HRD TESTIRANJE V SLOVENIJI — ENOLETNE IZKUSNJE
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Povzetek

Okvara homologne rekombinacije (HRD) v tumorjih epitelnega raka jajénikov je pomemben
napovedni dejavnik odgovora na zdravljenje s PARP inhibitorji. Dolo¢anje HRD je del
molekularne diagnostike pri obravnavi bolnic z rakom jajénikov. HRD je posledica patogenih
razli¢ic (mutacij) v genih BRCA1/2 in drugih genih homologne rekombinacije (HR), ter
hipermetilacije promotorja BRCAL. V celicah, kjer HR ne deluje, DNA popravljajo manj
natan¢nimi mehanizmi, kar privede do kopicenja specifi¢nih napak na DNA in nastanka genomske
nestabilnosti. Genomsko nestabilnost celic znacilno za HRD lahko merimo s specificnimi testi, ki
zaznavajo genomske strukturne spremembe. V obdobju enega leta smo testiranje HRD izvedli pri
123 bolnicah z epitelnim rakom jajénikov. HRD je bila dokazana pri vec¢ kot tretjini primerov. Od
tega je bila pri dveh tretjinah primerov dokazana mutacija v BRCAL/2, pri malo manj kot tretjini
metilacija promotorja BRCA1, in v manj kot desetini mutacija v drugih neBRCA HR genih.
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Uvod

Okvara homologne rekombinacije v tumorjih epitelnega raka jajénikov je pomemben napovedni
dejavnik odgovora na zdravljenje s PARP inhibitorji. Doloc¢anje okvare homologne rekombinacije
(angl. homologous recombination defitiency - HRD) v tumorju je zato del molekularne
diagnostike pri obravnavi bolnic z rakom jajénikov in je obi¢ajno izvedeno pred uvedbo
zdravljenja s PARP inhibitorji.

Pri HRD gre za okvaro popravljalnih mehanizmov DNA. Homologna rekombinacija je vpletena
v popravljanje lezij DNA, ki zaustavijo replikacijske vilice. Primer takih lezij so dvoverizni
prelomi. Popravljalni mehanizmi HR (homologous recombination repair - HRR) lahko natan¢no,
brez napak, rekonstruirajo sekvenco poSkodovane DNA tako, da za vzorec/matrico uporabi
sestrsko kromatido. Za uspes$no delovanje procesa HRR sta pomembna neokrnjena proteina
BRCAT in BRCAZ2 ter $tevilni drugi proteini vpleteni v HR.

V celicah, kjer homologna rekombinacija ne deluje, se dvoveriZni prelomi popravijo z drugacnimi
manj natanénimi mehanizmi, kot je npr. z mehanizmom ne-homolognega zdruZevanja prostih
koncev DNA (NHEJ — angl.non-homologous end joining repair). NHEJ poskrbi, da DNA ni ve¢
prekinjena, vendar ne more natancno obnoviti sekvence okvarjene DNA. ObseznejSe delovanje
NHEJ in drugih nenatan¢nih popravljalnih mehanizmov privede do kopicenja specificnih napak
na »popravljeni« DNA in lahko celico privede do stanja genomske nestabilnosti. Genomsko
nestabilnost celic znac¢ilno za HRD lahko merimo s specifi€énimi testi, ki zaznavajo genomske
strukturne spremembe (large scale transitions - LST, loss of heterizygosity — LOH, telomeric alelic
disbalance - NtAl) in jih ovrednotijo kot to¢ke genomske nestabilnosti (GIS).

PARP proteini sodelujejo v razlicnih DNA-popravljalnih mehanizmih. Znano je njihovo

delovanje v mehanizmih za popravljanje enoveriznih prelomov in manjsih (enonukleotidnih)
napak (single-strand break repair - SSBR, base excision repair - BER). PARP inhibitorji, naj bi
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povzrocili, da PARP proteini ostanejo vezani na DNA na mestu enoveriznega preloma, kar naj bi
oviralo delovanje SSBR in BER in vodilo v nastanek dvoveriznih prelomov. V celici z delujoco
HR, take dvoverizne prelome popravi HR in DNA se lahko nemoteno podvoji. V celici s HRD pa
na takem mestu pride do zaustavitve in kolapsa replikacijskih vilic. V celicah z mutacijo v genih
BRCA, ki imajo posledi¢no nedelujo¢ mehanizem HR, zaviralci PARP proteinov onemogocijo
alternativno popravljanje napak na DNA in s tem prisilijo celico v nabiranje letalnih poskodb.
Kon¢ni rezultat je smrt celice

V tumorskih celicah je HRD pogosto posledica patogenih razli¢ic (mutacij), ki povzrocijo izgubo
funkcije proteinov BRCA1, BRCA2 ter drugih v HR vpletenih proteinov (npr. RAD51C,
RAD51D, PALB?2), ali hipermetilacije promotorja BRCA1. HRD je lahko definirana tudi kot
prisotnost mutacijskih vzorcev na DNA, ki nastanejo zaradi okvare HR, ali kot nezmoznost celic,
da usmerijo in zberejo RAD51 na mestu DNA poskodb.

Evropsko zdruzenje za medicinsko onkologijo ESMO je 2020 izdal priporocila glede testiranja
okvare homologne rekombinacije. ESMO predlaga tri skupine testov za dolo¢anje HRD. (1)
Dolocanje okvar (mutacij ali metilacije) v BRCA1/2 in drugih HR genih (RAD51C, RADS1D,
PALB2- katerih vpliv na HRD ni jasen). (2) Specifiéni testi za detekcijo genomskih strukturnih
sprememb, ki se nakopicijo v tumorjih z okvaro HR (dolo¢anje tock genomske nestabilnosti -GIS
genomic instability scores) in (3) Funkcionalni testi okvare HRR (teoreti¢no naj bi nudili vpogled
v trenutno stanje HR — tudi ¢e je prislo do ponovne obnove HR).

TESTIRANJE OKVARE HOMOLOGNE REKOMBINACIJE

Na Oddelku za molekularno diagnostiko Onkoloskega instituta Ljubljana Zze od leta 2019
izvajamo genotipizacijo tumorjev epitelnega raka jajénikov z namenom doloc¢anja mutacij v genih
BRCAL in BRCA2. Od sredine leta 2023 pri tumorjih raka jajénikov dolo¢amo HRD. Testiranje
HRD poleg genotipizacije genov BRCA in drugih HR genov ter metilacije promotorja BRCAL in
BRCAZ2 v tumorju vkljucuje tudi test dolocanja za HRD znacilne genomske nestabilnosti na DNA
(doloc¢anje GIS).

Testi za dolocanje za HRD znacilne genomske nestabilnosti temeljijo na dolocajo somatskih
sprememb v Stevilu kopij genov in neuravotezenosti alelov preko celotnega genoma. Testi
dolo¢anja HRD lahko metodolosko temeljijo na sekvenciranju celotnega genoma ali na dolo€anju
enonukleotidnih polimorfizmov (SNP-jev) preko celotnega genoma.

Na rezultat HRD lahko pomembno vpliva deleZ tumorskih celic v vzorcu. Za primerno oceno
HRD mora biti v vzorcu vsaj 30% tumorskih celic. SlabSo zanesljivost testiranja pa lahko
pricakujemo tudi, je v vzorcu z manj kot 70% tumorskih celic.

V obdobju enega leta od oktobra 2023 smo testiranje HRD izvedli pri 123 bolnicah z epitelnim
rakom jaj¢nikov. Dolocanje HRD je bilo neuspesno v manj kot 2% testiranj. Okvara homologne
rekombinacije je bila dokazana v ve¢ kot tretjini primerov. Od tega je bila pri dveh tretjinah
primerov dokazana mutacija v BRCAL ali BRCA2, pri malo manj kot tretjini pa metilacija
promotorja v BRCA1. Manj kot 10% tumorjev z dokazano HRD je imelo mutacije v drugih ne-
BRCA HR genih, med katerimi se najpogosteje pojavlja RAD51C. Tumorji z mutacijami v dugih
neBRCA HR genih imajo HRD dokazan v zgolj tretjini primerov.
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