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ABSTRAKT

Karcinom ovaria (OC) je zdvazné nadorové onemocnéni s velkym podilem hereditarnich forem a Castou
asociaci s karcinomem prsu. Genetické testovani umozituje vytvofeni preventivnich programi pro
nosicky mutaci v genech predisponujicich ke vzniku karcinomu ovaria a ptipadné dalSich malignit.
Prevalence dédi¢nych mutaci se v jednotlivych predispozi¢nich genech mezi populacemi Casto lisi.

V této studii jsme analyzovali 1333 pacientek s karcinomem ovaria a 2278 populacné-specifickych
kontrol (PSK) pomoci sekvenovani nové generace s vyuzitim panelu CZECANCA ciliciho na 219 gend.
Dohromady byla nalezena patogenni mutace v nékterém z 18 genid predisponujicich k dédicnému
karcinomu prsu a/nebo ovaria u 427/1333 (32,0%) OC pacientek a 58/2278 (2,5%) PSK. S vysokym
rizikem vzniku karcinomu ovaria (OR>5) byly asociovany mutace v genech BRCA I, BRCA2, RAD5IC,
RADS51D, BARDI a v genech ucastnicich se opravy DNA mechanismem nespravné sparovanych bazi
(MMR). Mutace v genech BRIPI a NBN byly asociovany se stfednim rizikem vzniku karcinomu ovaria

podskupinach, véetn¢ borderline nadort s nejasnym malignim potencialem (BTO). V ramci dalsich 201
analyzovanych genti byly alespon se stfednim rizikem vzniku karcinomu ovaria asociovany mutace v
genech PPM1D (ve form¢ mozaiky), SHPRH a NATI. K upfesnéni vyznamu mutaci v téchto genech
jsou vsak s ohledem na jejich nizkou Cetnost potieba dalsi studie na vétSich souborech a v dalsich
populacich.

Tato studie poukazuje na vysoky podil pacientek s dédi¢nou formou OC ve slovanské populaci, ktery
odtivodnuje genetické testovani u vSech pacientek s OC, v¢etné BTO.



SUMMARY

Ovarian cancer (OC) is the deadliest gynecologic malignancy with a substantial proportion of hereditary
cases and a frequent association with breast cancer (BC). Genetic testing facilitates preventive
management for carriers of mutations in OC-susceptibility genes. However, the prevalence of germline
mutations varies among populations and many rarely mutated OC predisposition genes remain to be
identified.

We analyzed 219 genes in 1333 Czech OC patients and 2278 population-matched controls (PMC) using
next-generation sequencing. Altogether, 427/1333 (32%) patients and 58 /2278 (2,5%) PMC carried
pathogenic mutations in 18 known/anticipated OC predisposition genes. Mutations in BRCAI, BRCA2,
RADS5IC, RADS5SID, BARDI and mismatch repair genes conferred a high OC risk (with OR>5).
Mutations in BRIPI and NBN were  associated with moderate risk (both OR >2 -
<5). BRCA1/2 mutations dominated in almost all clinicopathological subgroups including sporadic
borderline tumors of ovary (BTO). Analysis of remaining 201 genes revealed somatic mosaics
in PPM1D and germline mutations in SHPRH and NATI associating with a high/moderate OC risk
significantly; however, further studies are warranted to delineate their contribution to OC development
in other populations.

Results of this study demonstrate the high proportion of patients with hereditary OC in Slavic population
justifying genetic testing in all patients with OC, including BTO.



UuvoD

Karcinom ovaria je patym nejcastéjSim nddorovym onemocnénim zen celosvétove (Ferlay, Parkin, and
Steliarova-Foucher 2010, Goodman et al. 2003), pficemz incidence a mortalita se v ¢ase vyrazné
neméni. V Ceské republice bylo v roce 2017 diagnostikovano 982 novych piipadi, z nichz 641 skonéilo
umrtim (www.svod.cz). Pfiblizn€ u dvou tfetin pacientek je onemocnéni diagnostikovano v pokrocilém
stadiu, coz do urcité miry vysvétluje jeho vysokou mortalitu, nejvyssi v ramci gynekologickych malignit
(Ferlay, Parkin, and Steliarova-Foucher 2010). Pozdni diagndza, ktera je spojena se Spatnou progndzou,
je zpusobena predevSim asymptomatickym zacatkem onemocnéni a omezenymi diagnostickymi
moznostmi.

Histolopatologicka klasifikace

Maligni ovarialni nadory pfedstavuji asi 30% malignich naddorti vznikajicich v oblasti vnitiniho genitalu
a jsou druhou nejcastéjsi skupinou po nadorech délozniho t€la. Jedna se o heterogenni onemocnéni.
Priblizn€ 90% nadort je odvozenych od epitelidlnich bunék a pouze mald ¢ast nadortt pochdzi
z germinalnich bunék ¢i bun€k stromatu a zarode¢nych pruht (Prat 2014). Dualisticky model ovarialni
karcinogeneze déli epitelialni karcinomy ovaria do dvou skupin skupin, typ I a typ II. Karcinomy typu
I zahrnuji karcinomy endometroidni, svétlobunécné, LG serdézni a mucindézni. Seromucindzni
karcinomy a maligni Brennerovy nadory jsou vzacné. Seromucin6zni karcinomy se oznacuji také jako
smiSené Miillerovy nadory. Karcinomy typu II jsou nejcastéj$i HG serdzni karcinomy a mnohem
vzacnéjsi karcinosarkomy a nediferencované karcinomy. Nadory L. typu jsou méné Casté, vznikaji
z prekurzorové 1éze a jsou charakterizovany pomalej$i progresi a vy$§im pétiletym prezitim. Karcinomy
IL. typu vznikaji na rozdil od L. typu rychle jsou obvykle diagnostikovany v pozdéjsich stadiich, tvoii
vétSinu piipadu diagnostikovanych karcinomti ovaria a maji horsi prognozu (Bouda J 2018).

Stadium onemocnéni

Rozsah onemocnéni je klasifikovan pomoci AJCC (American Joint Committee on Cancer) TNM staging
a FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics) systému klasifikace, pfi¢emz oba typy
klasifikace jsou obdobné. FIGO je zalozen na chirurgickém stagingu, pficemz TNM je zalozen na
klinické a/nebo patologické klasifikaci. Prognéza onemocnéni zavisi na mnoha faktorech, které
ovliviiuji vybér 1éCebného postupu a mezi které patii klinické stadium, histologicky typ, grading,
operaéni nalez a poopera¢ni reziduum.

Deédicna predispozice ke karcinomu ovaria

VétSina nadorovych onemocnéni je sporadickych a piiblizné 5-10% vznikd na zéklad¢ dédicné
predispozice (Nagy, Sweet, and Eng 2004). U karcinomd ovaria je zastoupeni dédi¢nych forem
onemocnéni vyssi a v nasi populaci dosahuje az 30% vSech piipadii (Lhotova et al. 2020).

Celozivotni riziko rozvoje karcinomu ovaria v bézné populaci se pohybuje pod 2% (Masarykiv
onkologicky ustav 2019), avSak u Zen s mutaci v nékterém s predispozi¢nich gen mize byt celozivotni
riziko vzniku onemocnéni velmi vysoké. Spolu s faktem, Ze diagnostika Casnych stadii onemocnéni je
velmi obtizna, je nutné identifikovat Zeny s vysokym ¢i vyznamné zvySenym rizikem onemocnéni. Dle
relativniho rizika (RR) vzniku onemocnéni pro nosi¢ky patogennich mutaci délime predispozicni geny
na geny vysokého rizika (RR >5), sttedniho rizika (RR > 2 - <5) ¢i nezvySeného/mirné€ zvySeného rizika
(RR <2) (Gronwald et al. 2019). Zenam s vyrazné zvySenym rizikem vzniku karcinomu ovaria lze
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nabidnout preventivni riziko-redukujici salpingooforektomii (RRSO), genetické poradenstvi vcetné
preimplantacni diagnostiky ¢i sledovani ve smyslu v€asného zachyceni moznych dal§ich malignit
asociovanych s mutacemi v piislusnych predispozicnich genech.

Pfichod sekvenovani nové generace (next generation sequencing; NGS) a jeho zavedeni do rutinni praxe
umoznilo testovani mnoha nadorovych predispozic¢nich gent u velkého poctu pacientd pii rozumnych
ekonomickych nakladech v porovnani s klasickou ,,gene-by-gene* analyzou (Walsh et al. 2011).
Zaroveii tento novy piistup vedl k identifikaci dalSich gent a jejich alteraci asociovanych se zvySenym
rizikem vzniku nddorového onemocnéni.

Karcinom ovaria je soucasti syndromu dédi¢ného karcinomu prsu a ovaria, ktery se v postizenych
rodinach mize kromég karcinomu prsu a ovaria manifestovat vyskytem i dal$ich nadort jako je karcinom
slinivky a prostaty u muzd. . Tuto skutecnost reflektuji i aktualni narodni indikac¢ni kritéria pro testovani
dédi¢né formy nadorti prsu a ovarii (modifikovana dle doporuc¢eni NCCN, National Comprehensive
Cancer Network (https://www.nccn.org/professionals/physician_gls/pdf/genetics_bop.pdf)) schvalena
2019 Spolecnosti 1ékatské genetiky. Podle aktudlniho doporuceni NCCN (High-Risk Assessment:
Breast, Ovarian, and Pancreatic, verze 1.2020 ze 4.12.2019) miizeme predispozi¢ni geny prokazatelné

asociované se syndromem dédi¢ného karcinomu prsu a/nebo ovaria rozdélit (s ohledem na riziko ¢isté
ovarialniho karcinomu) na geny s prokdzanym zvySenim rizika, moznym zvySenim rizika a nezvySenym
rizikem vzniku tohoto onemocnéni
(https://www.nccn.org/professionals/physician_gls/pdf/genetics_bop.pdf). Prokazateln¢ zvysené riziko
vzniku karcinomu ovaria je spojeno s mutacemi v genech BRCAI, BRCA2, RAD51C, RAD51D, BRIPI,
MLHI, MSH2, MSH6, STK11. Mozné zvyseni rizika vzniku karcinomu ovaria je uvazovano pro nosicky
mutaci v genech NBN, PALB2, ATM, BARDI. Pro nosicky mutaci v dalSich genech pro syndrom
dédi¢ného karcinomu prsu a ovaria (CHEK?2, TP53,CDHI, PTEN, NFI) neni dle aktuadlnich NCCN
doporuceni riziko vzniku karcinomu ovaria zvySeno ¢i pro n¢j neni dostatek dat.

CiL PRACE

Prace si kladla za cil urcit frekvenci vyskytu patogennich mutaci v nadorovych predispozi¢nich genech
u pacientek s karcinomem ovaria v nasi populaci, charakterizovat klinicko-patologické vlastnosti u
pacientek s karcinomem ovaria, jez jsou nosickami mutaci v genech se znamou/piedpokladanou
predispozici ke vzniku karcinomu ovaria a identifikovat varianty v kandidatnich genech, které by mohly
byt asociovany se zvySenym rizikem vzniku karcinomu ovaria.

METODY
Soubor testovanych osob

Celkem bylo panelovym sekvenovanim (panel CZECANCA - CZEch CAncer paNel for Clinical
Application) vysetfeno 1333 pacientek s diagndézou karcinomu ovaria. Mezi pacientky byly zahrnuty
zeny s karcinomem ovaria diagnostikovanym v letech 2010-2018. Klinicko-patologicka data byla
shromazdéna béhem genetické konzultace nebo ziskana ze zdravotni dokumentace pacientek. Pacientky
s karcinomem ovaria a pozitivni rodinnou nadorovou anamnézou byly rozdéleny do skupin: i) s
vyskytem pouze karcinomu ovaria v rodin¢ (HOC); ii) s vyskytem karcinomu prsu a/nebo ovaria v
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rodiné (HBOC); iii) s vyskytem jinych nadorovych onemocnéni v rodiné (multinddorové rodiny) a iv)
bez vyskytu nddorového onemocnéni v rodiné€.

Studie analyzovala také 2278 populacné specifickych kontrol, z nichz 616 bylo nenadorovych kontrol a
1662 neselektovanych kontrol. Populace nenddorovych kontrol byla reprezentovana dobrovolniky (78
muzi a 538 Zen) nad 60 let vEetn€, bez pozitivni osobni a rodinné nadorové anamnézy u piibuznych
prvniho stupné, ktefi byli vySetfeni panelovym sekvenovanim (panelem CZECANCA). Populace
neselektovanych kontrol byla reprezentovana 1170 muzi a 492 zenami s medidnem véku 57 let (18-88
let), kteti byli analyzovani Narodnim centrem pro lékatskou genomiku (http:/ncmg.cz) exomovym
sekvenovanim z jinych divodt nez nadorové onemocnéni.

Priprava sekvenacni knihovny a sekvenace

K sekvenovani byl pouzit panel CZECANCA, ktery byl navrzen na nasem pracovisti pomoci softwaru
NimbleDesign (NimbleGen SeqCap EZ Choice, Roche). Tento panel specificky cili na nadorové
predispozi¢ni geny se znamou asociaci ke vzniku nejcastéjSich dédi¢cnych nadorovych syndromi
(hereditarniho karcinomu prsu, ovaria, kolorekta, pankreatu, zaludku, endometria, ledvin, prostaty a
kiize), dalsi DNA repara¢ni geny a geny s moznou asociaci s nddorovym onemocnénim identifikované
v predchazejici studii (Lhota et al. 2016). Oblast z4jmu zahrnuje exony vyse uvedenych genti s pfesahem
10pb do intronti a promotory vybranych gent (Soukupova et al. 2018).

Ptipravu vzorku Ize rozdélit do n€kolika zdkladnich fazi. Prvni faze je nahodnou fragmentaci genomové
DNA. Fragmentace preferencné probihala pomoci ultrazvukového $tépeni na sonikatoru Covaris E220
(Covaris Inc) v nastaveni optimalizovaném pro ziskani fragmentd o velikosti 200 bp. Jako alternativni
zpusob Stépeni byla vyuzita enzymaticka fragmentace s pouzitim fragmentdzy. Nasledovala ligace
adaptorti a vytvofeni DNA knihovny, dale nabohaceni sekvena¢ni knihovny o vybrané oblasti genomu
(enrichment) a vysledna knihovna byla denaturovana a sekvenovana. V nasi praci jsme k sekvenovani
vyuzivali platformu Miseq (Illumina), ktera vyuzivad syntézu reverzniho vlakna s reverzibilné
terminacnimi nukleotidy s navazanou fluorescen¢ni znackou.

Bioinformaticka analyza

Detekce jednonukleotidovych variant - SNVs (single nucleotide variants) a malych inserci a deleci
(INDELS) z hrubych dat mtize byt rozdéleno na 3 ¢asti: 1. Alignment- mapovani na referencni genom,
2. Variant calling (genotypovani) — identifikovani oblasti, které vykazuji odliSnost oproti referenénimu
genomu, 3. Filtrace variant a anotace — filtrace vybranych odliSnosti/variant na zaklad¢ kvality
sekvenovani a pfirazeni biologické funkce dané varianté. Stfedné dlouh¢ inzerce a tandemové duplikace
(pfesahujici pfiblizn€ polovinu sekvenaéniho ¢teni) byly hodnoceny pomoci nastroje Pindel s vyuzitim
hodnoceni soft-klipovych bézi. Pro analyzu velkych genomovych piestaveb byl vyuZzit upraveny nastroj
CNVKkit, ktery vychazi z pokryti dané¢ho tiseku. Hodnoty CNV skére byly normalizovany. Pokryti
vybranych cilovych oblasti bylo vizualizovano pomoci in-house nastroje pro kazdy vzorek (R, Petra
Zemankov4). Hranice minimalniho pokryti pro spolehlivou identifikaci SNV byla 20X.

Klasifikace variant

Nejprve jsme analyzovali 18 gent klinicky relevantnich k HBOC syndromu dle NCCN a to: ATM,
BARDI, BRCAI, BRCA2, BRIP1, CDHI, CHEK2, MLHI1, MSH2, MSH6, NBN, NF1, PALB2, PTEN,
RADS5IC, RADS51D, STK11, TP53. Nalezené varianty s frekvenci <0,01 v projektu 1000 Genomes a
<0,05 v nenadorovych kontrolach byly rozdéleny do 3 skupin: 1) patogenni / pravdépodobné patogenni
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varianty, 2) varianty nejasného vyznamu (Variants of unknown/uncertain significance; VUS) a 3)
benigni / pravdépodobné benigni varianty. Klasifikace vychédzela z doporu¢eni ENIGMA konsorcia
(https://enigmaconsortium.org). VSechny nonsence, posunové a sestfihové (+1-2bp) mutace spolu
s rozsdhlymi delecemi ¢i inzercemi (copy number variation; CNV) byly povazovany za
patogenni/pravdépodobné patogenni, pokud nebyly klasifikovany jinak dle ClinVar databaze. Duplikace

celého genu byly povaZovany za varianty nejasného vyznamu. Ostatni typy mutaci byly povazovany za
patogenni ¢i pravdépodobné patogenni, pokud tak byly hodnoceny alespoii dvéma pracovisti v databazi
ClinVar. Varianty nejasného vyznamu v genu 7P53 byly hodnoceny dle databaze IARC TP53
(http://p53.iarc.fr/). Hodnoceni variant nejasného vyznamu v genu CHEK?2 vychézelo z funkéni analyzy
(Kleiblova et al. 2019).

Nasledné jsme hodnotili varianty v dalSich 201 genech analyzovanych panelem CZECANCA.
Nonsence, posunové a sestiihové (+1-2bp) mutace spolu se CNV (mimo duplikaci celého genu) s
frekvenci <0,01 v projektu 1000 Genomes a <0,05 v nenadorovych kontrolach byly hodnoceny jako
patogenni.

Vsechny patogenni/pravdépodobné patogenni varianty byly potvrzeny Sangerovym sekvenovanim a

CNV pomoci MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification) nebo qPCR, pokud nebyla
MLPA k dispozici.

Statisticka analyza

OR bylo pro vybrané geny spocitano pomoci Fisherova statistického testu a za signifikantni
byla povaZzovana hodnota p < 0,05. Pacientky, u kterych byly nalezeny dvé a vice patogennich
mutaci byly vyfazeny z analyzy OR. Pro identifikaci dal$ich potencidlnich geni, které by mohly
byt asociovany s rizikem vzniku karcinomu ovaria, byla pouZita Bonferroniho korekce.
Asociace mutace s klinicko-patologickou charakteristikou byla testovana pomoci Fisherova
testu a p hodnoty mensi nez 0,05 byl povaZovany na signifikantni.

VYSLEDKY

Charakterizace pacientek s karcinomem ovaria

Skupina pacientek zahrnovala 1045 (78,4%) pacientek pouze s karcinomem ovaria (OC) a 288 pacientek
s nadorovou duplicitou, z nichz u 210 byl diagnostikovan karcinomu prsu a ovaria (15,8%) a u 78
karcinom ovaria a jiny tumor (5,9%). Primérny veék v dobé diagnozy byl 53,7 let (15-86 let) a témet
polovina (47,6%) pacientek méla negativni rodinnou nadorovou anamnézu. U 65% (728/1120)
pacientek s dostupnou informaci o histologickém typu nadoru byl identifikovan ser6zni adenokarcinom,
nejcastéji HG serdzni. Témer u dvou tfetin pacientek byl nador identifikovan v pokro€ilém stadiu
(I/1V).

Mutace v 18 genech predisponujicich k syndromu dédicného karcinomu prsu a
ovaria

Nejcastéji mutovanymi geny byly hlavni predispozi¢ni geny BRCAI a BRCA2 (323/1320; 24,5%
pacientek). U populacné-specifickych kontrol jsme nalezli mutace v BRCA1/2 u 12/2278 jedinct
(0,5%). Vice nez tretinu vSech mutaci v BRCA1/2 (114/323; 35,9%) u pacientek predstavovaly tfi
zakladatelské (,,founder*) mutace v BRCA1I c.5266dupC, c.3700 3704delGTAAA ac.181 T >G.


https://enigmaconsortium.org/
http://p53.iarc.fr/

U 65/1320 (4,9%) pacientek s karcinomem ovaria a 19/2278 kontrol (0,8%) byla nalezena mutace
v jednom z dalSich 8 genti signifikantné asociovanych se zvySenym rizikem vzniku karcinomu ovaria.
Velké genomové prestavby piedstavovaly 8,4% (37/441) ze vSech patogennich mutaci a byly nalezeny
v sedmi genech: BRCAI (23%), BRIP1 (4%x), CHEK2 (4x), MLHI (2x), STK11 (2x), PALB2 (1x) a
CDH1 (1x)u 37/1333 (2,8%) pacientek. U kontrolni skupiny jsme pti CNV analyze 18 uvedenych gent
nalezli pouze jednu duplikaci postihujici cely gen MSH6, kterou jsme klasifikovali jako variantu
nejasného vyznamu.

Charakteristika nosicu mutace ve vztahu k véku v dobé diagnozy

Nejvyssi frekvence mutaci byla zachycena u pacientek, kterym byl diagnostikovan karcinom ovaria ve
veku 40-49 let (37,4%) a 50-59 let (40,7%). Naopak nejnizsi frekvence byla u pacientek, u kterych byla
diagnéza stanovena pred 30. rokem zivota (8,3%). Ve frekvenci mutaci v genech asociovanych
s karcinomem ovaria jsme pozorovali vyznamny rozdil mezi nejstarsi (70 a vice let) a nejmladsi (méné
nez 30 let) skupinou pacientek (27/94;28,7% vs. 13/84; 15,5%; p=0,013). Primérny vék v dobé
diagndzy se lisil u nosi¢ek mutace v genu BRCAI (median 51,0 let, v rozmezi 23-78 let) a u nosic¢ek
mutace v genu BRCA2 (median 58,4 let, v rozmezi 27,78 let, p=8,5x107'%). V ostatnich genech, ve
kterych byly zachyceny mutace u nejméné 10 pacientek, stoupal primérny vék v dobé diagnozy u
nosicek mutaci v genu RADS51C (median 52,2 let; v rozmezi 25-69 let), NBN (median 54,5 let; v rozmezi
18-76 let), RADS5 1D (median 56,0 let; v rozmezi 36-69 let) k BRIPI (median 58,0 let; v rozmezi 30-71
let). Primérny vék v dobé diagndzy pro nosicky mutace v MMR genech asociovanych s Lynchovym
syndromem byl 46,0 let (v rozmezi 35-73 let). Pro MSH6 byl pramérny veék pacientek v dobé diagnozy
51,0 let (v rozmezi 35-73 let), zatimco pro MLHI/MSH?2 byl 44,1 let (v rozmezi 37-61 let).

Charakteristika nosicu mutace ve vztahu k osobni a rodinné nadorove anamnéze

Nejvyssi Cetnost mutaci jsme zachytili u pacientek s nadorovou duplicitou karcinomu prsu a ovaria
(109/203; 53,7%). U pacientek pouze s karcinomem ovaria byl zachyt mutaci 24,7% (256/1038),
podobnou frekvenci mutaci jsme nasli také u pacientek s diagnostikovanym karcinomem ovaria a dal§im
nadorovym onemocnénim mimo karcinom prsu (21/79; 26,6%).

Nejcastéji byly nalezeny mutace v hlavnich predispozi¢nich genech BRCAI a BRCA2. Nejvyssi
frekvence BRCA1/2 mutaci jsme nalezli u pacientek s duplicitnim onemocnénim karcinomu prsu a
ovaria (49,8%; 101/203). U pacientek pouze s karcinomem ovaria (20,1%; 209/1038) ¢i s duplicitou
karcinomu ovaria a jiného nddorového onemocnéni (16,5%; 13/79) byla frekvence mutaci v hlavnich
predispozi¢nich genech vyrazné€ niz§i. Zatimco u pacientek s duplicitnim nadorovym onemocnénim
karcinomu ovaria a dal$iho nddoru mimo karcinom prsu a mutaci v MMR genech byl vedle karcinomu
ovaria typicky diagnostikovan karcinom kolorekta a endometria, u nosic¢ek mutaci v BRCA1/2 ze stejné
skupiny pacientek byla diagnostikovana fada nadord (nadory stitné zlazy, délozniho ¢ipku, mocového
mechyfe, plic, pobfisnice, endometria ¢i po melanomy i nemelanomové nadory ktize).

Frekvence mutaci u pacientek z rodin s dédiénym vyskytem karcinomu ovaria byla 49,1%. NiZsi
frekvenci mutaci jsme zachytili v rodinach s vyskytem karcinomu prsu a ovaria (41,0%) a v rodinach
s viceCetnym vyskytem dalSich nadord (MCF, Multicancer families)(29,4%). Nejnizsi, presto vSak
vyznamnou frekvenci mutaci v 10 genech predisponujicich ke karcinomu ovaria jsme identifikovali u
pacientek bez pozitivni rodinné nadorové anamnézy (20,4%; 120/587), u kterych jsme zachytili témét
tietinu vSech mutaci (30,9%; 120/338). Patogenni mutace v hlavnich predispozi¢nich genech BRCA! a
BRCA?2 jsme nalezli u 45,7% (53/116) u pacientek z HOC rodin, 37,5% (127/339) pacientek z HBOC
rodin, 26,1% (47/180) pacientek z MCF rodin a u 14,5% (85/587) pacientek bez rodinné nadorové
historie.
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Charakteristika nosicu mutace vzhledem ke stadiu a histologii onemocnéni

Témét u 60% pacientek byl karcinom ovaria diagnostikovan ve stadiu III a IV dle FIGO klasifikace.
Nosicky patogennich mutaci v jednotlivych stadiich onemocnéni tvotily piiblizné tfetinu pacientek
(31,4% ve stadiu II; 35,8% ve stadiu III; 33,0% ve stadiu IV) s vyjimkou Zen s karcinomem ovaria ve
stadiu I (18,1%). Je zajimavé, ze u Sesti z osmi pacientek s mutaci v MMR genu (Lynchtiv syndrom)
bylo onemocnéni diagnostikovano ve stadiu .

Podle frekvence mutaci jsme mohli rozdélit histologické typy karcinomti ovaria do 2 skupin: podskupinu
nadorit s vysokou frekvenci mutaci (34,5%; 303/879 pacientek)-HG/nespecifikované serozni,
borderline a endometroidni nadory, zatimco do podskupiny s nizkou frekvenci mutaci (12,1%; 28/232)
spadaly LG ser6zni, mucinézni, svétlobunééné a dal§i vzacné histologické typy nadorti ovaria.
Frekvence mutaci v genech BRCAI a BRCA2 byla u pacientek s HG ser6znim karcinomem ovaria vice
nez dvakrat vyssi (30,9%; 146/472) nez u pacientek s LG ser6znim histologickym typem nadoru (13,1%;
11/84). Distribuce mutaci v genech BRIP1/RADS51C/RADS 1D napfic¢ histologickymi typy byla podobna
jako u mutaci v genech BRCAI a BRCA2. Nejnizsi frekvence mutaci (7,8%; 7/90) jsme nalezli i
pacientek se vzacnymi histologickymi typy nadorQ ovaria.

Mutace v dalsich 201 analyzovanych genech

V dalsi fazi této prace jsme hodnotili dalSich 201 genii analyzovanych panelem CZECANCA. V téchto
genech jsme nalezli 230 mutaci v 89 genech u 208 pacientek (15,6%), pticemz 149 pacientek (11,2%)
neslo mutaci pouze v nékterém z téchto 201 gent a 59 pacientek (4,4%) neslo zaroveit mutaciiv jednom
z 10 genll asociovanych s karcinomem ovaria. Mutace v 201 genech byly vzacné. Vyssi prevalence
mutaci u pacientek v porovnani s populacné specifickymi kontrolami jsme pozorovali u genit PPM 1D,
NATI a SHPRH.

Po Bonferroniho korekci u pacientek bez zarodeéné mutace v nékterém z genli asociovanych
s karcinomem ovaria byly s karcinomem ovaria statisticky vyznamné (p=0,003) asociovany pouze
mutace v genu PPM1D. VSechny mutace v genu PPM1D byly ptritomny ve formé mozaiky s minoritni
alelickou frekvenci (MAF) od 14% do 60% u pacientek a od 17% do 19% u kontrol). Sedm z 15 nosicek
mutace v genu PPMID neslo zaroven mutaci v nékterém z DNA reparacnich gent (3xBRCA2,
I1xPALB2, 1XxEXOI a 1xPMSI). Mutace v genech PPMID a SHPRH byly statisticky vyznamné
asociovany s v€kem v dobé diagnozy >60 let (p=0,001). Frekvence mutaci v genu NATI byla
v jednotlivych klinicko-patologickych kategoriich podobna.

DISKUZE

Nase prace zabyvajici se genetickou predispozici ke karcinomu ovaria piedstavuje s analyzou 1333
pacientek s karcinomem ovaria a 2278 populacnich kontrol dosud nejvétsi studii Ceské 1 slovanské
populace. V prvni fazi jsme se zaméfili na hodnoceni patogennich variant v 18 genech uvedenych
v soucasnych doporuc¢enich NCCN jako geny asociované s vysokym/zvysSenym rizikem vzniku
karcinomu prsu a/nebo ovaria. Z téchto 18 predispozi¢nich genii jsme prokazali statisticky vyznamné
zvySené riziko vzniku karcinomu ovaria pro nosi¢ky zarode¢nych patogennich mutaci v 10
predispozi¢nich genech. Patogenni mutace v nékterém ztéchto 10 genti byla nalezena u 29,9%
(399/1333) pacientek a 1,4% (31/2278) populacnich kontrol. Mutace v ostatnich osmi genech bud’
nebyly zachyceny vilbec (CDKN2A a NF1I) ¢i velmi vzacné (CDHI, PTEN, STK11 a TP53) nebo se
frekvence vyskytu jejich mutaci ve skupin€ pacientek kontrol vyznamné nelisila (4A7M, PALB2). Mutace
v genech BRCA1/2, RAD51C/D a genech Lynchova syndromu byly spojeny s vysokym rizikem vzniku
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karcinomu ovaria a mutace v BRIPI se stiednim rizikem. Nejcastéji jsme zarodecné mutace
identifikovali v genech BRCAI (17,9% pacientek) a BRCA2 (7,4% pacientek). Nosicky mutaci
v BRCA1/2 predstavovaly 84% vsSech pozitivné testovanych pacientek. Z ostatnich osmi geni
asociovanych s karcinomem ovaria jsme nejvice mutaci nasli v RAD51C/RADS51D/BRIPI (celkem 5%
pacientek). Podobné frekvence popisuji i zahrani¢ni studie (Koczkowska et al. 2018, Krivokuca et al.
2019, Bonache et al. 2018).

Zarodecné mutace v MMR genech byly dohromady asociovany s vysokym rizikem vzniku karcinomu
ovaria, pficemZ nejvice mutaci jsme nalezli v genu MLHI, podobn¢ jako je tomu u pacientt
s Lynchovym syndromem s diagnézou kolorektalniho karcinomu (Lynch and de la Chapelle 2003).
Vysoka frekvence zarodeénych mutaci v predispozicnich genech u pacientek s karcinomem ovaria
analyzovanych v nasi praci je v souladu fadou studii provedenych v jinych populacich (Walsh et al.
2011, Krivokuca et al. 2019, Koczkowska et al. 2018, Harter et al. 2017), nicméné¢ jiné prace uvadi
vyrazné niz$i frekvenci mutaci (Carter et al. 2018, Lilyquist et al. 2017). Nase studie ukazuje, na rozdil
od jinych praci (Lu et al. 2018, Ramus et al. 2015), asociaci mutaci v NBN a BARDI se zvySenym
rizikem vzniku karcinomu ovaria. Naopak pro nosi¢cky mutaci v genech ATM a PALB2 jsme vyznamn¢
zvySené riziko vzniku karcinomu ovaria nepozorovali, podobn¢ jako v nékteré dalsi prace (Lu et al.
2018, Ramus et al. 2015, Kurian et al. 2019). V genu NF/ jsme nezachytili zddnou patogenni mutaci.
Mutace v genech CDHI a PTEN byly extrémné vzacné. Podobné tomu bylo v ptipadé mutaci v genu
STK11, ve kterém jsme v nasem souboru pacientek nalezli 2 patogenni mutace.

Velké genomové piestavby v nékterém z 10 genli asociovanych s karcinomem ovaria byly nalezeny u
31/1333 pacientek (2,3%) a predstavovaly 7,6% patogennich mutaci v téchto genech. Nejéastéji byly
CNVs nalezeny v genu BRCAI (23x). Tyto vysledky koresponduji se studii Lilyquist a kolektivu, ktefti
ve své praci publikovali frekvenci CNVs 7,5% (Lilyquist et al. 2017). Vysetfeni panelu gent u pacientek
s karcinomem ovaria odhalilo 13 nosic¢ek mutaci ve vice nez jenom genu (1,0% pacientek). Podobna
frekvence vicendsobnych nosi¢ek mutaci (multilocus inherited neoplasia alleles syndrome, MINAS
(Whitworth et al. 2016)) byla ukazana v predchozich studiich (Stradella et al. 2018, Whitworth et al.
2018) a ma vyznam zejména pro genetické poradenstvi v rodinach. Nejvetsi Cetnost mutaci v BRCA1/2
jsme zachytili ve skupiné pacientek s duplicitnim onemocnénim karcinomu prsu a ovaria, zatimco
mutace v genech RADS51C/RADS51D//BRIP1 se dominantné vyskytovaly u pacientek pouze s diagnézou
karcinomu ovaria. Distribuce mutaci RAD51C/RADS51D//BRIPI v jednotlivych historickych subtypech
vSak byla podobna jako v ptipadé BRCAI/2. Mutace RAD5SIC/RADS5ID//BRIPI v na$i praci
prevazovaly ve skupiné pacientek bez pozitivni rodinné nddorové anamnézy (22/587; 3,7%), zatimco
ve francouzské studii Castera a kolektivu byly popsany mutace v uvedenych genech dominantné u Zen
s vyskytem karcinomu ovaria vrodiné (Castera et al. 2018). DalSim zajimavym zjisténim byla
prekvapivé vysokd frekvence mutaci v genech predisponujicich ke karcinomu ovaria u starSich
pacientek. Prevalence mutaci u zen starSich 60 let byla v nasi praci 23,6%, zatimco Harter a kol. ve své
praci uvadi mutace u 18,9% Zen této vékové skupiny, pfi¢emz ¢etnost mutaci u zen mladsich 60 let byla
podobna (32,6% vs. 33,2%). U pacientek mladSich 60 let v dobé diagnézy dominovaly mutace
v BRCA1, zatimco u pacientek starSich 60 let byla frekvence mutaci v BRCAI a BRCA2 porovnatelna.
Tomu odpovidé i vy$si median véku v dobé diagnozy pro nosicky mutaci v genu BRCA2 (58,4 roku)
oproti BRCAI (51 let). Zajimavym zjisténim byl rovnéz nalez 29 mutaci v BRCAI1/2 ve skupiné 208
pacientek (13,9%) starSich 60 let s negativni rodinnou nadorovou anamnézou, na rozdil od studie
Morgan a kolektivu, ktefi identifikovali u 46 Zen se sporadickym karcinomem ovaria starSich 60 let
pouze 2 (4,3%) mutace v genech BRCA1/2 (Morgan et al. 2019). Vysokou frekvenci mutaci BRCA1/2
(~18%) jsme nalezli i ve skupiné nejstarSich pacientek s diagndézou nad 70. rokem véku, zatimco v
jinych studiich neptesahovala frekvence mutaci v BRCA1/2 v této vékové kategorii pacientek 10%
(Plaskocinska et al. 2016, Rust et al. 2018). Vysoka frekvence mutaci BRCA1/2 u nejstarsi vékové
kategorie kontrastuje s neocekavané nizkou Cetnosti mutaci u nejmladsi analyzované skupiny pacientek,
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kterym v dob¢ diagnozy bylo méné nez 30 let a u kterych jsme nalezli mutace v BRCA1/2 pouze v 3,6%
pfipadech (p=0,003). Rozdil ve frekvenci mutaci v BRCAI/2 byl jesté vyznamnéjsi u pacientek se
sporadickym karcinomem ovaria (bez pozitivni rodinné nadorové anamnézy), ¢imz jsme vyloudili vliv
mozného vyraznéjsiho zastoupeni pacientek s pozitivni rodinnou nddorovou anamnézou ve skupiné
nejstarsich pacientek. U 46 pacientek se sporadickym karcinomem vajec¢nika diagnostikovanym po 70.
roce veéku jsme zachytili 6 mutaci BRCA1/2 (13,3%), avsak zadnou mutaci ve skupiné 52 pacientek se
sporadickym karcinomem vaje¢nikli diagnostikovanym do 30 let véku. Ackoliv se u velmi mladych zen
Castgji vyskytuji vzacné histologické tumory vajecnikll, které nejsou na rozdil od invazivnich
epitelidlnich nadorti vyrazné asociovany s mutacemi v BRCA1/2, v uvedené skuping€ 52 velmi mladych
zen se sporadickym karcinomem ovaria pfesto invazivni epitelialni ovarialni karcinomy tvofily ptiblizné
dve tretin piipada (65,3%; 32/49 informativnich pacientek).

Na zaklad¢ frekvence mutaci v 10 genech predisponujicich karcinomu ovaria lze histologické typy
nadort ovaria rozdélit do dvou skupin. Vysokou frekvenci mutaci jsme pozorovali u HG-serdznich,
borderline a endometroidnich nadorti, druhou skupinu s nizkou prevalenci mutaci pfedstavovaly LG-
ser6zni, mucindzni, svétlobunééné a dalsi vzacné nadory ovaria. Pon¢kud prekvapivé byla frekvence
mutaci u pacientek s BTO srovnatelna s frekvenci mutaci s pacientkami s HG-ser6znim karcinomem
ovaria (32,2% vs. 36,7%). Pro vylouceni vlivu rodinné nddorové anamnézy jsme analyzovali frekvenci
mutaci u sporadickych HG-ser6znich karcinomi a BTO. U pacientek se sporadickym BTO byla
frekvence mutaci polovi¢ni oproti sporadickym HG-ser6znim piipadiim, nicméné i presto frekvence
mutaci vyrazné piesahovala 10%, coz ukazuje na opodstatnénost genetického testovani i u pacientek
s BTO. v nasi studii pfevazovaly pacientky s pokroc¢ilym stadiem onemocnéni. Vyjimku tvofily pouze
pacientky, které byly nosickami mutaci v MMR reparacnich genech, u kterych byl nador, cCast&ji
endometroidni karcinom, diagnostikovan spise v ¢asnéjsich stadiich. Podobny trend byl popsan v praci
Watson a kolektivu (Watson et al. 2001). PfestoZze v naSem souboru byl celkovy pocet mutaci
identifikovanych v genech MMR drahy maly, nejvyssi frekvence mutaci byla zachycena v genu MLH 1,
podobn¢ jako u pacientti s Lynchovym syndromem s diagn6zou karcinomu kolorekta (Lynch and de la
Chapelle 2003). V nasi studii jsme v ramci dalSich 201 testovanych nalezli fadu trunka¢nich mutaci
postihujicich riizné geny. Nicméné zvySeny vyskyt mutaci ve skupiné pacientek s karcinomem ovaria
jsme pozorovali pouze v piipadé gentt PPM1D, NAT1 a SHPRH. Po Bonferroniho korekci zohlednujici
multigenové testovani byl jedinym kandidatem gen PPMID kodujici fosfatdzu WIP1. Ve vSech
ptipadech se jednalo o ,,gain-of-function” mutace vedouci ke zvySené fosfatazové aktivit¢ WIP1 a
mutace byly, podobné jako v jinych studiich, pfitomny ve formé mozaiky (Ruark et al. 2013, Akbari et
al. 2014, Kleiblova et al. 2013). Zarodecné mutace genu NATI, ktery koduje arylamin N-
acetyltransferazu 1 zapojenou v metabolizmu karcinogent, nebyly doposud v souvislosti s rizikem
vzniku karcinomu ovaria analyzovany. Existuji vSak studie poukazujici na modifikaci rizika vzniku
riznych nadorovych onemocnéni v ptipadé nékterych polymorfizmti v tomto genu (Butcher and
Minchin 2012, Hein, Fakis, and Boukouvala 2018).

Vztah mutaci v genu SHPRH k riziku vzniku karcinomu ovaria neni znam. Mimo vySe uvedené mozné
kandidatni geny jsme také nalezli vzicné mutace v genech rodiny Fanconiho anemie. V FA genech
(FANCG, FANCD?2 a FANCA) jsme mutace identifikovali u 11/1333 (0,83%) pacientek a 5/2278 (0,2%)
populaéné specifickych kontrol s kumulativnim OR=3,78 (95% CI 1,21-13,91; p=0,02). Zajimavé je, ze
tyto vzacné mutace byly nalezeny témér vyhradné u pacientek bez mutace v nékterém z 10 gent
asociovanych s karcinomem ovaria.
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ZAVER

V nasi studii jsme ukézali, Zze témér tietina pacientek s karcinomem ovaria v nasi populaci nese
zarodecnou mutaci v nékterém z genti signifikantné asociovanych s rizikem vzniku karcinomu ovaria.
Frekvence patogennich mutaci v téchto genech pifevySovala hranici 10% ve vSech klinicko-
patologickych podskupindch pacientek, tedy bez ohledu na veék v dobé diagnoézy, ¢i klinické nebo
histopatologické charakteristiky, s vyjimkou velmi mladych zen s diagnézou karcinomu ovaria do 30
let a Zen se vzacnym histologickym typem nadoru. V CR je v souéasné dobé indikovéana ke genetickému
testovani kazda Zena s invazivnim karcinomem ovaria. Nase studie potvrdila opodstatnénost rozsifeni
indika¢nich kritérii. V nasi préaci jsme zachytili vysokou frekvenci mutaci také u pacientek s BTO,
naopak mutace BRCA1/2 nebyly asociovany se vznikem sporadického karcinomu ovaria u velmi
mladych zen. Mimo zavedené geny jsme prokazali statisticky vyznamnou asociaci mutaci v genech NBN
a BARDI se stiednim rizikem vzniku karcinomu ovaria, nicméné pro piesné urceni vySe rizika ¢i
vyznam mutaci v téchto genech ve smyslu prognostickém a prediktivnim bude vyzadovat dalsi analyzy.
Identifikace dalSich geni s prediktivnim a/nebo prognostickym potencidlem bude, vzhledem k jejich
nizké frekvenci mutaci, vyzadovat analyzy rozsahlych skupin pacientek a mezinarodni spolupraci.
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