients were filtered, excluding variants:

· with low sequencing quality (q<150);

· with a high minor allele frequency (MAF>0.001) in population databases (gnomAD

https://gnomad.broadinstitute.org/,               Exome

https://evs.gs.washington.edu/EVS/,                1000

Sequencing

Genomes

Project

Project

https://www.internationalgenome.org/) (23-25) unless classified as pathogenic/likely

pathogenic (P/LP) in the ClinVar database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)

(26);

· present more than 3× in a group of 777 PMC, except for variants with P/LP ClinVar

classification;

· in UTR (untranslated region), intronic outside of consensus splice sites, synonymous

and insertion/deletions not resulting in a frameshift unless classified as

pathogenic/likely pathogenic (P/LP) in the ClinVar database;

· classified as benign/likely benign (B/LB) in ClinVar with at least two-star rating;

http://www.novocraft.com/products/novoalign/
https://broadinstitute.github.io/picard/
https://software.broadinstitute.org/gatk/
http://pcingola.github.io/SnpEff/
http://gmt.genome.wustl.edu/packages/pindel/
https://pypi.python.org/pypi/CNVkit
https://gnomad.broadinstitute.org/
https://evs.gs.washington.edu/EVS/
https://www.internationalgenome.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/


· low risk variants in BRCA2 (c.9976A>T; p.Lys3326Ter) and in CHEK2 (c.470T>C;

p.Ile157Thr).

Resulting set of variants was evaluated according to the ACMG (American College of Medical

Genetics) recommendations (27). Variants mentioned in ClinVar as a single submitter or with

a conflicting interpretation of pathogenicity were categorized as variants of uncertain

significance (VUS). Whole gene duplication and truncating variants localized in the last exon

were considered VUS, unless they were classified as P/LP in ClinVar. All PV were inspected

in Integrative Genomics Viewer (IGV) or confirmed using Sanger sequencing or MLPA

(multiplex ligation-dependent probe amplification) analysis (MRC Holland). Confirmed PV

were submitted to ClinVar database.

2.4 Statistical analysis

The frequencies of PV in EC patients were compared to the frequencies of PV in a group of

1662 unselected PMC. Fisher’s exact test or χ2 was used to analyze association of discovered

PV with EC. Differences in age at diagnosis were analyzed by one-way ANOVA followed by

Tukey-Kramer’s test. P-values <0.05 were considered significant. Statistical analysis was

performed using the R language v4.1.

3 Results

3.1 Germline PV in patients with uterine malignances

We performed germline genetic testing in 527 Czech EC patients including 249 individuals

fulfilling LS, HBOC, LS+HBOC indication criteria and 278 individuals not fulfilling any

criteria for germline genetic testing. Germline PV were significantly more frequent in patients

(118/527; 22.4%) than in population-matched controls (290/1662; 17.4%; p=0.011).

3.1.1 Germline PV in EC-predisposition genes

PV were found in 12 (out of 19 tested) EC-predisposition genes (Table II). Frequency of these

variants was more than four-times higher in EC patients (60/527; 11.4%; Table SIII) than in

PMC (46/1662; 2.8%; p=9.7×10-16). PV in LS genes were found in 27/527 (5.1%) patients (half

of them were MSH6 PV carriers) and in 4/1662 (0.25%) controls and they represented the

strongest genetic risk factor for EC development (OR=22.4, p=1.8×10-17). Interestingly, no

PMS2 PV were observed among patients. BRCA1, BRCA2 and CHEK2 were the most

frequently mutated HBOC genes, and their carriers conferred significantly increased EC risk

for their female carriers. However, this risk was lower in comparison to LS genes (ranging from



high EC risk in BRCA2 to moderate EC risk in BRCA1 and CHEK2, respectively). PV in the

remaining 11 HBOC genes were not identified or did not differ significantly from PMC (Table

II). Two carriers harbored coincidental mutations in MLH1/BRCA1 and MSH2/ATM,

respectively.

3.2 Indication criteria for identification of PV carriers

Among EC patients indicated for germline genetic testing according to the above-mentioned

criteria, the proportions of PV carriers fulfilling criteria for LS, HBOC, and both conditions

were similar (16.6%, 18.8%, and 18.3%, respectively). These proportions were approximately

three-times higher than in EC patients not fulfilling any criteria for germline genetic testing

(6.1%; Fig. 1). As expected, the highest proportion of PV in LS genes (11.3%) was detected in

a subgroup of patients fulfilling criteria only for LS testing. Similarly, patients meeting solely

the HBOC testing criteria had the highest frequency (18.8%) of PV in HBOC genes. Even

though the overall percentage of PV carriers differed between subgroups of patients meeting

both LS+HBOC genetic testing criteria (18.3%) and not fulfilling any criteria (6.1%), the ratio

of carriers of PV in LS:HBOC genes in these two subgroups was similar (5:11 vs 5:12; Table

II, Fig. 1). On the other hand, highly penetrant genes (MLH1, MSH2, BRCA1) were

predominantly affected in the subgroup fulfilling both criteria, whereas the subgroup of non-

indicated patients was characterized by PV in less penetrant genes (MHS6, ATM).

Moreover, among non-indicated patients we found 2 PVs in HBOC genes in subset of 41

patients with double primary EC and breast cancer (BC; 1×ATM, 1×BRCA1; 2/41; 4.9%) and 3

PVs in HBOC genes in subset of 31 patients with EC and BC in family cancer history

(2×BRCA2, 1×CHEK2; 3/31; 9.7%).

3.2.1 Germline PV in other candidate cancer predisposition genes

The overall prevalence of PV in remaining candidate genes (identified in 48 out of 207 genes)

was significantly higher in EC patients (66/527; 12.5%) compared to controls (139/1662; 8.4%;

p=0.004; Table SIV). Eight EC patients (and no PMC) carried a coincidental PV in EC-

predisposition and candidate genes. Excluding all 60 carriers of PV in EC-predisposition genes,

the frequency of PV carriers in other candidate genes was still significantly higher in 467 EC

patients (N=58; 12.4 %) in comparison to 1616 PMC (N=139; 8.6%; p=0.01). The most

frequent PV were found in MUTYH (monoallelic PV in 5/467, 1.1%) and FANCA (4/467;

0.8%). Their frequencies, however, did not differ from that in PMC (MUTYH – 18/1616, 1.1%;

FANCA – 10/1616, 0.6%).



Interestingly, three patients carried germline truncating variant in the genes coding for DNA

polymerases (two in POLE and one in POLD1) that have been linked to EC-predisposition

previously (5). In contrast, only one POLE and no POLD1 mutation was detected in PMC.

Thus, the overall frequency of PV in DNA polymerases was significantly higher in EC-

predisposition gene negative patients (3/467; 0.6%) than in PMC (1/1616; 0.06%; OR=10.44;

95% CI 1.08-100.51; p=0.012).

Regarding subgroups of patients based on indication criteria for genetic testing, the frequency

of PV in candidate predisposition genes (after excluding the carriers of PV in EC-predisposition

genes) was significantly higher in patients fulfilling both indication criteria for LS+HBOC

(14/67; 20.9%) in comparison to subgroup of patients fulfilling no genetic testing criteria

(28/261; 10.7%; p=0.04, Table SIV). The frequencies of PV in patients meeting indication

criteria for LS only and HBOC only did not differ significantly (14/126; 11.1% and 2/13;

15.4%, respectively).

3.3 Clinicopathological characteristics in germline PV carriers

The median age at EC onset was significantly lower only in patients with PV in LS genes

compared to non-carriers (51.0 vs. 61.4 years, p=0.01, Fig. 2A).

Concerning the histology subtypes (Fig. 2B), the overall frequency of PV in EC-predisposition

genes was similar in patients with endometrial carcinoma to those with sarcoma subtypes

(39/349, 11.2% and 4/40, 10.0%; respectively); however, no carrier of PV in LS gene was

diagnosed with sarcoma. Interestingly, two out of eight patients diagnosed with precancerous

EIN (endometrial intraepithelial neoplasia) carried a PV in BRCA1. Unfortunately, the

histologic subtypes of endometrial carcinomas other than endometrioid were rarely represented,

thus the frequencies of PVs in these subgroups cannot be calculated and compared.

Analysis of patients with second primary tumors (Fig. 2C) revealed that the highest frequency

of PV in EC-predisposition genes was found in patients with 3 primary tumors and in patients

with second primary colorectal cancer (CRC). The proportion between carriers of PV in LS and

HBOC genes respected the corresponding indication criteria: the carriers of LS gene variants

were enriched in patients with EC+CRC and 3 primary tumors. Accordingly, all 13 patients

with 3 primary tumors developed either CRC (N=5) and/or ovarian cancer (OC; N=10). The

carriers of PV in HBOC genes were more frequent in patients with EC+OC and EC+BC.



When considering family cancer history (Fig. 2D), the highest frequency (reaching 40%) of PV

in EC-predisposition genes were found in small subgroups of patients with family history of

multiple primary tumors and family history of ovarian tumors. Not surprisingly, predominant

tumor types in a family were in concordance with the elevated frequencies of PV in LS or

HBOC genes.

The prevalence of carriers of PV in candidate predisposition genes did not differ from that of

non-carriers in any of the clinicopathological category.

The information about immunohistochemistry and microsatellite instability in EC tumor

specimens was unavailable.

4 Discussion

Pathogenic germline alterations in LS genes are considered the most significant genetic risk

factor for EC predisposition (5). In our study, the carriers of PV in LS genes represented 5.1%

of all analyzed EC patients. This frequency is approximately in the middle of frequencies

reported by other studies (Fig. 3). Variable frequencies result from inconsistent patients’

enrollment criteria. Studies reporting the highest frequency (Tian et al. (7), Karpel et al. (13),

Susswein et al. (14), Heald et al. (15) with 22.7%, 9.4%, 8.4%, and 8.2% of LS PV carriers,

respectively) analyzed high-risk EC patients enriched in individuals with familial LS criteria or

in patients with positive MMR gene immunohistochemistry (Tian et al. (7)). In contrast, the

lowest frequency of PV in LS genes was reported by studies with unselected EC cases,

including Huang et al. (1.1%), a study of EC samples from The Cancer Genome Atlas (TCGA)

(28). We have found similar differences as we identified 22/233 (9.4%) vs. 5/294 (1.7%)

carriers of PV in LS genes in LS-indicated vs. LS non-indicated patients, respectively (Fig. 1).

Interestingly, despite differences in frequencies of PV in EC patients, the risk of EC

development in LS PV carriers was similar in our and LaDuca et al. study (OR 22.4 and 20.1,

respectively; Fig. 3), the only study among those previously published that quantified the EC

risk associated with PV in LS genes (29).

Even though only less than 20% of analyzed EC patients (98/527, 18.6%) met the HBOC

germline genetic testing criteria, the overall frequencies of PV carriers in BRCA1/BRCA2 were

unusually high in contrast to other studies (Fig. 3). We identified 11 PVs in BRCA1 (2.1%) and

7 PVs in BRCA2 (1.3%). Compared to frequencies of PVs in controls we calculated the risks

OR=3.9 for BRCA1 and OR=7.4 for BRCA2 (Table II). The risk of EC development associated



with BRCA1 and BRCA2 mutations was substantially lower than in LS carriers, and similar to

EC risk reported previously by LaDuca et al. (29). Our results suggest that PV in

BRCA1/BRCA2 are associated with at least moderate EC risk. Among 16 EC patients meeting

only the HBOC criteria, three harbored BRCA1/BRCA2 mutation. This was also documented

by results of a small study by Vietri et al. (30), who identified PV in BRCA1/BRCA2 in 9/21

hereditary EC patients fulfilling HBOC testing criteria. In the group of 82 patients meeting both

LS and HBOC testing criteria, BRCA1 PV were more frequent than PV in LS genes. Moreover,

up to 5% and 10% of PVs in HBOC genes were identified in non-indicated EC patients with

BC in personal or family cancer history, respectively. This further implies that the diagnosis of

EC should be considered as a part of indication criteria for HBOC germline genetic testing

irrespective to EC histology subtype. Among PV carriers in other HBOC genes, PV in CHEK2

and ATM were the most frequent. Importantly, PV in CHEK2 were associated with moderately

increased risk (OR=3.2, p=0.04). Mutations in CHEK2 were associated with predisposition to

EC in several studies previously (31).

Our analysis of other candidate genes showed that only PVs in POLD1 and POLE (three

truncating variants, one in POLD1, two in POLE) were significantly associated with EC risk.

Germline truncating variants in DNA polymerase genes in our EC patients conferred about 10-

times increased risk of EC development. Germline missense PV in both DNA polymerase genes

affecting exonuclease domains were previously linked to EC predisposition (5) and their

specific somatic missense PV represent important predictive markers for favorable prognosis

and/or immune checkpoint therapy in EC patients (32-34). However, the exact risk as well as

the overall role of germline truncating variants needs to be further validated in larger cohorts

due to the low frequency of POLD1 and POLE mutation carriers.

Analysis of clinicopathological characteristics confirmed an earlier age at disease onset in

carriers of LS gene mutations in comparison to non-carriers as referred in other studies (6, 7, 9,

10). The age at EC onset varied even among the carriers of PV in particular LS genes: the

carriers of PV in MSH6 had later age at onset (56 years) compared to the MLH1/MSH2 PV

carriers (48 years), as previously described by Tian et al (7). Interestingly, the age at EC onset

in carriers of PV in HBOC genes did not differ from non-carriers.

As expected, other differences in clinicopathological characteristics largely corresponded to

subgroups of patients classified according to the germline genetic testing criteria. PV in LS

genes were most frequently identified in patients with ≥3 primary tumors or second primary



CRC in personal cancer history, or multiple primary tumors/CRC in family cancer history.

Similarly, carriers of PV in HBOC genes recruited in majority from individuals with BC/OC in

personal or family cancer history. On the other hand, clinicopathological characteristics did not

differ in carriers of candidate EC-predisposition genes and non-carriers.

Generally and as expected, we have identified majority of PV in the groups of patients fulfilling

genetic testing criteria for LS or HBOC with majority of PV in genes related to a corresponding

cancer syndrome. Overall, 43/60 PV (71.7%) carriers were indicated for germline genetic

testing. Importantly, remaining 17 PV carriers, who would not be indicated for genetic testing

using current indication criteria, still represent a significant proportion (28.3%) of cases

carrying a germline PV in the LS (MLH1, MSH6) or the HBOC (ATM, BRCA1, BRCA2, BRIP1,

CHEK2) genes. Of these, two had double primary tumors and additional 10 had a positive

family cancer history. The frequency of PV carriers among EC patients with double primary

tumors was 15.4% (33/214). While we have found eight PV carriers in HBOC genes and four

carriers in LS genes (including a patient with co-occurrence of BRCA1 and MLH1 PV and

diagnosed with EC, OC, and BC) in the group of 69 patients with EC and OC (11.6%), we have

identified eight carriers of LS genes mutation and only one additional carrier of the CHEK2

gene mutation (a patient with EC, CRC, and melanoma) in the group of 34 patients with EC

and CRC (26.5%). This suggests that the presence of double primary tumors could potentially

represent a sole indication criterion for germline genetic testing, as indicated by previous studies

(19, 20, 35, 36).

Strengths of our study include homogeneity of studied population consisting of Caucasians,

Slavs of the Czech origin and inclusion of PMC that allowed calculation of overall/gene-level

risks for EC development. Study limitations include retrospective design and unavailability of

EC tumors immunohistochemistry, microsatellite instability and mutation status of POLE,

which prevented us from correlating presence of germline mutations with different molecular

subtypes of EC. Moreover, as approximately a half of analyzed EC patients (292/527, 55.4%)

were recruited from the CZECANCA consortium (focused on analyses of genetic cancer

predisposition), we cannot exclude a potential bias toward enriched prevalence of PV carriers.

To minimize this bias, we divided all enrolled patients according to the testing criteria and

analyzed them independently.

In conclusion, over 11% of EC patients carried a germline PV in genes associated with

established germline cancer predisposition. EC patients fulfilling LS criteria had five-times



higher chance to carry a LS gene PV than EC patients not fulfilling criteria for germline genetic

testing. Presence of PV in LS gene increases the EC risk 20-fold when compared to a non-

carriers. However, 28.3% of PV carriers in clinically relevant genes would not be indicated for

germline genetic testing using current indication criteria. Therefore, we believe that EC as a

second primary tumor in proband or occurrence of EC in a family cancer history should be

considered within the indication criteria for germline genetic testing. This is of particular

importance for countries where reflex testing is not routinely performed in EC patients.
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13 Figures and Tables

Figure 1. Distribution of PV carriers in patient subgroups based on criteria for germline
genetic testing for LS and HBOC, respectively. Squares colored in green, pink, yellow and
grey represent individual patients fulfilling criteria for LS only, HBOC only, both criteria,
not fulfilling any criteria, respectively. Circles denote carriers of PV in LS genes (green),
HBOC genes (pink) or both (green/pink).

HBOC, hereditary breast and ovarian cancer; LS, Lynch syndrome; PV, pathogenic variant



Figure 2. Relative proportion of mutation carriers in clinicopathological subgroups,
including (A) Age at diagnosis; (B) Histology; (C) Second primary tumors; (D) Family
cancer history in 527 patients. Error bars in (A) visualize the first and the fourth quartile.

BC, breast cancer; CRC, colorectal cancer; EC, endometrial cancer; HBOC, hereditary breast

and ovarian cancer; LS, Lynch syndrome; OC, ovarian cancer



Figure 3. Comparison among previously published studies describing germline PV in EC
patients. Green, pink, red and purple bars represent the prevalence of PV in LS genes, BRCA1,
BRCA2, and other HBOC genes (listed in Table II), respectively.

CI, confidence interval; HBOC, hereditary breast and ovarian cancer; LS, Lynch syndrome;

N, number; OR, odds ratio



Table I. Clinicopathological characteristics of 527 EC patients.

All EC LS only HBOC LS+HBOC Non-indic.
pts                    N=151;             only                        N=82;      N=278;

 N=527;   (%)  N=16;                (%)  (%)
 (%)                            (%)

 Age at EC diagnosis
- Mean (years)                     59.1 50.8 59.0 51.3 65.8
- Median (years)                     60.5 47.8 57.0 49.0 65.3
- Range (years)                   24-92 24-91 51-73 28.9-81.5 50-92
- <50 (years)           120 (23.2) 79 (53.4) 0 41 (51.3) 0
- >=50 (years)           397 (76.8) 69 (46.6) 15 (100.0) 39 (48.8) 274 (100.0)
- N.A.                        10 3 1 2 4

 Histology of uterine malignances
Endometrial carcinoma           349 (89.7) 76 (85.4) 8 (72.7) 48 (100.0) 217 (90.0)

- Endometrioid adenocarcinoma           284 (73.0) 65 (73.0) 7 (63.6) 44 (91.7) 168 (69.7)
- Serous               35 (9.0) 4 (4.5) 1 (9.1) 3 (6.3) 27 (11.2)
- Clear cell                 7 (1.8) 2 (2.2) 0 0 5 (2.1)
- Undifferentiated                 3 (0.8) 0 0 0 3 (1.2)
- Mixed (endometroid/serous)                 3 (0.8) 0 0 0 3 (1.2)
- Mixed (endometroid/serous/clear cell)                 1 (0.3) 1 (1.1) 0 0 0
- Mixed (endometroid/clear cell)                 4 (1.0) 3 (3.4) 0 0 1 (0.4)
- EIN                 8 (2.1) 1 (1.1) 0 1 (2.1) 6 (2.5)
- Unspecified  4 (1.0) 0 0 0 4 (1.7)

Sarcoma             40 (10.3) 13 (14.6) 3 (27.3) 0 24 (10.0)
- Leiomyosarcoma               32 (8.2) 9 (10.1) 2 (18.2) 0 21 (8.7)
- Undifferentiated                 2 (0.5) 0 0 0 2 (0.8)
- Endometrial stromal sarcoma                 3 (0.8) 2 (2.2) 0 0 1 (0.4)
- Unspecified                 3 (0.8) 2 (2.2) 1 (9.1) 0 0

Unknown malignant tumor of corpus uteri                      138 62 5 34 37
 FIGO grade

- 1           123 (35.9) 35 (48.6) 4 (40.0) 16 (45.7) 68 (30.1)
- 2           100 (29.2) 15 (20.8) 3 (30.0) 12 (34.3) 70 (31.0)
- 3  120 (35.0) 22 (30.6) 3 (30.0) 7 (20) 88 (38.9)
- N.A.  184 79 6 47 52

 FIGO stage
- 0                 8 (2.8) 1 (2.1) 0 1 (4.2) 6 (2.8)
- I -           176 (60.9) 33 (68.8) 4 (66.7) 17 (70.8) 122 (57.8)
II             38 (13.1) 5 (10.4) 1 (16.7) 2 (8.3) 30 (14.2)
- III             48 (16.6) 8 (16.7) 1 (16.7) 2 (8.3) 37 (17.5)
- IV  19 (6.6) 1 (2.1) 0 2 (8.3) 16 (7.6)
- N.A.                      238 103 10 58 67

 Multiple primary tumors in personal history
- Present           214 (40.6) 69 (45.7) 16 (100.0) 82 (100.0) 47 (16.9)
- Absent           313 (59.4) 82 (54.3) 0 0 231 (83.1)

 Multiple primary tumors in personal history
- CRC  31 (5.9) 31 (20.5) 0 0 0
- OC             59 (11.2) 0 1 (6.3) 58 (70.7) 0
- BC             80 (15.2) 14 (9.3) 15 (93.8) 13 (15.9) 38 (13.7)
- Triple primary EC+(BC/OC/CRC)               13 (2.5) 2 (1.3) 0 11 (13.4) 0
- Other               31 (5.9) 22 (14.6) 0 0 9 (3.2)
- None           313 (59.4) 82 (54.3) 0 0 231 (83.1)

 Family cancer history (first/second degree)
- Positive           353 (69.8) 120 (81.6) 13 (100.0) 56 (73.7) 164 (60.7)
- Negative           153 (30.2) 27 (18.4) 0 20 (26.3) 106 (39.3)
- Unknown                        21 4 3 6 8

 Tumors in family history
- EC               35 (6.9) 14 (9.5) 1 (7.7) 6 (7.9) 14 (5.2)
- CRC  88 (17.4) 39 (26.5) 4 (30.8) 15 (19.7) 30 (11.1)
- OC               15 (3.0) 7 (4.8) 1 (7.7) 5 (6.6) 2 (0.7)
- BC             60 (11.9) 14 (9.5) 3 (23.1) 9 (11.8) 34 (12.6)
- Multiple (EC/OC/CRC)  10 (2.0) 10 (6.8) 0 0 0
- Other           145 (28.7) 36 (24.5) 4 (30.8) 21 (27.6) 84 (31.1)
- None                                                                                   153 (30.2)                  27 (18.4)                           0              20 (26.3)                106 (39.3)
- Unknown                                                                                         21                              4                           3                           6                              8



Table II. Frequencies of germline PV in 19 EC-predisposition genes. Frequencies of germline

PV found in a subgroup of patients fulfilling criteria for germline genetic testing for LS, HBOC,

LS+HBOC, individuals not fulfilling any criteria (non-indicated), an aggregated group of all

EC patients, and a group of population-matched controls (PMC), respectively.

Gene
group

Indication for germline genetic testing

Germline PV     LS HBOC LS+HBOC

 All

Non-                  EC pts

indicated

PMC OR (95% CI); p-value

Lynch
syndrome
(LS)

HBOC

All PV

MLH1*

MSH2*

MSH6

PMS2

EPCAM

All LS genes

ATM*

BARD1

BRCA1*

BRCA2

BRIP1

CDH1

CHEK2

NF1

PALB2

PTEN

RAD51C

RAD51D

STK11

TP53

All HBOC

N=151 (%)

3 (2.0)

6* (4.0)

8 (5.3)

0

0

17 (11.3)

1* (0.7)

0

2 (1.3)

1 (0.7)

0

0

3 (2.0)

0

1 (0.7)

1 (0.7)

0

0

0

0

9 (6.0)

26

N=16
(%)

0

0

0

0

0

0

0

0

2 (12.5)

1 (6.3)

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

3 (18.8)

3

N=82
(%)

2* (2.4)

2 (2.4)

1 (1.2)

0

0

5 (6.1)

1 (1.2)

1 (1.2)

6* (7.3)

0

0

0

1 (1.2)

0

0

0

2 (2.4)

0

0

0

11 (13.4)

16

N=278 (%)

1 (0.4)

0

4 (1.4)

0

0

5 (1.8)

3 (1.1)

0

1 (0.4)

5 (1.8)

1 (0.4)

0

2 (0.7)

0

0

0

0

0

0

0

12 (4.3)

17

N=527 (%)

6* (1.1)

8* (1.5)

13 (2.4)

0

0

27 (5.1)

5* (1.0)

1 (0.2)

11* (2.1)

7 (1.3)

1 (0.2)

0

6 (1.1)

0

1 (0.2)

1 (0.2)

2 (0.4)

0

0

0

35 (6.6)

62

N=1662 (%)

1 (0.06)

0

0

3 (0.18)

0

4 (0.24)

7 (0.42)

0

9 (0.54)

3 (0.18)

3 (0.18)

0

6 (0.36)

1 (0.06)

8 (0.48)

1 (0.06)

2 (0.12)

0

0

2 (0.12)

42 (2.53)

46

All EC pts vs. PMC

19.1 (2.3-159.1); 1.3×10-4

N.A.

N.A.

N.A.

N.A.

22.4 (7.8-64.3); 1.8×10-17

2.3 (0.2-7.2); 0.2

N.A.

3.9 (1.6-9.5); 0.001

7.4 (1.9-28.9); 0.002

1.1 (0.1-10.1); 1.0

N.A.

3.2 (1.0-9.9); 0.04

N.A.

0.4 (0.1-3.1); 0.4

3.2 (0.2-50.5); 0.4

3.2 (0.4-22.5); 0.2

N.A.

N.A.

N.A.

2.7 (1.7-4.3);7.9×10-5

All carriers 25* (16.6) 3 (18.8) 15* (18.3) 17 (6.1) 60* (11.4) 46 (2.78)

* Double PV carriers in MLH1/BRCA1 and MSH2/ATM, respectively.

CI, confidence interval; EC, endometrial cancer; HBOC, hereditary breast and ovarian cancer;

LS, Lynch syndrome; N, number; N.A., not available; OR, odds ratio; PMC, population-

matched controls; pts, patients; PV, pathogenic variant


