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ABSTRAKT

Karcinom ovaria (OC) je zavazné nddorové onemocnéni s velkym podilem hereditarnich forem
a Castou asociaci s karcinomem prsu. Genetické testovani umoziuje vytvoreni preventivnich
programt pro nosicky mutaci v genech predisponujicich ke vzniku karcinomu ovaria a pfipadné
dal$ich malignit. Prevalence dédi¢nych mutaci se v jednotlivych predispozi¢nich genech mezi

populacemi casto 1isi.

V této studii jsme analyzovali 1333 pacientek s karcinomem ovaria a 2278 populacné-
specifickych kontrol (PSK) pomoci sekvenovdni nové generace s vyuzitim panelu
CZECANCA ciliciho na 219 genli. Dohromady byla nalezena patogenni mutace v n€kterém
z 18 genti predisponujicich k dédicnému karcinomu prsu a/nebo ovariau427/1333 (32,0%) OC
pacientek a 58/2278 (2,5%) PSK. S vysokym rizikem vzniku karcinomu ovaria (OR>5) byly
asociovany mutace v genech BRCAI, BRCA2, RAD5IC, RAD51D, BARDI a v genech
ucastnicich se opravy DNA mechanismem nespravné sparovanych bazi (MMR). Mutace v
genech BRIPI a NBN byly asociovany se stiednim rizikem vzniku karcinomu ovaria (OR >2-
<5). Mutace v genech BRCAI a BRCAZ2 byly nejc¢astéjsi témet ve vSech klinicko-patologickych
podskupinach, vcetné borderline naddort s nejasnym malignim potencidlem (BTO). V ramci
dalSich 201 analyzovanych geni byly alespon se stfednim rizikem vzniku karcinomu ovaria
asociovany mutace v genech PPMID (ve form& mozaiky), SHPRH a NATI. K upiesnéni

vyznamu mutaci v téchto genech jsou vSak s ohledem na jejich nizkou Eetnost 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 odlivodiiuje genetické testovani u vSech pacientek s OC, véetné BTO.

Klicova slova: nadorova predispozice, mutace, sekvenovani nové generace, karcinom ovaria,

predispozi¢ni geny



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, RADS5SIC, RAD51D, 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). BRCAI/2 mutations dominated in almost all
clinicopathological subgroups including sporadic borderline tumors of ovary (BTO). Analysis
of remaining 201 genes revealed somatic mosaics in PPMID and germline mutations
in SHPRH and NAT! 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.

Key words: genetic predisposition, mutation, next-generation sequencing, ovarian cancer,

predisposition genes
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UuvoD

Karcinom ovaria je patym nejcastéjSim nadorovym onemocnénim Zen celosvétoveé (Goodman,
Howe et al. 2003, Ferlay, Parkin et al. 2010), pficemz incidence a mortalita se v ¢ase vyrazné
neméni. V Ceské republice bylo v roce 2017 diagnostikovano 982 novych piipadt, z nichz 641
skonCilo umrtim (www.svod.cz). Pfiblizné 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 et al. 2010). Pozdni diagnodza, ktera
je spojena se Spatnou prognozou, je zpusobena predevSim asymptomatickym zacatkem
onemocnéni a omezenymi diagnostickymi moznostmi. Je proto dalezité identifikovat Zeny

s vysokym ¢i vyznamné zvySenym rizikem vzniku tohoto onemocnéni.

Biologie nadoru

Nadorové onemocnéni je genetické onemocnéni charakteristické nekontrolovatelnym
bunécnym délenim. Tumorogeneze je povazovana za né¢kolikafdzovy proces, pii kterém jsou
normalni bunky transformovany na maligni za vzniku maligniho nddoru. Aby mohlo dojit
k maligni transformaci, je zapotiebi specifickych vlastnosti jak builky, tak samotného
nadorového mikroprostiedi. Tyto vlastnosti jsou definovany jako ,,The hallmarks of cancer*
(Hanahan and Weinberg 2000, Hanahan and Weinberg 2011). V roce 2000 bylo popsano
prvnich 6 vlastnosti charakteristickych pro vznik a rlst nadoru: 1) udrZeni signalizace smérem
k proliferaci, 2) rezistence k antiproliferacnim signaliim, 3) rezistence k apoptdze, 4) indukce
angiogeneze 5) neomezeny replikacni potencial a 6) schopnost metastazovani (Hanahan and
Weinberg 2000). Od té doby byly charakterizovany dal$i vlastnosti nddorti (Obrazek 1)
(Hanahan and Weinberg 2011).


http://www.svod.cz/
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Obrazek 1 - schématické znazornéni charakteristickych vlastnosti nadorové. Tyto vlastnosti jsou definovany

jako ,, The hallmarks of cancer*.

Za normalnich okolnosti je proliferace buiiky pifisné¢ kontrolovana. Pokud buiika ziské klicové
vlastnosti jako sobé&sta¢nost v produkci riistovych signald, rezistenci k signalim potlacujici
rust, schopnost se vyhnout programované bunééné smrti a schopnost neomezené replikace, jeji
dalsi déleni je oznacovano za nadorovou proliferaci (Hanahan and Weinberg 2000). Burika,
ktera ma schopnost indukovat angiogenezi pak dokaZe zajistit pfisun Zivin a kysliku do
rostouciho nadoru. Schopnost invaze do okolni tkdné¢ umoznuje rozsifeni nddoru do
vzdalengjSich mist. Deregulace energetického metabolismu podporuje rust bun¢k a jejich
proliferaci, jez je podpotena i jejich schopnosti uniknout imunitnimu systému (Hanahan and
Weinberg 2011). DalSimi charakteristickymi vlastnostmi tumorogeneze jsou genomova
nestabilita, kterd vede k akumulaci genetickych alteraci v nadorovych bunikach, a zanét, ktery
pfivadi k naddoru rist-podporujici ¢i jiné biomolekuly. Genomova nestabilita, kterd vede ke
zvySeni frekvence vzniku mutaci, je Casto zapfi¢inéna mutacemi v genech podilejicich se na
udrZzovani genomové integrity a opravach poSkozené DNA. Ziskdnim vySe uvedenych

vlastnosti, jez charakterizuji nddorovou bunku a jeji mikroprostiedi, se bunka stava maligni

(Hanahan and Weinberg 2000, Hanahan and Weinberg 2011).



Nadorové mikroprosttedi vykazuje velkou heterogenitu. Je tvofeno nadorovymi bunkami
s infiltrovanymi zdravymi bufikami riznych tkani (Kreso and Dick 2014), vyviji se spolecné
snddorem a v tumorogenezi hraje dileZitou roli. Progrese nadoru je dana hromadénim
somatickych mutaci, které nesou selektivni vyhodu pro bunky, ve kterych vznikaji. Tyto mutace
vznikaji relativné nahodné, zejména pfi replikaci a v disledku poSkozeni DNA. Pokud neni
poskozend DNA opravena, vzniklé mutace se v genomu buiky fixuji a pfenasi do dalSich
generaci (Stratton, Campbell et al. 2009). Buiiky, jeZ nesou mutace, které jsou pro jeji preziti
nevyhodné, jsou eliminovany piirozenou selekci. OvSem buiiky, které nesou mutace, které jsou
pro-proliferacni, jsou pfirozen¢ zvyhodnovany a lIépe piezivaji (Nowell 1976). Dle vlivu na
selekcei a fitness bunky mizeme mutace v nadorovém genomu rozdélit na ,,drivers® mutace a
,passengers mutace (Stratton, Campbell et al. 2009). ,,Drivers* neboli fidici mutace jsou
takové, které poskytuji buiice selekéni vyhodu, naopak ,,passengers ,, neboli doprovodné
mutace bunice selekéni vyhodu nepfindsi a pro tumorogenezi nejsou klicové (Vogelstein and

Kinzler 2015).

Oprava poskozeni DNA

Molekula DNA, stejné tak jako jakakoliv jind molekula mize byt soucésti riznych chemickych
reakci. Jelikoz DNA funguje jako unikatni kopie bunééného genomu, jakakoliv zména ve
struktufe by mohla mit fatalni nasledky. Pfesto jsou zmény ve struktufe DNA pomérn¢ Castym
jevem. PoSkozeni vznikaji zejména v disledku replikacnich chyb, piisobenim kyslikovych
radikald, ¢i vlivem prostfedi napt. UV zafenim (Hoeijmakers 2001). NejcastéjSimi typy
poskozeni DNA v buiikdch jsou jednofetézcové zlomy DNA (single-strand breaks; SSBs)
DSBs) (Tubbs and Nussenzweig 2017). Molekula DNA je, na rozdil od jinych biomolekul,
opravovana. Draha oprav poskozeni DNA (DNA damage network; DDR draha) chrani buniku
pted dopady posSkozeni DNA (Jackson and Bartek 2009), s cilem rozpoznat poskozeni DNA a
zahdjit jejich opravu jesté pred bunécnou proliferaci. Deficit v DDR vede k akumulaci
poSkozeni DNA (tedy ke genomové nestabilit¢) (Kennedy and D'Andrea 2006), ktera mohou
ve svém disledku vést k inaktivaci tumor supresorovych genl, nebo aktivaci onkogeni.

Poskozeni DDR v nadorovych buiitkdch mtze ovlivitovat 1é€ebnou odpovéd'.

Mechanismy oprav poskozeni DNA zajist'ujici integritu genomu mohou byt rozdéleny do Sesti
vzéjemné propojenych cest: piimé opravy DNA; dale opravy mechanismem excisni reparace

zahrnujici bazovou excizni reparaci (base excision repair; BER) a nukleotidovou excizni
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reparaci (nucleotide excision repair; NER); opravu nespravné sparovanych bazi (mismatch
repair; MMR), a opravy dvoufetézcovych zlomli pomoci nehomologniho spojovani koncii
(non-homologous end joining; NHEJ) a homologni rekombinaci (homologous recombination;
HR). Jednotlivé drahy jsou vyuzivany v zavislosti na typu poskozeni ¢i na fazi bunécného

cyklu.

Prima oprava DNA

Piimé chemickd oprava DNA zajiStuje reverzi posSkozeni DNA piimo, bez $tépeni cukr-
fosfatové kostry DNA (Yi and He 2013). U &lovéka se v piimé reparaci uplatiuji O°-
methylguanin-DNA methyltransferaza (MGMT) a dioxygenizy rodiny AIkB. O°-
methylguanin-DNA methyltransferaza odstratiuje alkylovou skupinu na O° pozici guaninu. O°-
methylguanin se misto cytosinu paruje s tyminem (Esteller, Hamilton et al. 1999). Rodina
dioxygendz AlkB odstraiiuje alkylové adukty z bdzi oxidativni deaminaci. Tyto enzymy

vyzaduji pro svou aktivitu Fe*" a a-ketoglutarat (Fedeles, Singh et al. 2015).

Excizni reparace

Spole¢nym rysem oprav poskozeni DNA pomoci exciznich reparaci je odstranéni poskozené

baze a nasledné nahrazeni poSkozeného mista/useku.
BAZOVA EXCIZNI REPARACE (BER)

BER je hlavnim opravnym mechanismem poSkozeni zasahujicich jednotlivé baze, které jsou
modifikovany bunéénym metabolismem vcetné kyslikovych radikalt (Hoeijmakers 2001).
BER funguje na zaklad€ odstranéni jednoho (kratka cesta) nebo nékolika nukleotidi (2-15nt;
dlouha cesta). Kratka reparacni cesta zafind odstranénim poSkozené béaze glykosidazou a
endonukledzou APE1. Vznikly jednofetézcovy zlom je rozpoznam PARP1 s naslednou tvorbou
polymeru poly(ADP-ribdzy), ktery umoziuje vazbu XRCC1 a nasledn¢ DNA polymerazy 3
spolu s DNA ligézou III, které apurinové misto dosyntetizuji a opravu ukon¢i spojenim fetézci
DNA. V pfipad¢ dlouhé cesty BER se do mista zlomu vzniklého po odstranéni modifikované
baze vazi XRCC1 a PNK kindza (polynukleotide kinase), kterd upravuje konce vlaken DNA
(5'fosfatové- a 3’hydroxy- skupiny). PCNA protein (Proliferating cell nuclear antigen) a
polymeraza /€ uvolni a nasledn¢ vyplni mezeru 2 -15 nukleotidy, kdy vznikne ptesah, ktery je
nasledné rozpoznan a odstépen endonukleazou FENI (flap endonuclease). Poslednim krokem

je spojeni fetézce pomoci DNA ligdzy (Baute and Depicker 2008). Deficit PARP-1 proteinu



vede k inhibici tvorby XRCC1 ohniska (EI-Khamisy, Masutani et al. 2003). V piipadé celkové
nefunkéni BER drahy, dochézi k tvorbé dvouretézcovych zlomid DNA jako nasledek kolize
SSB proteint s postupujici replikacni vidli¢kou (Gottipati, Vischioni et al. 2010).

NUKLEOTIDOVA EXCIZNI REPARACE (NER)

NER je opravny mechanismus fady poskozeni DNA, které mohou vznikat ptisobenim UV
zateni ¢i chemickymi mutageny (Slyskova, Sabatella et al. 2018). NER opravna dréha pracuje
dvéma riznymi mechanismy: GG-NER mechanismus (global genome NER), ktery zajistuje
opravu poskozeni kdekoliv v genomu a TC-NER mechanismus (transcription-coupled NER;
oprava spojena s transkripci), ktery je dominantni predevsim u poskozeni blokujicich RNA
polymerazu (Christmann, Tomicic et al. 2003). V ptipadé TC-NER poskozené misto zptisobi
zastaveni RNA polymerazy (RNAP2), coz vede k nasednuti proteinit UVSSA, CSB a CSA. U
GG-NER je poskozeni rozpoznano komplexy UV-DDB a XPC/RAD23B/CETN2 (Schérer
2013), které interaguji s helikazami XPB a XPD, jez se pohybuji az k mistu poskozeni, kde se
zastavi a umozni se tak nasednuti XPA, RPA a XPG. Ob¢ cesty NER po detekci poSkozeni
vyuzivaji stejnych exciznich proteinli, komplexu endonukledz XPG a ERCCI1-XRF, které
rozstépi DNA okolo poSkozeni a vys$tépi 25 — 30 bazi. Nasledné DNA polymeraza 6/¢, ligdza 3
and ERCC3 dosyntetizuji odstranény usek a spoji volné konce DNA (Slyskova, Sabatella et al.
2018).

Deficit n€kterych proteinli drahy excizni reparace zpusobeny bilalelickou mutaci/mutacemi
v prislusnych genech se manifestuje autozomalné recesivnim syndromem. Ztrata proteinti XPx
je pri¢inou geneticky heterogenniho onemocnéni Xeroderma pigmentosum (MIM 278700;
278780; 610651; 278730), ztrata proteini CSA a CSB se manifestuje jako autosomalné
recesivni Cockayntv syndrom (MIM 216400; 133540).

Oprava nespravné sparovanych bazi (MMR)

MMR opravna draha je zodpovédna za rozeznani a naslednou opravu poskozeni DNA vzniklé
deaminaci, oxidaci a replikacnimi chybami (inzerce, delece, Spatné zatazena baze obvykle
v disledku tautomerizace), ale také opravuje DNA dimery a alkylované baze (Duval and
Hamelin 2002). MMR tak zvySuje az 1000krat piesnost replikace v dcefiném fetézci DNA
(Hsieh and Yamane 2008). Poskozeni DNA je rozpoznano komplexem MutSa (slozenym
z MSH2 a MSH6) nebo MutS8 (slozenym z MSH2 a MSH3). MutSa se rozpoznava nespravné
sparované baze, ptipadné€ inserce nebo delece, zatimco MutSB rozpoznava predevsim inserce a
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delece. Vazba MutSa a MutSB indukuje nasednuti komplexu hMutLa (slozeného z MLH1 a
PMS?2) (Scartozzi, De Nictolis et al. 2003, Cooke and Brenton 2011, Slyskova, Sabatella et al.
2018). Dulezitou ulohu v nasedani MSH6 a MSH3 zfejmé hraje interakce s PCNA.
Endonukledza PMS2 po aktivaci (ATP) a interakci s dalSimi proteiny (PCNA, RFC) vytvaii
zlomy, které¢ jsou dulezité pro rozpoznani nové syntetizovaného fetézce DNA. Exonukledza
(EXO1) nésledné vystépi cast dcefiného fetézce, jez je poté dosyntetizovana DNA polymerazou

d a volné konce jsou spojeny ligazou (Hsieh and Yamane 2008).

Proteinové produkty genti ucastnicich se MMR dréhy byly poprvé identifikovany v souvislosti
s dédicnym nepolypdéznim karcinomem kolorekta (HNPCC, Hereditary Non-Polyposis
Colorectal Cancer; MIM 120435; 609310; 614350; 614337) oznacovanym jako Lynchiv
syndrom (Scartozzi, De Nictolis et al. 2003). Zarodecné mutace v MMR genech vyrazné
zvySuji celozivotni riziko vzniku karcinomu kolorekta (vice nez 72%), endometria (vice nez

42%) a ovaria (12%) (Watson and Lynch 2001).

Oprava dvouretézcovych zlomii

wev

endogenné metabolickymi reakcemi ¢i replikaénim stresem, ale muize byt indukovano
exogenné pusobenim nékterych mutagenil, zejména ionizujicim zafenim (Mehta and Haber
2014). Pro n¢které fyziologické procesy je tvorba DSBs programové indukovana (napi. V(D)J
rekombinace). V kazdé buiice endogenné vznikne v pribéhu bunééného cyklu piiblizné 50
DSBs (Vilenchik and Knudson 2003), pficemZ vétSina endogenné vzniklych DSBs vznika
v kontextu DNA replikace (Syeda, Hawkins et al. 2014). Pro zachovani integrity chromozom
je nutna jejich oprava, kterd je realizovana dvéma hlavnimi mechanismy: homologni
rekombinaci a nehomolognim spojovanim koncii, eventudlné¢ je mozna oprava DSBs
alternativnim spojovanim koncli. Homologni rekombinace vyZzaduje pfitomnost sesterské
chromatidy a je proto omezena pouze na Sa G2 fazi bunécného cyklu, zatimco NHEJ
nevyzaduje komplementarni templat a mize probihat v pribéhu celého bunééného cyklu,
nicméné je dominantnim mechanismem opravy DSB v GO a G1 fazi. Na rozdil od pomérné
pfesné homologni rekombinace je NHEJ nepifesné, protoze dochazi ke pifimému spojeni
volnych koncti vldken DNA 1 za cenu zmény v ptivodni sekvenci. Alternativni spojovani konct
(A-EJ) zahrnuje ucast geni BER dréhy a probiha v S a G2 fazi bunécného cyklu, kdy doplituje
HR nebo ji kompenzuje pfi jejim selhani. A-EJ vyuzivé kratké mikrohomologni sekvence, vede

k velkym excizim DNA a velké chybovosti.


https://omim.org/entry/609310

NEHOMOLOGNI SPOJOVANI KONCU (NHEJ)

Cely proces v klasické DNA-PK (DNA dependentni protein kindza) dependentni NHEJ
opravné draze zacina vazbou heterodimeru Ku70/Ku80 na konce zlomu vldkna DNA. Tato
vazba je iniciovana fosforylaci histonu H2AX. Nasleduje vazba DNA-PK na DNA a aktivace
vlastni podjednotky se serin/treoninovou kindzovou aktivitou. Komplex Ku70/Ku80/DNA-PK
oznacovany jako DNA-PK poté drzi konce vldkna u sebe a aktivovana DNA-PK umozni
zarovnani vldkna pomoci nukledzy Artemis. Na vldkno nasedne komplex DNA ligdzy IV a
XRCC4 ligazy. Tato vazba je stimulovana proteinem XLF, ktery interaguje s XRCC4 a
umoziuji findlni spojeni koncii (Ahnesorg, Smith et al. 2006, Buck, Malivert et al. 2006, Lieber
2008).

NHE]J je dileZitou soucasti V(D)J rekombinace, coZ je mechanismus sestaveni variabilnich
¢asti imunoglobulinl a receptorti na T lymfocytech (Grawunder, Zimmer et al. 1998). Mutace
v genech XLF (MIM 611291), Artemis (MIM 602450) a LIG4 (MIM 606593) vedou ke vzniku
vzéacnych hereditdrnich onemocnéni charakterizovanych imunodeficienci a/nebo vyvojovymi
vadami, coz podtrhuje vyznamnost drahy NHEJ v kontextu genomové integrity a vyvoje

(Sekiguchi and Ferguson 2006).

HOMOLOGNI REKOMBINACE (HR)

Homologni rekombinace je zdsadnim mechanismem k udrZeni genomové stability a odehrava
se pfedev§im v S fazi bunééného cyklu. HR je aktivovana DSB (Kanaar, Hoeijmakers et al.
1998) a zastavenou replikacni vidlickou (McGlynn and Lloyd 2002). Tento zptsob opravy DSB
je pro buiiku nejptesnéjsi, protoze jako templat je vyuzivana sesterskd chromatida. Vznik DSB
vede k aktivaci kindz ATM (ataxia telangiectasia-mutated ) a ATR (ATM and Rad3 related),
které spoustéji kaskadovitou fosforylaci dalSich proteinii, mimo jiné kindzy CHK2 a proteinu
p53, a ve svém disledku vedou k aktivaci kontrolniho bodu a iniciaci opravy DSB (Jacquemont
and Taniguchi 2007). Aktivovanda ATM kinaza fosforyluje histon H2AX a dalsi substraty
véetné proteinu NBN, BRCA1 a FANCD?2 (Jacquemont and Taniguchi 2007, Hartlerode and
Scully 2009). Protein BRCA1 navadi MRN komplex (RAD50-MRE11-NBN) na 3’ konec
zlomu, ktery fadou konformacnich zmén na poskozeném vladkné zpétnovazebné aktivuje ATM
kinazu (Paull and Lee 2005). V misté DSB dojde k resekci vlakna od 5k 3 konci. 3 konce jsou
rozpozndny a stabilizovany proteinem RPA, ktery se vaze na jednofetézcovou DNA a

rozvolituje jeji sekundarni sktrukturu (Sung and Klein 2006). Pot¢ BRCA2 protein



zprostiedkuje vazbu rekombindzy RADSI, ktera nahradi RPA protein (Davies, Masson et al.
2001). Funkci proteinu BRCA2 v reparaci DNA a rekombinaci je tedy piedev§im kontrola
pritomnosti, lokalizace a stabilizace proteinu RADS51, (Davies, Masson et al. 2001, Ayoub,
Rajendra et al. 2009, Shivji, Mukund et al. 2009). Takto aktivovany 3’ konec vlakna DNA za
asistence dalSich proteini (RADS52) invaduje do komplementarni sekvence sesterské
chromatidy. Vytvofi se struktura zvana D smycka, ve které se invadujici fetézec paruje
s komplementarnim vlaknem a dochdzi k syntéze nové ¢asti vlakna s vyuzitim duplexni DNA
jako templatu (Sung and Klein 2006, Hartlerode and Scully 2009, Mehta and Haber 2014).
Pokud D smy¢ka zachyti druhy konec zlomu, vytvoii se Hollidayova struktura (Sung and Klein
2006, Hartlerode and Scully 2009). Hollidayova struktura mtize byt poté rozStépena nékolika
enzymovymi komplexy, jako je BLM v komlexu s topoizimerazou Illa nebo endonukleaza

GENI1, ktera $tépi v misté uzlu symetricky (Taylor, Harnden et al. 1975, Ip, Rass et al. 2008).

Bialelické zarode¢né mutace v genech kodujicich proteiny HR jsou pfi¢inou fady syndromii
chromozomalni instability. Mezi tato recesivni onemocnéni patii Ataxia telangiectasia (deficit
ATM; (Taylor, Harnden et al. 1975, Milne 2009); MIM 208900), Ataxia-telangiectasia-like
disorder (deficit MRE11; (Taylor, Groom et al. 2004); MIM 604391), Nijmegen Breakage
syndrom (deficit NBN; (Digweed and Sperling 2004); MIM 251260) ¢i geneticky heterogenni
syndrom Fanconiho anemie (deficit nékterého z FANCx gent; (Alter 1996); MIM 617243;
616435; 614083; 227646; 600901; 617247; 614082; 227645; 603467, 605724; 617244,
609053; 613951; 615272; 610832; 617784; 227650; 617883; 613390; 609054; 300514).

Monoalelické zarodecné mutace v genech HR jsou pfi¢inou nékterych dédi€nych nddorovych
syndromi s autozomélné¢ dominantni dédi¢nosti. Mechanismus HR se stal dalezitou soucasti
nadorového vyzkumu ovaridlnich karcinomii po objevu tumorsupresorovych genit BRCAI a
BRCA2 (King, Marks et al. 2003), hlavnich predispozi¢nich genli pro syndrom dédi¢ného
karcinomu prsu a ovaria (Gayther, Russell et al. 1999) (MIM 604370; 612555), mutace v
BRCAI a BRCA2 jsou vSak asociovany i s rizikem vzniku dal$ich nddorovych onemocnéni
(Schutte, da Costa et al. 1995, Howlett, Taniguchi et al. 2002, Edwards, Kote-Jarai et al. 2003,
Reid, Renwick et al. 2005, Al-Sukhni, Rothenmund et al. 2008, Sawyer, Tian et al. 2015)).

10



Karcinom ovaria

Maligni ovarialni nddory predstavuji asi 30% malignich nadorti vznikajicich v oblasti vnitiniho
genitalu a jsou druhou nejcastéjsi skupinou po naddorech délozniho téla. Jedna se o heterogenni
onemocnéni. Pfiblizné¢ 90% nadort je odvozenych od epitelidlnich bunék a pouze mala ¢ast
nadort pochdzi z germinalnich bunék ¢i bunék stromatu a zédrode¢nych pruht (Prat 2014).
Dualisticky model ovarialni karcinogeneze déli epitelidlni karcinomy ovaria do dvou skupin

skupin, typ I a typ II (Obrédzek 2) (Shih Ie and Kurman 2004, Kurman and Shih Ie 2016).

TYP | TYP II
endometriéza papilarni tubalni karcinomy ze karcinomy z karcinomy vejcovodu
metaplazie zarodecnych bunék prechodnych bunék
endometroidni LG serézni karcinom mucindzni karcinom mucinodzni karcinom HG serdzni karcinom
karcinom

i

ST G imunoreaktivni
ype typ
proliferativni
typ
diferencovany
typ
mezenchymalni
typ

seromucinozni
karcinom

M L o < histolo é s ; molekuldrni subtyp: ]
svétlobunécny Brennerdv nador [ stologické subtypy }[f ldrni subtypy
karcinom
,usual type”

[ karcinosarkom ]

[ nediferencovany karcinom ]

Ptevzato a upraveno dle (Kurman and Shih Ie 2016)

Obrazek 2 - model vzniku karcinomu vajecnikll. Karcinomy vajecnikti pochazeji z endometrialni tkané, tkané
vejcovodi, zarodeénych bunek a prechodného epitelu. Karcinomy typu I zahrnuji karcinomy endometroidni,
svétlobunécné, LG serdzni a mucindzni. Seromucindzni karcinomy a maligni Brennerovy nadory jsou vzacné.
Seromucinézni karcinomy se oznacuji také jako smisené Miillerovy nadory. Karcinomy typu II jsou nejcastéjsi

HG serézni karcinomy a mnohem vzacnéjsi karcinosarkomy a nediferencované karcinomy.

Nadory I. typu jsou méné ¢asté, vznikaji z prekurzorové 1éze a jsou charakterizovany pomalejsi
progresi a vysSim pétiletym prezitim. Karcinomy II. typu vznikaji na rozdil od 1. typu rychle
jsou obvykle diagnostikovany v pozd¢jSich stadiich, tvoti vétSinu piipadu diagnostikovanych

karcinomt ovaria a maji horsi prognézu (Bouda J 2018).
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Histolopatologicka klasifikace

Nejcastéjsim typem malignich nadori jsou epitelidlni nadory odvozené z povrchového epitelu
ovaria, které ptedstavuji téméef 90% malignich nadorti ovarii. Germinalni ovaridlni karcinomy,
nadory z bunék ovaridlniho stromatu (gonadostromalni) a smiSené nadory jsou fadové méné
Casté (~10%) a postihuji mladsi zeny a divky. Jiné typy malignich nddord (napt. lymfoidni,
sarkomy, sekundarni nddory) se vyskytuji vzacné ("guidelines pro karcinom vajecnikii a
vejcovodu® ; Masaryklv onkologicky ustav, 2019).

Nejcastéjsim typem epitelialniho karcinomu ovaria je serdzni karcinom, ktery piedstavuje
okolo 50% malignich ovaridlnich nadord, nasleduji endometroidni (15-20%), mucindzni (10%)
a svétlobunéény (7%) karcinom, a mezi nejméné Casté patfi maligni Brenneriv tumor,
nediferencovany a neklasifikovatelny karcinom (Dundr 2010). Low-grade serézni (LGS)
karcinomy predstavuji asi 15% serdznich karcinoml a jsou méné agresivni neZz high-grade
serozni tumory (HGS) (Herrington 1999).

Specialni skupinou ovaridlnich nadorti jsou neinvazivni borderline tumory s nejasnym
malignim potencidlem (Fischerova, Zikan et al. 2012), které jsou obvykle diagnostikovany

v niz$im stadiu a maji lepsi prognoézu (Tabulka 1).

BTO Invazivni karcinom
Median véku manifestace 46 50-60
Podil nadord diagnostikovanych ve 60-80 % 20-30%
stadiu |
Metastatickeé Siteni vzacné Casté a Casné
Pétileté preziti ve stadiu | 95-98 % 85-93 %
Pétileté preZiti ve stadiu Il 86-92 % 60-74 %
Pétileté preziti ve stadiu ll| 17-33 % 23-41%

Prevzato z Onkogynekologie, Cibula, Petruzelka a kolektiv

Tabulka 1 — porovnani BTO a invazivnich karcinomt ovaria.

Riziko recidivy BTO ve formé invazivniho ovaridlniho karcinomu zavisi pfedev§im na rozsahu
provedeného chirurgického vykonu a je vyssi v ptipadé pfitomnosti invazivnich implanta¢nich

metastaz. Na rozdil od invazivnich karcinomt s vétSinou recidiv do 2 let od ukonceni Iécby se
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recidivy BTO mohou casto objevit v dlouhém casovém odstupu od ukonceni 1écby (Silva,

Gershenson et al. 2006).

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, pficemz oba typy klasifikace jsou obdobné. FIGO je zaloZen na chirurgickém

stagingu, pficemZ TNM je zaloZen na klinické a/nebo patologické klasifikaci (Tabulka 2).

Invazivni nador
omezen na jeden
vajecnik, pouzdro je
intaktni, zevni
povrch ovaria neni
postizen nadorovym
rustem, %
peritonealnim

vyplachu nejsou
maligni burnky.
Invaze je limitovana
hloubkou 5 mm a
Sitkou maximalné 7
mm ve  stromé
nadoru

(nddor omezen pouze
na ovarium)

Me¢ftitelna invaze
stromy je vétsi nez 3
mm ale ne vice nez 5
mm  hluboka a
maximalni Sitka je 7
mm v pruméru

Néador omezen na oba vajecniky, | T1b
zbylé podminky jako IA

I

Klinické 1éze do 4 cm
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(nddor postihuje
jedno  nebo  obé
ovaria s panevnim
Sifenim)

II Klinické 1éze veétsi
nez 4 cm

Néador omezen na jedno nebo obé | Tlc

ovaria

I Chirurgicky
zplisobend  ruptura
tumoru

II Ruptura pouzdra
nebo  nddor na
povrchu ovaria

I Maligni bunky v
ascitu nebo
peritonealnim
vyplachu

Sifeni a/nebo
implantace na délohu
a/nebo vejcovody, v
ascitu/nebo
peritonealnim
vyplachu
maligni bunky

nejsou

T2a

Karcinom ovaria
Sifici se na dalsi
panevni tkang€, v
ascitu/nebo

peritonealnim
vyplachu

maligni bunky

nejsou

T2b

Sifeni v panvi (2a
nebo 2b) s malignimi
buitkami v ascitu
nebo peritonealnim
vyplachu

T2c¢

I

T3 a/nebo N1

Pozitivni
retroperitonealni
mizni uzliny a/nebo
mikroskopické

T3a
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metastaze mimo
panev

(nddor  postihujici I Pozitivni pouze
jeden nebo oba retroperitonealni
vajecniky mizni uzliny
s mikroskopickymi
peritonealnimi
metastdzami  mimo
panev a/nebo
metastazy
v retroperitonealnich
miznich uzlinach)
1 | Metastaze < 10 mm
ii | Metastdze > 10 mm
11 Mikroskopické
peritonealni
metastazy mimo
panev + positivni
retroperitonealni

mizni uzliny

Makroskopické
peritonealni
metastazy mimo
panev < 2 cm =+
positivni
retroperitonealni
mizni uzliny, spolu
s rozSifenim do
kapsule
extranodalnich
organt (jatra,
slezina)

T3b

Peritonealni
metastazy mimo
panev veétSimi nez
2cm £  positivni
retroperitonealni
mizni uzliny, spolu
s rozsifeni do
kapsule
extranodalnich

T3c anebo N1
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organt (jatra,
slezina).
v M1

A Pleuralni vypotek s
pozitivni cytologii

B Metastazy az do
extraabdominalnich
organu (vCetné

lymfatickych uzlin a
uzlin mimo bfisni
dutinu)

prevzato a upraveno ze Sobin et al. 2009 (Sobin 2009)
Tabulka 2 - FIGO a TNM Kklasifikace karcinomu ovaria.

V CR je témdf u dvou tietin pacientek diagnostikovan karcinom ovaria v pokro¢ilém stadiu
(ITI/TV), s ¢imz souvisi 1 nepfizniva progndza. Predlécebna a stagingova vysSetfeni zahrnuji
anamnestické a fyzikdlni vySetfeni, probatorni laparotomii s odbérem biopsie, zobrazujici
vySetfeni a laboratorni vySetfeni zahrnujici krom krevniho obrazu a zdkladnich vysSetieni také
stanoveni nadorovych markerti, pfedeviim CA125 (Modra kniha Ceské onkologické
spole¢nosti). Sérovy CA 125 (také znamy jako mucin 16) je glykoprotein z rodiny mucint
s vysokym obsahem sacharidli navazanych pfes O—glykosidickou vazbu koédovany genem

MUCI6.

Progno6za onemocnéni zavisi na mnoha faktorech, které ovlivituji vybér 1é€ebného postupu a
mezi které patifi klinické stadium, histologicky typ, grading, opera¢ni néalez a pooperaéni

reziduum. Vliv klinického stadia na pétileté pieZiti je shrnut v nasledujici Tabulce 3:
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Procento nemocnych Pétileté preziti
v daném stadiu v dobé
diagnozy
Stadium I 20,2% 82,1%
Stadium II 7,3% 58,5%
Stadium II1 26,3% 25,1%
Stadium IV 28,9% 11,1%
Stadium neznamé 17,3%

Tabulka 3 - zastoupeni klinickych stadii u pacientek s diagnostikovanym karcinomem ovaria a pétileté preziti
v zavislosti na stddiu onemocnéni. Klinicka stadia jsou ur¢ovana na zakladé TNM klasifikace platné v dobé
stanoveni diagndzy pacienta. Procento nemocnych v daném stadiu je primér z analyz mezi 1éty 1977-2017
(zdroj www.svod.cz). Pétileté preziti dle doporu¢enych postupti pro praktické lékate- karcinom ovaria Ceské

onkologicka spole¢nosti CLS JEP.

Dédicna predispozice ke karcinomu ovaria

VétSina nadorovych onemocnéni je sporadickych a piiblizné 5-10% vznika na zéklad¢ dédicné
predispozice (Nagy, Sweet et al. 2004). U karcinomi ovaria je zastoupeni dédiénych forem
onemocnéni vyssi a v nasi populaci dosahuje az 30% vSech ptipadt (Lhotova, Stolarova et al.

2020).

CeloZivotni riziko rozvoje karcinomu ovaria v bézné populaci se pohybuje pod 2% ("guidelines
pro karcinom vaje¢nikli a vejcovodu ; Masaryktiv onkologicky ustav, 2019), avsak u Zen s
mutaci v n€kterém s predispozi¢nich genii mize byt celoZivotni riziko vzniku onemocnéni
velmi vysoké. Spolu s faktem, Ze diagnostika ¢asnych 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
predispozi¢ni geny na geny vysokého rizika (RR >5), stfedniho rizika (RR > 2 - <5) ¢i
nezvyseného/mirné zvyseného rizika (RR <2) (Gronwald, Lubinski et al. 2019). Zenam s
vyrazné zvySenym rizikem vzniku karcinomu ovaria lze nabidnout preventivni riziko-
redukujici salpingooforektomii (RRSO), genetické poradenstvi vcetné¢ preimplantacni
diagnostiky ¢i sledovani ve smyslu v€asného zachyceni moznych dalSich malignit

asociovanych s mutacemi v ptislusnych predispozi¢nich genech.

17


http://www.svod.cz/

Ptichod sekvenovani nové generace (next generation sequencing; NGS) a jeho zavedeni do
rutinni praxe umoznilo testovani mnoha nadorovych predispozi¢nich genti u velkého poctu
pacientli pfi rozumnych ekonomickych nakladech v porovnani s klasickou ,,gene-by-gene*
analyzou (Walsh, Casadei et al. 2011). Zaroven tento novy piistup vedl k identifikaci dalSich

gent a jejich alteraci asociovanych se zvySenym rizikem vzniku nadorového onemocnéni.

Karcinom ovaria je soucasti syndromu dédicného karcinomu prsu a ovaria, ktery se
v postizenych rodinach mtize krom¢ karcinomu prsu a ovaria manifestovat vyskytem 1 dalSich
nadort jako je karcinom slinivky a prostaty u muza. Tuto skuteCnost reflektuji i aktualni
narodni indikacni kritéria pro testovani dédi¢né formy nadori prsu a ovarii (modifikovana dle
doporuceni NCCN, National Comprehensive Cancer Network

(https://www.nccn.org/professionals/physician_gls/pdf/genetics bop.pdf)) schvalena 2019

Spolecnosti 1ékatské genetiky (Tabulka 4).

Podle aktualniho doporuceni NCCN (High-Risk Assessment: Breast, Ovarian, and Pancreatic,
verze 1.2020 ze 4.12.2019) mizZeme predispozicni geny prokazatelné asociované
se syndromem dédi¢ného karcinomu prsu a/nebo ovaria rozdélit (s ohledem na riziko cisté
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). Prokazatelné¢ zvysSené

riziko vzniku karcinomu ovaria je spojeno s mutacemi v genech BRCAI, BRCA2, RADS51C,
RADS5ID, BRIPI, MLHI, MSH2, MSH6, STKI11. 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 aktudlnich NCCN doporuceni riziko vzniku karcinomu

ovaria zvyseno €i pro n¢j neni dostatek dat (Tabulka 5).
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Indikacéni Kkritéria pro testovani dédi¢né formy nadori prsu a ovarii (modifikovana dle

NCCN 2019, schvalena spolecnosti lékarské genetiky 2019)

Sporadické formy familiarni formy (karcinom ovaria, tuby
nebo primarni peritonedlni v rodinné

anamnéze je vZdy indikaci k testovani)

- karcinom ovaria/tuby/peritonea | -
v jakémkoli véku

- triple negativni karcinom (receptory | -
ER, PR a HER2 negativni) prsu do 60
let- medularni karcinom prsu se témet
vzdy shoduji striple negativnim
karcinomem prsu (triple-negative
breast cancer- TNBC)

- unilatelarni karcinom prsu do 45 let
(do 50 let, pokud neni zndma rodinna
anamnéza) -

- dva samostatné primdrni karcinomy
prsu, prvni do 50 let, nebo oba do 60

let (bilatelarni nebo
ipsilatelarni/synchronni nebo
metasynchronni)

- duplicita karcinomu prsu a slinivky
v jakémkoli véku

- karcinom prsu u muzZe v jakémkoli
véku

alespoit 3 piibuzni (véetné¢ probandky)

s karcinomem prsu v jakémkoli véku

2 piibuzni (v€éetné¢  probandky)

s karcinomem  prsu, alespon jedna

diagnostikovana ve véku do 50 let, nebo

obé do 60 let (empirické riziko karcinomu

prsu je pro piibuzné nad 20% tj. vysoké, a

je doporu¢ena magnetickd rezonance

(magnetic resonance imaging — MRI)

prsou

probandka s karcinomem prsu

v jakémkoli v€ku a ptibuzny s:

- karcinomem ovaria

- TNBC/medularnim karcinomem prsu

- karcinomem prsu u muze

- karcinomem slinivky

- high-grade (Gleason skore >7) nebo
primarné metastatickym karcinomem
prostaty

- zjisténi somatické mutace v tumoru
(mutace IARC (International Agency
for Researcch on Cancer) class 4-5 —
mutace pravdépodobné patogenni
nebo patogenni) v genech
asociovanych s hereditarnim
karcinomem prsu a ovaria v tumoru
(prsu, ovaria, ale i jinych typech
nadora).

pfevzato a upraveno z Foretova a kol. 2019 (Foretova, Navratilova et al. 2019)

Tabulka 4 - indika¢ni kritéria pro testovani dédi¢né formy nadort prsu a ovarii (modifikovana dle NCCN 2019,

schvalena spole¢nosti 1ékaiské genetiky 2019).

19




. CELOZIVOTNI RIZIKO VZNIKU
KARCINOMU OVARIA
BRCAI 35-60 %
BRCA2 12-25 %
MLHI 4-20%
MSH2/EPCAM 8-38 %

MSHG6 1-13 %

PMS?2 3%

BRIPI 6-15 %
RAD5IC 10-15 %
RADS5ID 10-15 %

STKI1 18-21%

*dle Soukupova et al. 2019 (Soukupova, Lhotova et al. 2019); NCCN guidelines version 1.2020 Lynch
syndrome; NCCN guidelines version 1.2021 Genetic/Familial High-Risk Assessment: Breast Ovarian, and

Pancreatic

Tabulka 5 - riziko vzniku karcinomu ovaria pro mutace v genech asociovanych se vznikem karcinomu ovaria.

Doporuceni péce o nosicky mutaci v predispozi¢nich genech zavisi na penetranci téchto gent,
tedy na vysi rizika vzniku karcinomu ovaria u nosi¢ek mutaci. Narodni doporuceni vychéazeji
z mezinarodnich doporuc¢eni NCCN (Tabulka 6). Nejpodrobnégji jsou zpracovana narodni

doporuceni pro péci o nosicky mutaci BRCA1/2 (Zikan 2016, Foretova, Navratilova et al. 2019).
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Gen Riziko karcinomu prsu/ Riziko Jina doporuceni / PGD / predikce
prevence karcinomu / AR poradenstvi / testovani
ovaria / partnera
RRSO
ATM gen pro AR az 69 % missense mutace RRSO ne jina rizika — prevence dle RA (GIT,
Ataxia ¢.7271C>G/p.Val2424Gly - prostata) zvysena senzitivita k
teleangiektasia dominantné negativni efekt az radiaci nebyla prokazana
(1:100) 40 % ostatni patogenni mutace poradenstvi — riziko AR syndromu
RRM dle situace a RA u potomkd/ testovani partnera ano,
PGD pii pozitivité prediktivni
testovani piibuznych
CDHI1 hereditarni lobulérni karcinom piedev§im / | neprokazano | dif. karcinom zaludku —
difuzni karcinom 39-52 % RRM dle situace a gastroskopie/gastrektomie PGD
zaludku RA prediktivni testovani pfibuznych
CHEK? az 40 % patogenni varianty RRSO ne jina rizika — dle RA, kolorektum?
RRM dle situace a RA u prediktivni testovani ptibuznych
missense variant jen UZ/MMG (ne u nizce rizikové mutace
ro¢né CHEK2 ¢.470T>C/ p.1le157Thr —
prevence jen u homozygotu a dle
RA)
NF1 az 30 %, vysoké riziko do 50 neprokazano | neurofibromy, neurinomy, gliomy,
neurofibromat6za let véku, dale stiedni riziko 30— meningiomy, GIST, sarkomy,
typ 1 50 let UZ nebo MMG/MRI > neuroblastomy, leukemie aj.,
50 let MMG ro¢né RRM dle celotélové MRI PGD prediktivni
situace a RA testovani piibuznych, i v détstvi
PALB2 gen pro 40-60 % RRM mozna RRSO dle pankreas — EUS/MRI, prostata,
AR-FANCN RA mozné spektrum karcinomu jako u
(<1:2000) BRCA2 prediktivni testovani
ptibuznych poradenstvi pro
recesivni syndrom ne
PTEN syndrom 25-50 % RRM mozZna neprokazano | kolorektum, $titnice, déloha,
Cowdenové hysterektomi | ledviny, melanomy aj. PGD
e (28% riziko | prediktivni testovani ptibuznych
karcinomu
délohy) po
détech
STK11 Peutz- 45-50 % RRM dle situace a non slinivka, kolorektum, zaludek, plic,
Jeghersiv syndrom | RA epitelialni ¢ipek, ovaria, testes PGD
RRSO prediktivni testovani ptibuznych, i
v détstvi
TP53 Li-Fraumeni | 50-90 % RRM mozna ?

syndrom

CNS, nadledviny, prsu, sarkomy,
leukemie, melanomy, zaludek,
kolorektum aj. celotélové MRI
PGD prediktivni testovani
ptibuznych, i v détstvi

prevzato a upraveno dle Foretova et al.2019 (Foretova, Navratilova et al. 2019)

Tabulka 6 - doporuceni preventivni péce a prediktivniho tetovani u geni vysokého rizika pro karcinom prsu

v souvislosti s karcinomem ovaria. Vysvétlivky: RRSO - risk redukujici salpingo-oophorektomie, PGD —

preimplantacni geneticka diagnostika, AR — autozomalné recesivni, RRM - risk redukujici mastektomie, RA — rodinna

anamnéza, UZ — ultrazvukové vysetfeni, MMG — mamografi cké vysetieni, MRI — magnetickd rezonance, GIT —

gastrointestinalni soustava, GIST — gastrointestinalni stromalni tumor, EUS — endoskopicka ultrasonografie, CNS —

centralni nervova soustava
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Geny asociované s vysokym/vyznamné zvysenym rizikem vzniku karcinomu
ovaria

BRCA1 a BRCAZ2

Geny BRCAI (Breast Cancer 1 Gene, MIM 113705) a BRCA2 (Breast Cancer 2 Gene, MIM
600185) jsou hlavnimi predispozi¢nimi geny dédi¢ného karcinomu prsu a/nebo ovaria. Gen
BRCAI, ktery je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 17 v pozici 21.31 byl
identifikovan v roce 1994 a kratce nato v roce 1995 nasledoval gen BRCA?2 ktery je lokalizovan
na dlouhém raménku chromozomu 13 v pozici 13.1 (Miki, Swensen et al. 1994, Wooster,
Bignell et al. 1995). Proteinové produkty téchto geni hraji dilezitou roli pfedev§im v opravé
dvoutetézcovych zlomit DNA mechanismem homologni rekombinace. BRCA1/2 se podili na
udrzovani integrity genomu, ochrané replikacni vidlicky a na opravé mezifetézcovych spoji
prostfednictvim Fanconi anemia (FA) cesty (Ceccaldi, Sarangi et al. 2016, Nielsen, van
Overeem Hansen et al. 2016). Mutace v BRCA1/2 jsou asociovany s vysokym celozivotnim
rizikem vzniku karcinomu prsu a/nebo ovaria (Tabulka 5) (Antoniou, Pharoah et al. 2003, Chen
and Parmigiani 2007, Kuchenbaecker, Hopper et al. 2017). Nosicky mutaci v téchto genech
maji 10 — 30x zvysené riziko vzniku karcinomu prsu oproti bézné populaci. Riziko se zvysuje
s vékem, vyraznéji u nosi¢ek mutaci v genu BRCAI (Antoniou, Pharoah et al. 2003). Riziko
vzniku karcinomu ovaria je vyrazné vyssi u nosi¢ek mutaci v genu BRCAI ve srovnani s genem
BRCA2. U nosi¢ek BRCAI mutaci dosahuje riziko vzniku karcinomu ovaria do 80. roku zivota
44%, u nosicek mutaci v BRCA2 17%. Celozivotni riziko vzniku karcinomu prsu dosahuje
v ptipadé¢ BRCAI nosicek 72%, BRCA2 pak 69% (Kuchenbaecker, Hopper et al. 2017).
Prevalence mutaci v BRCAI/2 vrodinach hereditarni formou karcinomu prsu a ovaria
(hereditary breast and ovarian cancer; HBOC) se 1i$i mezi populacemi a zavisi na rodinné
nadorové¢ historii (Kast, Rhiem et al. 2016). Mutace v genech BRCA1/2 jsou v ptipad¢ vzniku
karcinomu ovaria asociovany predev§im s HG ser6znimi karcinomy (Mavaddat, Barrowdale et
al. 2012). Pro nosi¢ky mutaci v genech BRCA1/2 je kratkodobé pieZiti lepSi neZ u nenosicek,
nicméné z pohledu dlouhodobého pieZiti je naopak pteziti BRCA1/2 pozitivnich pacientek horsi

nez u nenosic¢ek (Candido-dos-Reis, Song et al. 2015, Zikan 2016).

Zatimco heterozygotni mutace v téchto hlavnich vysokopenetrantnich genech jsou spojeny
s nadorovou predispozici, zejména s rizikem vzniku karcinomu prsu a ovaria, bialelické mutace

(homozygot nebo slozeny heterozygot) v téchto genech jsou pfi¢inou Fanconiho anemie
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komplementaéni skupiny D1 (FANCDI1; BRCA2, MIM 605724) a S (FANCS; BRCAI, MIM
617883) (Ceccaldi, Sarangi et al. 2016, Walsh, Chang et al. 2017).

RAD51C

Gen RADS51C (MIM 602774) byl poprvé identifikovan v rodiné s FA komplementacni skupiny
O (FANCO; MIM 613390) (Vaz, Hanenberg et al. 2010). V sav¢ich bunkéch je gen RADSIC
jednim z péti paralogti rodiny RADS51, ktera koduje proteiny podilejici se na transferu DNA
vlaken pii HR. RADS51C je lokalizovan na chromozomu 1723, podili se na HR (Takata, Sasaki
et al. 2001) a je vyzadovan pro aktivaci kindzy CHK?2 (Badie, Liao et al. 2009). Béhem opravy
dvoufetézcového zlomu mechanismem HR funguje jako soucést dvou komplexi. Prvni tvoii s
dal$im paralogem RAD51 XRCC3, s kterym se spole¢né vazi na jednofetézcovou DNA a
nasledné napomahaji formaci DNA-proteinové sit¢ (Masson, Stasiak et al. 2001) a Hollidayovy
struktury (Liu, Masson et al. 2004). Druhy komplex je slozen z proteint XRCC2, RAD51B a
RADS51C , u kterého piesna funkce neni zndma, ale predpoklada se, Ze hraje roli v akumulaci

RADS51 proteinti do mista poskozeni DNA (Thacker 2005).

RADS51C byl ptivodné oznacovan za gen predisponujici ke vzniku karcinomu prsu a ovaria
(Meindl, Hellebrand et al. 2010). VétSina pocatecnich studii, které chtély potvrdit hypotézu o
novém predispozicnim genu HBOC, selhala s tim, Ze mutace v genu RAD5IC jsou velmi
vzacné (Akbari, Tonin et al. 2010, Zheng, Zhang et al. 2010). AZ studie provedend Lovedayem
a kolektivem potvrdila asociaci mutaci v genu RADS51C s karcinomem ovaria (RR = 5,88, 95%
Cl=291-11,9, p = 7,65 x 1077) a stanovila kumulativni riziko piesahujici 9% v 80 letech
véku (Loveday, Turnbull et al. 2012).

RAD51D

Gen RAD5 1D (MIM 02954) byl identifikovan na konci 90. let, jako dalsi z ¢lenti rodiny RADS5 1,
které jsou nezbytné pro reparaci DNA a meiotickou rekombinaci (Pittman, Weinberg et al.
1998). Gen RADS51D je lokalizovan na chromozomu v pozici 17q12 a jeho proteinovy produkt
se vaze do komplexu s proteinem XRCC3 (Masson, Tarsounas et al. 2001) a spolu katalyzuji
homologni parovani dvouretézcové DNA a jednofetézcové DNA beéhem HR (Kurumizaka,
Ikawa et al. 2002). Protein RADS51D se ziejmé rovnéz podili na ochrané koncii telomer

(Tarsounas, Munoz et al. 2004).
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Skupina Loveday a kol. ve své studii v roce 2011 identifikovala 8 patogennich variant u 911
HBOC rodin a jednu u 1060 kontrol, s vyssi prevalenci u rodin s vice nez jednim piipadem
karcinomu ovaria. VSech 8 nalezenych mutaci vedlo ke zkraceni proteinové produktu.
Frekvence mutaci byla nejvyssi v rodinach s vyskytem jednoho a vice ptipadu karcinomu
ovaria. Na zaklad¢ téchto zjisténi bylo stanoveno RR pro karcinom ovaria pro nosicky mutaci
v RAD51D na 6,3 (95%CI= 2,86-13,85; p=4,8x107°) (Loveday, Turnbull et al. 2011). Vysoké
riziko vzniku karcinomu ovaria pro nosicky mutaci v RADS5 1D potvrdila i dalsi studie v souboru
3429 pacientek s invazivnim epitelialnim karcinomem ovaria a 2 772 kontrol s OR pro

karcinom ovaria 12 (95% CI= 1,5 - 90; p=0,019) (Song, Dicks et al. 2015).
Geny MMR — Lynchidv syndrom

Mutace v genech MMR (MLHI (MIM 120436), MSH2 (MIM 609309), MSH6 (MIM 600678),
PMS2 (MIM 600259), delece 3'konce genu EPCAM (MIM 185535) vedouci k umlceni
transkripce MSH?2 jsou spojeny s Lynchovym syndromem. Lynchiv syndrom (hereditarni
nepolyp6zni kolorektdlni karcinom) je autozoméln€ dominantni dédi¢né nddorové onemocnéni,
které je charakterizovano ptedev§im vysokym rizikem vzniku kolorektalniho karcinomu (50-
70%), u zen také vysokym celozivotnim rizikem vzniku endometrialniho (kumulativni riziko
30 — 40%) a ovaridlniho (kumulativni riziko 6-14%) karcinomu (Barrow, Hill et al. 2013,
Sehgal, Sheahan et al. 2014). Karcinomy ovaria u pacientek s Lynchovym syndromem jsou
typicky endometroidni tumory se vznikem v niZ§im véku v porovnani se sporadickymi nadory
¢1 nadory asociovanymi s mutacemi v genech BRCA 1/2 (Helder-Woolderink, Blok et al. 2016),

byvaji diagnostikovany v niz$ich stadiich a maji lepsi prognézu (Watson and Lynch 2001).

BRIP1

Gen BRIPI (BRCALI interacting protein C-terminal helicasel, MIM 605882) alternativni nazvy
BACHI, FANCJ) patii do rodiny FA, komplementa¢ni skupiny J (MIM 609054) (Levitus,
Waisfisz et al. 2005). Gen BRIP1 byl poprvé objeven jako piimy interaktor s proteinem BRCA1
(Cantor, Bell et al. 2001). Protein BRIP1 patfici do RecQ DEAH rodiny je lokalizovan na
dlouhém raménku chromozomu 17q22, Protein BRIP1 se podili na udrzovani genomové
integrity regulaci odpovédi na replikacni stres, podili se na HR a opravé mezifetézcovych spojil
(interstrand crosslinks; ICL) (London, Barber et al. 2008). Po navazani na protein RPA
odstraiiuje proteiny navazané na DNA, ¢imz stabilizuje replikacni vidlicku (Gupta, Sharma et
al. 2007). Zaroven BRIP1 interaguje s MLH1 a spole¢né lokalizuji mista DNA spoji, rozvoliuji

DNA a restartuji zastavenou replikac¢ni vidlici (Peng, Litman et al. 2007). Prvotni dikaz
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klinické vyznamnosti ve vztahu k HBOC bylo objeveni zarodecné mutace u pacientek
s karcinomem prsu negativné testovanych na mutace v BRCA1/2 (Seal, Thompson et al. 2006,
Rafnar, Gudbjartsson et al. 2011). Na zaklad¢ segregacnich analyz a case-control analyzy bylo
pro nosicky zarode¢nych mutaci v BRIPI stanoveno RR vzniku karcinomu ovaria na 3,4 a

kumulativni riziko na 5,8% v 80 letech véku (Ramus, Song et al. 2015).

STK11

Gen STKI11 (Serin/Threonin kinase 11, MIM 602216) je lokalizovan na kratkém raménku
chromozomu 19 v pozici 13.3 a kéduje kinazu, kterd se podili na regulaci energetického
metabolismu a urceni polarity bunky (Xu, Jin et al. 2013). Mutace v genu STK// jsou
asociovany se vznikem Peutz-Jeghersova syndromu (PJS, MIM 175200). Toto onemocnéni
patii mezi familiarni gastrointestinalni polyp6zy, skupinu hereditarnich nadorovych syndromd,
a je charakterizovano vyskytem sliznicnich a koznich hyperpigmentaci, vyvojem
gastrointestinalnich polypti a zvySenym rizikem vzniku nadorového onemocnéni, zejména
v oblasti gastrointestinalniho traktu a karcinomu prsu u zen. Odhadované kumulativni riziko
pro karcinom prsu u pacientek s PJS je 31%-54% ve veéku 60 let (Beggs, Latchford et al. 2010).
PJS je spojen se zvySenym rizikem vzniku neepitelidlniho karcinomu ovaria (Banno, Kisu et

al. 2013).

Geny asociované s moznym zvysenim rizika vzniku karcinomu ovaria
ATM

Gen ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated Gene, MIM 607585) koduje serin/threonin kindzu
zrodiny fosfatidylinositol-3- kinaz a je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 11
v pozici 22.3. M4 klicovou tlohu v iniciaci oprav DSB (Nielsen, van Overeem Hansen et al.
2016). Mutace ATM v heterozygotnim stavu jsou asociovany se zvySenym rizikem vzniku
karcinomu prsu (OR=2,78) (Couch, Shimelis et al. 2017), asociaci se zvySenym rizikem vzniku
karcinomu ovaria nelze vyloucit (Daly, Pilarski et al. 2017, Lilyquist, LaDuca et al. 2017,
Kurian, Ward et al. 2019). Bialelické mutace jsou pfi¢inou neurodegenerativniho, autozomalné
recesivniho onemocnéni ataxia-telangiectasia (MIM 208900), které je charakterizovano ataxii,
vznikem telangiectazii, imunodeficienci a zvySenym rizikem vzniku nadorového onemocnéni,

piedevsim leukémie a lymfomi (van Os, Roeleveld et al. 2016, Walsh, Chang et al. 2017).
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BARD1

Gen BARDI (BRCA1-associated RING domain protein, MIM 601593) koduje protein, ktery
sdili jak strukturni, tak funkéni podobnost s BRCA1, se kterym vytvari heterodimerni strukturu.
Tvorba heterodimeru je esencialni pro nékteré tumorsupresorové funkce proteinu BRCAI a
stabilizaci obou proteinti (Wu, Wang et al. 1996). Gen BARDI je lokalizovan na dlouhém
raménku chromozomu 2 v pozici 35. Protein BARDI je lokalizovan v jadie a jeho tkanova
distribuce je obdobna jako u BRCAI. Oba proteiny maji nejvyssi koncentraci v aktivné
proliferujicich buiikach (napt. varlata), ale také v buiikach podléhajicich apoptoze (Marquis,
Rajan et al. 1995, Ayi, Tsan et al. 1998). Nizka hladina BRCA1 vede k akumulaci BARD1
v cytoplazmé a iniciaci apoptozy (Irminger-Finger and Leung 2002, Jefford, Feki et al. 2004).
Patogenni mutace v genu BARDI byly asociovany se stiedné zvySenym celozivotnim rizikem
vzniku karcinomu prsu (>20%), asociace s rizikem vzniku karcinomu ovaria je nejasna
(Ratajska, Antoszewska et al. 2012, Couch, Shimelis et al. 2017, Weber-Lassalle, Borde et al.
2019, Hu, Polley et al. 2020).

NBN

Gen NBN (MIM 602667), lokalizovany na dlouhém raménku chromozomu 8 v pozici 21.3,
kéduje protein nibrin - jednu ze slozek evolu¢né konzervovaného MRN komplexu (MRE11-
RADS50-NBN) (Carney, Maser et al. 1998). MRN komplex se podili na rozpoznani DSB a
iniciaci jejich opravy aktivaci kinazy ATM kterou aktivuje (Villa, Cassani et al. 2016). Po
vzniku DSB je MRN lokalizovan do mist poskozeni, kde NBN stimuluje nukledzovou aktivitu
MREI11 (Cannavo and Cejka 2014, Anand, Jasrotia et al. 2019). RADS50 se vdze na konce DNA
a udrzuje je v té€sné blizkosti (de Jager, van Noort et al. 2001, Syed and Tainer 2018, Casari,
Rinaldi et al. 2019). Zarodecné mutace v genu NBN v heterozygotnim stavu jsou spojeny se
zvySenym rizikem vzniku karcinomu prsu (Gorski, Debniak et al. 2003), non-Hodgkinova
lymfomu (MIM 605027) (Steffen, Maneva et al. 2006), karcinomu prostaty (Cybulski,
Wokolorczyk et al. 2013) a pankreatu (Borecka, Zemankova et al. 2016), asociace s rizikem
vzniku karcinomu ovaria je nejasna. Bialelické mutace v NBN jsou pfi¢inou Nijmegen
Breakage syndromu (MIM 251260) (Varon, Vissinga et al. 1998), ktery je charakterizovan
radiosenzitivitou, imunodeficienci, mikrocefalii a rtistovou retardaci a predispozici k pfedevsim
lymfoidnim malignitdm (Seemanova, Jarolim et al. 2007). 90% pacienti je homozygotnich pro

slovanskou founder mutaci ¢.657 661delACAAA (Seemanova, Jarolim et al. 2007).
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PALBZ2

Protein PALB2 (Partner And Localizer Of BRCA2) je funkénim partnerem proteinu BRCA2
(Xia, Sheng et al. 20006), je lokalizovan v jadfe a ticastni se reparace DNA mechanismem HR.
Gen PALB? je lokalizovan na kratkém raménku chromozomu 16 v pozici 12.2 a zarodecné
mutace PALB2 (MIM 610355) v heterozygotnim stavu jsou spojeny piedev§im se zvySenym
rizikem vzniku karcinomu prsu (kumulativni riziko do 80. let 53%) a pankreatu (kumulativni
riziko do 80. let 2-3%) (Yang, Leslie et al. 2020). ZvySeni rizika vzniku karcinomu ovaria pro
nosicky PALB2 mutaci nelze vyloucit (Ramus, Song et al. 2015, Yang, Leslie et al. 2020).
Bialelické mutace jsou pficinou Fanconiho anemie komplementaéni skupiny N (FANCN, MIM

610832) (Xia, Dorsman et al. 2007).

Geny asociované se syndromem dédi¢ného karcinomu prsu/ovaria, avsak
s nestanovenym/nezvysenym rizikem vzniku karcinomu ovaria

CHEK2

Gen CHEK2 (Checkpoint Kinase 2, MIM 604373), lokalizovan na dlouhém raménku
chromozomu 22 v pozici 12.1, kdduje serin-threonin proteinkindzu CHK?2, ktera je aktivovana
ATM jako odpovéd na DSB. Aktivovana CHK?2 fosforyluje fadu jadernych proteinit odpovédi
na DSB vcetn¢ BRCA1, BRCA?2 a p53 (Zannini, Delia et al. 2014, Kleiblova, Stolarova et al.
2019). Zarode¢né patogenni mutace v heterozygotnim stavu jsou spojeny se predevSim
zvySenym rizikem vzniku karcinomu prsu (Kleiblova, Stolarova et al. 2019, Hu, Polley et al.
2020), dale pak se zvySenym rizikem karcinomu $titné Zl1azy, kolorekta, ledvin ¢i maligniho

melanomu, vyse rizika vzniku karcinomu ovaria je otazna (Kleiblova, Stolarova et al. 2019).

TP53

TP53 (tumor protein 53, MIM 191170) lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 17
v pozici 13.1, koduje transkripéni faktor s potencidlem ovliviiovat expresi gent regulujicich
prabéh bunééného cyklu, indukci apoptézy a zmény genové exprese, ma klicovou ulohu v
udrzovani integrity a stability genomu (Lane and Levine 2010). Aktivuje se v rdmci odpovédi
na stresové signaly jako je napiiklad poskozeni DNA, hyperproliferacni signaly ¢i oxidativni
stres (Silwal-Pandit, Langered et al. 2017). Zarode¢né mutace jsou pfi¢inou autozomalné
dominantniho dédi¢ného nadorového Li-Fraumeni syndromu (MIM 151623) (Malkin, Li et al.

1990), ktery je charakterizovan vysokym rizikem vzniku nadori jiz od détského veku.
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Nejcastéji se vyskytuji casné nadory prsu, mozku, sarkomy, leukémie a karcinomy nadledvinek,
u nosicl mutace v 7P53 se vSak mohou vyskytovat jakékoliv nddory (Palmero, Achatz et al.
2010, McBride, Ballinger et al. 2014). Pro karcinom prsu bylo definovano OR 7,3 (Hauke,

Horvath et al. 2018), riziko vzniku karcinomu ovaria pro nosicky mutaci 7P53 je nejasné.

PTEN

Tumorsupresorovy gen PTEN (phosphatase and tensin homolog, MIM 601728), lokalizovéan na
dlouhém raménku chromozomu 10 v pozici 23.31, koduje protein s fosfatazovou aktivitou.
Fosfataiza PTEN je antagonistou PI3K signdlni drahy (fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat) a
negativné reguluje MAPK signélni drahu (Pezzolesi, Platzer et al. 2008). Mutace v genu PTEN
jsou pfi¢inou Cowdenova syndromu (MIM 158350), autozomalné dominantniho dédi¢ného
nadorového syndromu, které je charakterizovano vyskytem mnohocetnych hamartomii a
vysoky rizikem benignich a malignich tumori S§titné Zlazy, prsu a endometria. U nékterych
postizenych jedincti se mohou objevit i dal§i symptomy (makrocefalie, kozni ¢i slizni¢ni
hamartomatozni 1éze, a dalsi) (Eng 2003). Celozivotni riziko vzniku karcinomu u Zen je pro
nosi¢ky mutaci v genu PTEN 25-50%, v n¢kterych pracich publikovano riziko karcinomu prsu
az 85% (Nieuwenhuis, Kets et al. 2014, Kleibl and Kristensen 2016). Riziko vzniku karcinomu

ovaria neni znamé.

CDH1

Gen CDH|I (E-cadherin, MIM 192090) je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 16
v pozici 22.1 a koduje transmemranovy glykoprotein z rodiny kadherinti o velikosti 120 kDa,
ktery je lokalizovany v plasmatické membrané epitelidlnich bunék. Zatimco extracelularni cast
zprostfedkovava bunéénou adhezi, intracelularni doména interaguje s aktinovym cytoskeletem
a ucastni se signalni transdukce (van Roy and Berx 2008). Zarode¢né mutace v genu CDH !
jsou spojeny s dédi€nym difuznim karcinomem zaludku (MIM 137215). Tento syndrom se
v nékterych rodindch manifestuje lobularnim karcinomem prsu. Kumulativni riziko vzniku
karcinomu prsu pro nosicky mutaci v CDH1 se pohybuje okolo 50% (Kaurah, MacMillan et al.

2007, Kleibl and Kristensen 2016). Riziko vzniku karcinomu ovaria neni popisovano.
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Dalsi geny

U tady rodin s familiarnim vyskytem karcinomu ovaria a/nebo prsu se nepodaii odhalit pfi¢inu
onemocnéni. Lze predpokladat, Ze vznik onemocnéni je spojen s privatnimi mutacemi v dalSich

genech.

Velka pozornost je soustiedéna na geny kodujici proteiny DNA reparacnich drah, véetné FA
signalni drahy. V soucasné dob¢ je znamo 22 gentl, jejichz patogenni varianty jsou asociovany
se vznikem FA: FANCA, FANCB, FANCC, FANCDI1/BRCA2, FANCD2, FANCE, FANCF,
FANCG, FANCI, FANCJ/BRIPI, FANCL, FANCM, FANCN/PALB2, FANCO/RADSIC,
FANCP/SLX4, FANCQ/ERCC4/XPF, FANCR/RADS51, FANCS/BRCAI, FANCT/UBE2T,
FANCU/XRCC2, FANCV/REV7, a FANCW/RFWD3 (Knies, Inano et al. 2017). Proteiny FA
drahy maji klicovou ulohu pfi odstraiiovani ICL v DNA, které¢ interferuji s replikaci DNA a
transkripci (Kottemann and Smogorzewska 2013, Rodriguez and D'Andrea 2017). FA geny
jsou rozdéleny do skupin dle jejich funkce v FA/BRCA reparacni draze na: upstream geny
(FANCA, B, C, E, F, G, L, M, a T), ID komplex (FANCD2 and I), a downstream geny
(FANCDI,J,N,O,P,Q,R, S, U, V, aW). Proteinové produkty genli upstream skupiny formuji
jaddro FA komplexu na chromatinu po nalezeni ICL béhem S faze, coz vede
k monoubikvitinilaci ID komplexu, ktery aktivuje skupinu proteinii downstream gent. Tato
downstream skupina obsahuje endonukledzy, které $tépi vlakno DNA v misté ptekiizeni za
vzniku DNA aduktu a nésledné vzniké dvouietézcovy zlom, kterd mtize byt opraven homologni
rekombinaci (Rodriguez and D'Andrea 2017). Mutace v genech FA jsou pfi¢inou Fanconiho
anemie, vzacného autozomalné recesivni onemocnéni (s vyjimkou X-vdzané FA
komplementac¢ni skupiny B (FANCB) a autozomaln¢ dominantni FA komplementacni skupiny
R (FANCR)). Tento geneticky heterogenni syndrom patii mezi syndromy genomové instability,
které se projevuji skeletarnimi abnormalitami, organovymi defekty, selhanim kostni diené a
predispozici k nddorovym onemocnénim (Shimamura and Alter 2010, Rodriguez and D'Andrea
2017, Alter, Giri et al. 2018). Pacienti s diagné6zou FA maji (dle jednotlivych
komplementacnich skupin) zvySené az velmi vysoké riziko vzniku malignit jiz v nizkém véku
(Shimamura and Alter 2010), nej€astéji akutni myeloidni leukémie, solidnich tumort hlavy a

krku a pohlavnich organii (Kee and D'Andrea 2012).
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CiL PRACE

Préce 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.
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METODY

Soubor testovanych osob

Celkem bylo panelovym sekvenovanim (panel CZECANCA - CZEch CAncer paNel for
Clinical Application) vySetifeno 1333 pacientek s diagn6zou karcinomu ovaria. Do analyzy byly
zahrnuty pacientky vySetfované v laboratofich spolupracujicich v rdmci konsorcia
CZECANCA: A) laboratot onkogenetiky, Ustav biochemie a experimentalni onkologie, 1.
Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Praze (N=647); B) Oddé¢leni epidemiologie a nadorové
genetiky, Masarykiiv onkologicky ustav, Brno (N=357); C) Centrum lékaiské genetiky a
reprodukéni mediciny GENNET, Praha (N=237); D) Odd¢leni 1€ékatské genetiky, Laboratoie
AGEL, Novy Ji¢in (N=34); E) Oddéleni Iékatské genetiky, GHC Genetics (N=12); F) Oddéleni
Iékafské mediciny, Pronatal (N=1) a G) Oddéleni lékaiské genetiky, Fakultni nemocnice

Olomouc (N=9).

Mezi pacientky byly zahrnuty Zeny s karcinomem ovaria diagnostikovanym v letech 2010-
2018. Od roku 2016 jsou ke genetickému testovani indikovany vSechny pacientky
s karcinomem ovaria, bez ohledu na rodinnou nddorovou anamnézu ¢i histologicky typ nadoru
(Foretova, Machackova et al. 2016). Klinicko-patologickd data byla shromazdéna b&hem
genetické konzultace nebo ziskana ze =zdravotni dokumentace pacientek. Pacientky
s karcinomem ovaria a pozitivni rodinnou nadorovou anamnézou byly rozdéleny do skupin: 1)
s vyskytem pouze karcinomu ovaria v rodin¢ (HOC); 1i) s vyskytem karcinomu prsu a/nebo
ovaria v rodin¢ (HBOC); iii) svyskytem jinych nadorovych onemocnéni v rodiné

(multinaddorové rodiny) a iv) bez vyskytu nddorového onemocnéni v rodiné.

Studie analyzovala také 2278 populaéné specifickych kontrol, z nichz 616 bylo nenadorovych
kontrol pochézejicich z center A (N=344); B (N=150) a C (N=122) a 1662 neselektovanych
kontrol. Populace nenddorovych kontrol byla reprezentovana dobrovolniky (78 muzi a 538
zen) nad 60 let v€etné, bez pozitivni osobni a rodinné nadorové anamnézy u ptibuznych prvniho
stupné, ktefi byli vySetfeni panelovym sekvenovanim (panelem CZECANCA). Populace
neselektovanych kontrol byla reprezentovana 1170 muZzi a 492 Zenami s medidnem véku 57 let

(18-88 let), ktefi byli analyzovani Narodnim centrem pro lékai'skou genomiku (http://ncmg.cz)

exomovym sekvenovanim z jinych diivodl nez nadorové onemocnéni.

Pacientky a kontroly byly zkavkazské populace z Ceské republiky. Viichni zu¢astnéni

podepsali informovany souhlas.
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Sekvenovani nové generace - NGS

Sekvenovani nové generace je metoda masivniho paralelniho sekvenovani s vytéznosti velkého
mnozstvi DNA sekvenci v krat§Sim ¢ase. Vyuziva tvorbu specificky upravenych fragmentii
genomové DNA (tzv. sekvenacni knihovny), vybér oblasti zajmu v ramci analyzovaného
genomu (tzv. nabohaceni €1 ,,enrichment®) a vlastni sekvenovani na NGS platformé, pii kterém
dochazi k zesileni signalu detekovanych bazi pomoci klonalni amplifikace a sekvenovani
syntézou s fluorescencné znacenymi nukleotidy. Mezi léty 2005 a 2007 byly piedstaveny prvni
instrumenty NGS sekvenovani a to firmami Roche/454 (Wheeler, Srinivasan et al. 2008),
[llumina/Solexa (Bentley, Balasubramanian et al. 2008) a LifeTechnologies/ABI (McKernan,
Peckham et al. 2009). Kazda z téchto technologii vyuziva riizné sekvena¢ni chemie a ptistupy
pro amplifikaci vlozené DNA, coz ma své vyhody i nevyhody, které¢ ovliviiji: délku cteni,
kvalitu a vytéznost. Nicméné 1 ptes tyto rozdily sdileji zakladni pracovni postup (Shendure and

Ji 2008).

Priprava sekvenacniho panelu

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 predispozicni geny se znamou asociaci ke vzniku nejcastéjSich dédi¢nych
nadorovych syndromti (hereditdrniho karcinomu prsu, ovaria, kolorekta, pankreatu, zaludku,
endometria, ledvin, prostaty a kiize) a dalsi DNA reparacni geny a geny s moZnou asociaci
s nadorovym onemocnénim identifikované v predchézejici studii (Lhota, Zemankova et al.
2016). Oblast zajmu zahrnuje exony vyse uvedenych geni s pfesahem 10pb do intrond a

promotory vybranych gent (Soukupova, Zemankova et al. 2018) (Obrazek 3).
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Hereditary Cancer Panel CZ (ver. 1.0; 219 genti)

EZCapture (NimbleGen)

AIP; ALK; APC; APEX1; ATM; ATMIN; ATR; ATRIP; AURKA; AXIN1; BABAM1; BAP1; BARD1; BLM;
BMPR1A; BRAP:; BRCA1; BRCA2; BRCC3: BRE; BRIP1; BUB1B; C1lorf30; C190rf40; casp8; CCND1;
CDC73; CDH1; CDK4; CDKN1B; CDKN1C; CDKN2A; CEBPA; CEP57; CLSPN; CSNK1D; CSNK1E; CWF19L2;
CYLD; DCLRELC; DDB2; DHFR; DICER1; BiS3L2; BMBTL; DMC1; DNAIC21; DPYD; EGFR; EPCAM; EPHX1;
ERCC1; ERCC2; ERCC3; ERCC4; ERCCS; ERCC6; ESR1; ESR2; EXO1; EXT1; EXT2; EYA2; EZH2; FAM175A;
FAM175B; FAN1; FANCA; FANCB; FANCC; FANCD2; FANCE; FANCF; FANCG; FANCI; FANCL; FANCM;
FBXW?7; FH; FLCN; GADD45A; GATA2; GPC3; GRB7; HELQ; HNF1A; HOXB13; HRAS; HUS1; CHEK1;
CHEK2; KATS5; KCNJ5; KIT; LIG1; LIG3; LIG4; LMO1; LRIG1; MAX; MCPH1; MDC1; MDM2; MDM4; MEN1;
MET; MGMT; MLH1; MLH3; MMPS8; MPL; MRE11A; MSH2; MSH3; MSH5; MSH6; MSR1; MUSS1;
MUTYH; NAT1; NBN; NCAM1; NELFB; NF1; NF2; NFKBIZ; NHEJ1; NSD1; OGG1; PALB2; PARP1; PCNA;
PHB; PHOX2B: PIK3CG; PLA2G2A; PMS1; PRAS2: POLB; POLD1; POLE; PPM1D; PREX2; PRF1: PRKAR1A:
PRKDC; PTEN; PTCH1; PTTG2; RAD1; RAD17; RAD18; RAD23B; RAD50; RAD51; RAD51AP1; RAD51B;
RAD51C; RAD51D; RAD52; RAD54B; RAD54L; RAD9A; RB1; RBBPS; RECQL; RECQL4; RECQLS; RET; RFC1;
RFC2; RFC4; RHBDF2; RNF146; RNF168; RNF8; RPAL; RUNX1; SBDS; SBHA; SDHAF2; SDHB; SBHE; SDHD;
SETBP1; SETX; SHPRH; SLX4; SMAD4; SMARCA4; SMARCB1; SMARCE1; STK11; SUFU; TCL1A; TELO2;
TERF2; TERT; TLR2; TLR4; TMEM127; TOPBP1; TP53; TP53BP1; TSC1; TSC2; TSHR: UBE2A; UBE2B:;
UBE2I; UBE2V2; UBE4B: UIMC1; VHL; WRN; WT1; XPA; XPC; XRCC1; XRCC2; XRCC3; XRCC4; XRCCS5;
XRCC6; ZNF350; ZNF365.

Obrazek 3 — seznam 219 nadorove predispozi¢nich gentl, na které specificky cili proby panelu CZECANCA.
XXXX — panel umozniuje ¢teni kompletniho genu (vSechny kodujici exony +10 bp do intronu), XXXX —
panel umoznuje ¢teni kompletniho genu (vSechny kodujici exony +10 bp do intronu) + 5’UTR oblasti, XXXX
— panel neumoziuje ¢teni kompletniho genu, protoze chybi nékteré exony z divodu vyskytu pseudogent,

XXX — proba pro tento gen v panelu chybi z divodi pseudogent, vysoce homolognich mist, repetic apod.

Priprava sekvenacni knihovny

Ptipravu vzorku lze rozdélit do n€kolika zakladnich fazi. Prvni faze je ndhodna fragmentace
vlozené DNA, nésleduje ligace adaptori a vytvofeni DNA knihovny, déale nabohaceni
sekvenacni knithovny o vybrané oblasti genomu (enrichment) a nakonec amplifikace DNA

knihovny.

Fragmentace DNA

Cely proces ptipravy vzorku pro NGS zacina ndhodnou fragmentaci genomové DNA, v nasem
ptipadé 500 ng DNA izolované z periferni krve a rozpusténé v 53 pl TE (Tris-EDTA) pufru.
Cilova velikost fragmenti byla 200 bp. Fragmentace preferencné probihala pomoci
ultrazvukového stépeni na sonikatoru Covaris E220 (Covaris Inc) v nastaveni optimalizovaném

pro ziskani fragmenti o velikosti 200 bp. Jako alternativni zptsob Sté€peni byla vyuZzita
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enzymatickd fragmentace s pouzitim fragmentdzy (KAPA Biosystems, Roche) po dobu 25
minut pii 37 °C. Velikost a kvalita fragmentt byla nésledné kontrolovana pomoci Agilent High
Sensitivity DNA kitu na bioanalyzeru Agilent 2100 (Agilent) u tfech nahodné vybranych

vzorkl zpracovavanych paralelné (Obrazek 4).
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Obrazek 4 - vystup z bioanalyzeru 2100 (Agilent) pro kontrolu kvality a velikosti fragmenti DNA po

fragmentaci u tfech nahodné vybranych vzorkt.

Uprava fragmenti DNA

Pro cely proces piipravy sekvenaéni knihovny byl vyuzivin KAPA HTP Library Preparation
kit (pro DNA fragmentovanou pomoci ultrazvuku) nebo KAPA HyperPlus Kit (pro vzorky
fragmentované enzymaticky) (oboji KAPA Biosystems, Roche). Pfiprava knihovny probihala
dle modifikovaného protokolu vyrobce.

Prvnim krokem ptipravy knihovny je tzv. DNA end-repair, ktery vede k vytvoreni tupych koncii
na kazdém dvouretézci fragmentu DNA. Diky 3* > 5’ exonukledzové aktivit¢ KAPA HiFi
HotStart DNA polymerazy jsou odstranény 3’ ptfesahy a k 5’ konci je pfipojena fosfatova
skupina. V dal8im kroku, A- tailingu, dochazi k pfipojeni dAMP na 3’ konce upravenych DNA
fragmenti a poté nasleduje piipojeni dvoutetézcovych adaptorti (Obrazek 5) s presahem dTNP
na 3’ konci. Mezi kazdym krokem (End repair, A tailing a ligace adaptorti) byl vzorek
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purifikovan pomoci SPRI (Solid Phase Reversible Immobilization) magnetickych kulicek

AMPure XP (Beckmann Coulter).

15_adapter_1 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T

17_adapter_2 pGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC

*fosfothiolatova vazba pro stabilitu jednonukleotidového T presahu.

Ptiprava dvoufetézcovych adaptorti (in-house, syntéza Generi Biotech) probihala v Tris:NaCl
pufru (50 mM Tris:HCI1 pH 7.5; 50 mM NacCl) pii 97°C/2 min, 72x(97°C/1 min (-1°C per
cyklus)), 25°C/ 5Smin (Obrazek 5).

Sekvence i7 Indexu

PCR Primer 1.0

CTGAACTOCAGTCACHMNNNATCT CGTATGCCGTCTICTGCTTG-37
5* ~CAAGCREAMGACCECATACGAGAT
37 -GTTCETCT TCTGOCCTATCCTCTANNNNNN C ACT GACCTCARCT CTG! 37 -TAGACCATRCCGCRGRAGACGRRC-S

T 4y, Cop, PCR Primer 1.0

Obrazek 5 - schematické znazornéni jednoho fragmentu DNA z finalni sekvenaéni knihovny s pfislusnymi sekvencemi
ptipojenymi v jednotlivych krocich ptfipravy knihovny. Fragment genomové DNA (Insert — zelen€) je adenylaci opatien
jednofetézcovymi jednonukleotidovymi piesahy na 3’ koncich. Na insert je ligovana Casteéné dvouietézcova molekula
adaptoru (struktura vidlicky) (modie, jednobazovy T piresah Cervené). V prvni PCR (polymerase chain reaction), ktera probiha
pred hybridizaénim nabohacenim knihovny, jsou pomoci primert ¢astecné komplementarnich k adaptorim (PCR Primer 1.0)
vneseny do molekul knihovny sekvence indexti umoznujici multiplexaci vzorktl pro enrichment, tj. simultdnni hybridizaci
vzorkil od vice pacientl v jedné reakci. Indexy se nachazi na obou stranach (i5 a i7) jednotlivych fragmenti DNA a jejich
kombinaci je mozné rozlisit jednotlivé vzorky sekvenovani v jednom sekvena¢nim béhu. Vyznaceny jsou i sekvence primerQ
vyuzivanych v amplifikaci finalni nabohacené knihovny (PCR Primer 2.0), které nasedaji na koncové ¢asti molekuly
knihovny. Tyto ¢asti jsou zarovenn komplementarni k oligonukleotidim imobilizovanym na sekvenacni flow-cell v systému

MiSeq.
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Size selekce

Pti pripraveé knihovny jsme pouzivali dvoukrokovou “double-size selekci®, kdy byly v prvnim
kroku odstranény fragmenty delsi nez 450 bp a v druhém kroku kratsi nez 250 bp. Technika
selekce idealn¢ dlouhych fragmenti vyuzivd magnetickych kulicek (AMPure XP beads) a
polyethylenglykolu (PEG). Koncentrace PEG urcuje délku DNA fragmentti vazajicich se na
magnetické kulicky. Distribuci fragmentii dle velikosti jsme kontrolovali kapilarni
elektroforézou na Bioanalyzer 2100 pomoci kitu DNA High Sensitivity (Agilent Technologies).
Median velikosti fragmentt je 300 bp (Obrazek 6).

# 5:ssld \. 6: 5521 # 7:5s29
[FU] 5514

150+

100+

T T T T T T T T T T T
33 100 150 200 300 400 500 600 1000 2000 10380 [bp]

Obrazek 6 - vystup z bioanalyzeru 2100 (Agilent) pro kontrolu kvality a velikosti fragmenti DNA u tfech

vzorkl po kroku size selekce.

Ligation-Mediated polymerase chain reaction (LM-PCR)

Fragmenty DNA s upravenymi konci po size-selekci byly amplifikovany pomoci LM-PCR s
pouzitim primerq, jejichz ¢ast sekvence je komplementarni k sekvenci adaptort a ¢ast sekvence
nese tzv. barcode neboli index. BEhem LM-PCR dojde tedy k amplifikaci a indexaci vSech
velikostné vyselektovanych fragmenti DNA s pfipojenym adaptorem. Indexy slouzi

k identifikaci vzorka, které jsou sekvenovany spole¢né.
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Primer 1:

5’ -AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACxxxxxXxXXxACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T-3"

Primer 2:

5’ -CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATxxxxxXXXGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT*C-3"

Kde “*” znaci fosfothiolatovou vazbu a “xxxxxxxx” zna¢i sekvenci konkrétnich indexu,
stejnych jako Illumina Truseq HT index i7 and i5. LM-PCR probihala za nésledujicich
podminek: 98°C/45s, 6x(98°C/15s, 65°C/30s, 72°C/30s), 72°C/5min. Snizeni cykld LM-PCR
vedlo k redukci PCR duplikati v sekvenacnich datech. Po LM-PCR byl vzorek purifikovan
pomoci magnetickych kulicek AMPure XP (Beckmann Coulter). Kontrola distribuce délek
fragmentll byla ovéfena na kapildrni elektroforéze Bioanalyzer 2100 s kitem DNA High
Sensitivity (Agilent Technologies, Obrazek 7). Median velikosti fragmenti byl 350 bp.
Koncentrace jednotlivych vzorkl byla stanovena pomoci Qubit kit a pohybovala se okolo 17

ng/ul (Obrazek 7).

# 8: por7 & 9:perld & 10: pcrzl 11: per29
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Obrazek 7 - vystup z bioanalyzeru 2100 (Agilent) pro kontrolu kvality a velikosti fragmenti DNA u tfech vzorku
po LM-PCR reakce.
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Nabohaceni cilovych oblasti (Enrichment)

V dalsim kroku dochazi k nabohaceni cilené DNA (tzv. DNA enrichment ¢i sequence capture).
K dosazeni cilového pokryti 100x na systému MiSeq, sekvenacni chemie MiSeq Reagent Kit
v3 (150-cycle) (Illumina) bylo v ekvimolarnim mnozstvi smichdno 30 vzorkli oznacenych
barcody do celkového mnozstvi lug. Ke vzorkiim byla pfiddna Cot-1 DNA, ktera omezuje
nespecifickou hybridizaci a tzv. barblocks v celkovém mnozstvi 2,000 pmol. Jedna se o
oligonukleotidy, které nasedaji na koncové Casti DNA fragmenti knihovny vcetné sekvence
indexti na zaklad¢ komplementarity k ¢asti sekvence vnesené indexovacimi primery. Reakcni
smés byla vysuSena ve vakuovém rota¢nim koncentratoru SpeedVac (Eppendorf), nasledné
byla DNA rozpusténa v hybridiza¢nich pufrech (SeqCap Hybridization and Wash Kits, Roche),
zdenaturovana pii teploté 95°C po dobu 10 min, pfidana k sekvena¢nimu panelu a inkubovana
16-72 hodin pii 47 °C. K nabohaceni cilovych useku DNA byl pouzit sekvenaéni panel
CZECANCA. Po hybridizaci jsou k fragmentim s cilovymi sekvencemi navazanymi na
biotinylované proby pfidany magnetické kulicky se streptavidinem (M-270 Streptavidin
Dynabeads, Thermo Fisher Scientific). Pomoci vysoce specifické vazby biotin-streptavidin jsou
na magnetickych kulickdch vychytdny pouze fragmenty knihovny, ke kterym se

nahybridizovaly cilené proby, tj. knihovna je nabohacena o oblasti zajmu.

Amplifikace DNA knihovny

Po nabohaceni a preciSténi byly cilové fragmenty amplifikovany pii 98°C/45s, 11x(98°C/15s,
60°C/40s, 72°C/30s), 72°C/1 min s pouzitim primerti komplementarnich k casti sekvence

vnesen¢ indexovacimi primery (Obrazek 5).
Primer 1: 5 -AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-3"
Primer 2: 5’ -CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-3"

Vysledna knihovna byla purifikovana pomoci magnetickych kulicek AMPure XP (Beckmann
Coulter). Koncentrace knihovny byla stanovena pomoci Qubit kit, a pohybovala se okolo 2,5
ng/ul. Mira nabohaceni knihovny o cilové oblasti byla kontrolovana pomoci qPCR (quantitative
polymerase chain reaction). Jednd se o kvantitativni stanoveni oblasti vychytdvanych
prostfednictvim kontrolnich prob, jez byly soucasti sekvenacniho panelu. Vysledné knihovna v
mnozstvi 18 pM byla denaturovana NaOH a sekvenovéana na systému Miseq s pouzitim MiSeq

Reagent Kit v3, 150 cycles (Illumina).
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Sekvenovani knihovny

V nasi praci jsme k sekvenovani vyuzivali platformu Miseq (Illumina), kterd vyuziva syntézu
reverzniho vlakna s reverzibiln¢ termina¢nimi nukleotidy a s navazanou fluorescencni znackou.
Na zacatku sekvenovani je proces zvany miustkova amplifikace. Amplifikace probihd na
pevném povrchu — sklicku, které je husté pokryto oligonukleotidy slouzicimi jako primery
(forward 1 reverse primery). Knihovna, kterd je rozpusténd, zdenaturovana a jednotfetézcova
DNA, se ndhodné vaze na povrch sklicka k oligonukleotidiim, jez jsou komplementarni
k sekvencim vnesenym na konce fragmenti analyzovanych DNA v prubéhu pfipravy
knihovny. Dochéazi k dosyntetizovani komplementarniho fetézce - syntéza je zahdjena
z oligonukleotidi vazanych na sklicko a pivodni vlakno je odmyto. V dal$im kroku je DNA
znovu denaturovéna za vzniku jednotetézcové DNA, kterd se ptes koncové sekvence navaze na
komplementarni oligonukleotidy na sklicku za tvorby ,,mustku®. Polymerdza dosyntetizuje
komplementarni feté¢zec a nasledné je dvoutretézec DNA denaturovan. Cely cyklus se opakuje
a vysledkem je tvorba klastrt DNA na sklicku. Kazdy klastr tedy vznikl amplifikaci jednoho
puvodniho fragmentu DNA ze sekvenované knihovny. Posledni krok pfed samotnym
sekvenovanim je denaturace a vytvofeni jednofetézcovych DNA molekul v ramci klastri
(Adessi, Matton et al. 2000, Fedurco, Romieu et al. 2006). Béhem sekvena¢niho cyklu jsou
pridavany fluorescenéné znacené nukleotidy (kazdy nukleotid ma svou znacku), primery a
DNA polymeraza. V kazdém sekvenacnim cyklu je detekovana jedna baze. Po syntéze je
kamerou zachycena laserem indukovanad fluorescence, identifikovan nukleotid v kazdém
klastru prostfednictvim vysoce citlivé kamery (Obrazek 8). Nasledné jsou reverzibilni
fluorescen¢ni terminatory odstépeny a zafind novy sekvenacni cyklus, tzv. sekvenovani
syntézou. Fluorofor spolu s chemickou modifikaci zabranujici elongaci je poté odstépen ze
sekvence a klastr je znovu pfipraven na dalsi cyklus elongace. Pofadi vSech snimkil pro dany
klastr je poté konvertovano do sekvence bazi daného fragmentu sekvenacni knihovny.

C ¢¢

Takovych sekvenci (,,readi™) je na flow-cell v pribéhu sekvenace vytvoieno kolem 50 miliont
a naslednou bioinformatickou analyzou jsou mapovany na referencni sekvenci genomu

(Bentley, Balasubramanian et al. 2008, Metzker 2010).
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Obrazek 8 — schéma mistkové amplifikace na sklicku. Adaptory jsou naligovany na konce fragmenti.
Fragmenty se pfes adaptory navazi na primery na sklicku a pomoci mustkové amplifikace se z jednotlivych
fragmenti vytvoti klastry. Béhem kazdého sekvenaéniho cyklu se jeden fluorofor navaze na posledni nukleotid
na prodluzujicim se vldkné. Laser poté excituje fluorofory na vSech fragmentech a opticky scanner vyfoti signal

z kazdého shluku. Poté je sekvenacni terminator odstranén a sekvenacni cyklu za¢ina znovu.

Bioinformaticka analyza

Detekce jednonukleotidovych variant - SNVs (single nucleotide variants) a malych inserci a
deleci (INDELS) z hrubych dat mlze byt rozdéleno na 3 ¢asti: 1. Alignment- mapovani na
referencni genom, 2. Variant calling (genotypovani) — identifikovani oblasti, které¢ vykazuji
odliSnost oproti referen¢nimu genomu, 3. Filtrace variant a anotace — filtrace vybranych

odli$nosti/variant na zaklad¢ kvality sekvenovani a pfifazeni biologické funkce dané varianté.

Vysledkem sekvenovani na platformé Illumina je text ve formé FASTQ formétu obsahujici
miliony kratkych ¢teni spole€né s hodnotou kvality kazdé baze. Kvalita byla kontrolovana
pomoci FastQC v0.11.2. FASTQ soubory byly mapovany na referen¢ni genom pomoci
Novoalign v2.08.03 na genom hg19 za vytvoteni SAM formatu, ktery byl pomoci Picard tools
v1.129 softwaru transformovan na bindrni formu - BAM format. V tomto kroku byly
odstranény PCR duplikaty namapovanych readii, tedy sekvence molekul pochazejici ze
stejného ptivodniho fragmentu DNA. Kvalita namapovanych béazi byla kontrolovana pomoci

nastroje Genome Analysis Toolkit (GATK) v3.3. Finadlni BAM soubor byl konvertovan pomoci
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GATK pipeline do VCF formatu (variant-call format). K nalezenym variantam byly ptidany
informace z externich databazi (napt. ExAC, 1000Genome, ClinVar), hodnoty vybranych in
silico predik¢énich algoritml usnadiiujicich hodnoceni biologického vyznamu nalezenych
variant (napf. SIFT, Mutation Analyzer, MutationTaster, LRT, polyPhen-2, phyloP, GERP,
CADD nebo spidex). Findlni BAM data jednotlivych vzorka slouzi také k vizualizaci
sekvenacnich dat pomoci IGV (Integrative Genomics Viewer).

Stfedné dlouhé inzerce a tandemové duplikace (pfesahujici pfiblizn€ polovinu sekvenac¢niho
¢teni) byly hodnoceny pomoci nastroje Pindel s vyuzitim hodnoceni soft-klipovych bazi.
Vstupem pro analyzu byl BAM.

Pro analyzu velkych genomovych piestaveb (copy number variation; CNV) byl vyuzit
upraveny nastroj CNVKkit, ktery vychazi z pokryti daného useku. Hodnoty CNV skore byly
normalizovany. Vstupem pro analyzu byl BAM.

Pokryti vybranych cilovych oblasti bylo vizualizovano pomoci in-house nastroje pro kazdy
vzorek (R, Petra Zemankova). Hranice minimalniho pokryti pro spolehlivou identifikaci SNV

byla 20X. Vstupem pro analyzu byl BAM (Obrazek 9).

data3$coverage

Obrazek 9 - vizualizace pokryti cilovych oblasti genu BRCA!
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Klasifikace variant

Nejprve jsme analyzovali 18 gent klinicky relevantnich k HBOC syndromu dle NCCN a to:
ATM, BARDI, BRCAI, BRCA2, BRIPI, CDHI, CHEK2, MLHI, MSH2, MSH6, NBN, NF1,
PALB2, PTEN, RAD5IC, RAD51D, STKI11, TP53. Nalezené varianty s frekvenci <0,01 v
projektu 1000 Genomes a <0,05 v nenadorovych kontrolach byly rozd€leny do 3 skupin: 1)
patogenni / pravdépodobné patogenni varianty, 2) varianty nejasného vyznamu (Variants of
unknown/uncertain significance; VUS) a 3) benigni / pravdépodobné benigni varianty.

Klasifikace vychazela z doporu¢eni ENIGMA konsorcia (https://enigmaconsortium.org).

Vsechny nonsence, posunové a sestithové (+1-2bp) mutace spolu s rozsahlymi delecemi c¢i
inzercemi byly povaZzovany 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

nejasné¢ho vyznamu v genu 7P53 byly hodnoceny dle databaze IARC TP53 (http://p53.iarc.fr/).

Hodnoceni variant nejasného vyznamu v genu CHEK?2 vychazelo z funkéni analyzy (Kleiblova,

Stolarova et al. 2019).

Nésledné jsme hodnotili varianty v dalSich 201 genech analyzovanych panelem CZECANCA.
Nonsence, posunové a sestiihové (x1-2bp) 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.

Sangerovo sekvenovani

Pted vlastnim Sangerovym sekvenovanim byla provedena amplifikace ptislusnych usekti DNA
pomoci PCR reakce s vyuzitim FastStart Taq DNA Polymerase (Roche) za jednotnych
amplifika¢nich podminek a to: 5 minutovou denaturaci pti 95°C, nésledovanou 40 cykly pfi
95°C/30's, 60°C/30s, 72 °C/1 min/cyklus a zavére¢nou elongaci 7 minut pii 72 °C. Primery pro
konfirmaci nalezenych variant byly navrzeny pomoci webové aplikace Primer Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Po ovéfeni piitomnosti a kvality PCR

produktu pomoci gelové -elektroforézy byl vzorek purifikovdin pomoci ExoSAP-IT
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(Affymetrix). Jedna se o smés exonukleazy a alkalické fosfatazy vedouci k odstranéni primert
a nukleotidi nevyuzitych béhem PCR. Piecisténé PCR produkty byly substratem pro
sekvenacni reakci s pouzitim BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) obsahujici fluorescencné znacené dideoxynukleotidy. Vysledny produkt
sekvenacni reakce byl precistén acetdt/etanolovou precipitaci. Vzorek byl po denaturaci ve
formamidu analyzovdn na automatickém sekvendtoru ABI3130 (Applied Biosystems).

K vizualizaci elektroforeogramii byl pouzit program FinchTV 1.3.1 (Geospiza, Inc.).

MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification)

Metoda MLPA slouzi k detekci CNV (MRC Holland). Metoda je zalozena na soucasné
amplifikaci vice sond, které specificky cili na analyzované a kontrolni oblasti. Protoze kazda
sonda je tvofena ze dvou ¢asti, je podminkou uspésné amplifikace hybridizace obou ¢asti sond
k cilové oblasti spolu s jejich ligaci. Amplifikace v§ech zligovanych sond probihé univerzalnim
parem fluorescenéné znacenych primerd, které jsou komplementarni ke koncovym oblastem
sond. Délka jednotlivych sond se li§i diky zatazeni rizn¢ dlouhych sekvenci do jednotlivych
sond (Obrazek 10). Odlisna délka amplifikovanych znacenych sond umoziuje jejich separaci
kapilarni elektroforézou. Data jsou analyzovana pomoci Coffalyzeru (MRC Holland). Relativni
snizeni signdlu urcité sondy (velikosti plochy pod pikem) vzhledem k signalu kontrolnich sond

na polovinu ukazuje na deleci analyzované oblasti na jedné alele, zvySeni pak na duplikaci.

DENATURACE  HYBRIDIZACE LIGACE PROB  AMPLIFIKACE
VZORKUDNA PROB NALIGOVANYCH
PROB

Obrazek 10 - schématické znazornéni MPLA. Zdroj oficialni protokol MLPA (MRC Holland)(Holland
2019).
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Statisticka analyza

OR bylo pro vybrané geny spocitano pomoci Fisherova statistického testu a za signifikantni
byla povazovana hodnota p < 0,05. Pacientky, u kterych byly nalezeny dvé a vice patogennich
mutaci byly vyfazeny z analyzy OR. Pro identifikaci dalSich potencialnich genti, 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.
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VYSLEDKY

Charakterizace pacientek s karcinomem ovaria

Do studie bylo zahrnuto 1333 pacientek s karcinomem ovaria, které byly sekvenovany v sedmi
centrech s vyuzitim stejného panelu. Sekvenacni data byla hodnocena na nasem pracovisti
stejnou bioinformatickou pipeline. Skupina pacientek zahrnovala 1045 (78,4%) pacientek
pouze s karcinomem ovaria a 288 pacientek s nadorovou duplicitou, znichz u 210 byl
diagnostikovan karcinomu prsu a ovaria (15,8%) a u 78 karcinom ovaria a jiny tumor (5,9%).
Primérny veék v dob¢ diagnézy byl 53,7 let (15-86 let) a témét polovina (47,6%) pacientek méla
negativni rodinnou nddorovou anamnézu. U 65% (728/1120) pacientek s dostupnou informaci
o histologickém typu nadoru byl identifikovan ser6zni adenokarcinom, nejcastéji HG serdzni.
Téméf u dvou tfetin pacientek byl nador identifikovan v pokrocilém stadiu (III/IV). Detailni

klinicko-histopatologické charakteristiky jsou uvedeny v Tabulce 7.

Kategorie N % znamych
Vék v dobé diagnozy (roky)
<30 84 6.46
30-39 152 11.69
40-49 282 21.69
50-59 360 27.69
60-69 328 25.23
>70 94 7.23
n.a. 33
Osobni historie
pouze OC 1045 78.39
OC & BC 210 15.75
OC & jiné nadory 78 5.85
Rodinna historie
HOC 119 9.64
HBOC 345 27.96
MCF 182 14.75
Zadné 588 47.65
n.a. 99
Histologie
HG ser6zni 478 42.68
LG serdzni 85 7.59
Serozni nespecificky 165 14.73
Endometroidni 90 8.04
Mucindzni 43 3.84
Svétlobunécny 15 1.34
Jina 90 8.04
Borderline 154 13.75
n.a. 213
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Stadium v dobé diagnozy(FIGO)

I 302 31.46
1I 86 8.96
11 472 49.17
v 100 10.42

n.a. 373

Tabulka 7 - klinicko-patologické charakteristiky 1333 pacientek s karcinomem ovaria. Vysvétlivky: OC- ovarian
cancer/karcinom ovaria, BC - breast cancer/karcinom prsu, HOC - hereditary ovarian cancer/hereditarni karcinom ovaria,

MCF - multicancer family/rodina s vyskytem riznych typt nadorového onemocnéni.

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

V této studii jsme v prvni fazi hodnotili 18 gent predisponujicich k dédicnému karcinomu prsu
a ovaria dle NCCN (Guidelines for Genetic/Familial High-Risk Assessment: Breast, Ovarian
and Pancreatic (Version 1.2020;4 December 2019), u nichz je znama ¢i predpokladand asociace
se zvySenym rizikem vzniku karcinomu ovaria. U 427 (32%) pacientek s karcinomem ovaria
jsme identifikovali 441 patogennich mutaci v 18 genech se zndmou ¢i piedpokladanou
predispozici ke karcinomu prsu a ovaria. Mezi t€émito pacientkami bylo 13 nosi¢ek dvou nebo
tii patogennich mutaci, tyto pacientky byly vyfazeny s dalSich analyz (Tabulka 8). V souboru
2278 populacné-specifickych kontrol jsme v uvedenych 18 genech nalezli mutace u 58 jedinct

(2,5%) (Obrézek 11).
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ocC BC Dalsi nadory oC

Mut. 1| Mut.2 |Mut.3| 5 5 5 5 5 RA Histologie
(vek v dobé dg) | (veék v dobé dg) | (veék v dobé dg) g

BRCAI| ATM - 46,7 49,8 melanom (46) | HOC | HG ser6zni
BRCAI | CHEK? - 65,0 65,0 - 0 HG ser6zni
BRCAI| NBN - 52,1 - - MCF |HG ser6zni
BRCAIl| PTEN - 34 - - HBOC | HG ser6zni
BRCA2 | BARDI - 58,6 - - HOC | HG ser6zni
BRCA2 | BARDI - 53,0 - - HBOC | HG serdzni
BRCAI| TP53 - 40,8 - - HBOC | HG sero6zni
BRCAI| BRCA?2 - 48,7 46,5 - HBOC jina
BRIPI | TP53 - 30,0 44.0 - MCF jina
BRCAI | BRCA2 | CDH1 56,0 n.a. - HBOC n.a.
BRCAI | MLHI - 42,3 38,3 endometria (58) | HBOC n.a.
BRCAI| NBN - 46,0 - - HOC n.a.
BRCA2 | CHEK? - 61,7 66,4 - 0 n.a.

Tabulka 8 - klinickd a patologickéd charakteristika vicendsobnych nosi¢ek mutaci. Vysvétlivky: n.a. not

available; HOC-hereditary ovarian cancer/dédicny karcinom ovaria; HBOC- hereditary breast and ovarian

cancer/dédi¢ny karcinom prsu a ovaria; MCF-Multiple cancer families/rodiny s viceCetnym vyskytem nadorového

onemocnéni; OC-ovarian cancer/karcinom ovaria; BC- breast cancer/karcinom prsu; RA — rodinna anamnéza; HG -high

grade; LG - low grade
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Obrazek 11 - u 427 nosic¢ek bylo nalezeno 441 mutaci v 18 znamych ¢i oéekavanych predispozi¢nich genech
asociovanych s karcinomem prsu a ovaria. Dohromady u 399 nosi¢ek byla nalezena mutace v nékterém z
10 gentl signifikantné asociovanych se vznikem karcinomu ovaria, zde znazornény cervené. Gen STKI! je
zahrnut mezi ovarialni predispozi¢ni geny, protoZe se jednd o vzacné mutovany gen s prokdzanou asociaci se

vznikem karcinomu ovaria.

Signifikantn¢ zvySené riziko vzniku karcinomu ovaria jsme v nasi praci nalezli u nosicek
zarode¢nych mutaci v 10 genech (Tabulka 9).

Nejcastéji mutovanymi geny u pacientek byly hlavni predispoziéni geny BRCAI a BRCA2
(323/1320; 24,5% pacientek). U populacné-specifickych kontrol jsme nalezli mutace
v BRCA1/2 u 12/2278 jedincu (0,5%). Vice neZ tietinu vSech mutaci v BRCA1/2 (114/323;
35,9%) u pacientek predstavovaly tii zakladatelské (,,founder) mutace v BRCAI ¢.5266dupC,
c.3700_3704delGTAAA ac.181 T >G.

U 65/1320 (4,9%) pacientek s karcinomem ovaria a 19/2278 kontrol (0,8%) byla nalezena
mutace v jednom z dalSich 8 gent signifikantné asociovanych se zvySenym rizikem vzniku
karcinomu ovaria (v€etné genu STK/I, ktery vna$i studii nedosdhl hranice statistické
vyznamnosti kviili velmi nizké frekvenci mutaci, avSak patii mezi geny s potvrzenym vysokym
rizikem vzniku karcinomu ovaria).

Velké genomové prestavby piedstavovaly 8,4% (37/441) ze vSech patogennich mutaci a byly
nalezeny v sedmi genech: BRCAI (23x), BRIP1 (4x), CHEK?2 (4x), MLHI (2x), STK11 (2%),
PALB2 (1x) a CDHI (1x) u 37/1333 (2,8%) pacientek. U kontrolni skupiny jsme pii CNV
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analyze 18 uvedenych genti nalezli pouze jednu duplikaci postihujici cely gen MSH6, kterou

jsme klasifikovali jako variantu nejasného vyznamu.

Gen

1,320 OC pacientek > ©
N mutaci (%)

2,278 PSK
N mutaci (%)

OR (95% CI); p®

Zvysené riziko OCY

BRCAI © 229 (17,35) 5(0,22)| 95,2 (40,1 - 295,2); 1,83x10"7
BRCA2© 94 (7,12) 7(0,31)| 24,9 (11,6 - 63,6); 1,16x10°3
RAD5ID 13 (0,98) 2(0,09)| 11,3 (2,6 - 103,4); 9,66x10°
RAD5IC 13 (0,98) 4(0,18)| 5,7 (1,7 - 23,8); 0,001
BRIPI © 10 (0,76) 5022)| 3,5(1,1-13);0,03

MLH]I © 4(0,3) 1(0,04)] 6,9 (0,7 - 340,4); 0,06 9
MSH? 3(0,23) 0] -;0,0499

MSH6 3(0,23) 0| -;0,0499

STKI11 2(0,15) 0] -;0,13

Potencionalné zvysené riziko OC nebo neprokazatelné riziko OC ?

NBN© 14 (1,06) 70,31)] 3,5 (1,3 -10,2); 0,006
PALB2 8 (0,61) 9(0,40)| 1,5(0,5 - 4,5); 0,45
ATM © 6 (0,45) 8(0,35)| 1,3 (04-43);0,78
BARD1° 3(0,23) 0| -;0,049

Nezvysujici riziko OC ¥
CHEK2° 11(0,83) 8(035)] 2,4(0,9 - 6,8); 0,06
P53 1(0,08) 20,09 0.9(0-16,6); 1
CDH]I° 0 0| -
PTEN® 0 0| -
NF1 0 0] -

Tabulka 9 - frekvence mutaci u 1 320 pacientek s karcinomem ovaria a 2 278 populacné specifickych kontrol

(PSK).

3 Prevalence mutaci u viech 1 333 pacientil (véetné 13 nosicli vice mutaci) je uvedena v (Lhotova, Stolarova et

al. 2020)

b Klasifikace genti dle NCCN guidelines verze 2020.1.

° Vyfazeni 13 nasobnych nosi¢ek popsanych v obrazku 11 and tabulce 8.

9 Analyza viech genii Lynchova syndrome: OR=22,63 (95%CI 3,4 — 958,5); p=1,95x107%.
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2

| E|3s
N E S N =~ ‘§ § E%
NMMEEHEHEHEIBHBEEEEHERHERE
HAEHMMHHERPENENMNRRRN SR

Vék v dobé diagnozy (roky)
<30 2 1| 2 1 1 1 1| 4 13| 71 84
30-39(20 | 1 10 |1]2]1 1 0 28122 150
40-49(79 (12 | 4 | 3 | 2 | 1 1 2 |2 1 0 107|171 278
50-59 | 84 | 38| 5 | 5| 4|1 1 6 1 1|3 0 149|207 356
60-69 | 32 | 33 4 | 3 1 3 (33 2 86 | 240 326
>70( 9 | 8 1 1 1 1|2 1 1 1 1 27| 67 94
na.| 3 1 4| 28 32

Osobni nadorova historie
OC&BC| 73 (28| 2 1 4 | 4 1 1|2 116 87 203
pouzeOC (14960 | 10 | 12 |10 | 1 | 2 | 2 | 2 | 9 | 4 | 5 1|9 1 2771761 1038
OC&non-BC| 7 | 6 | 1 3 (1 1 1 1 21| 58 79

Rodinna nadorovd historie
HOC| 42 |11 | 1 1 1 1|3 60| 56 116
HBOC| 90 |37 |5 | 1| 2 2 1 1 1 1|2 1 144|195 339
MCF | 33 | 14 1 1 1 3122 2 59121 180
zadna | 57 |28 | 5 (10| 7 | 3 1 9 1| 4 133|454 587
na. | 7 | 4 | 2 1 1 1 1 1 18| 80 98

Stadium v dobé diagnozy
126 |12 | 1 1 13|12 7 1 3 58241 299
m| 20| 2 2 1 2 2 29| 57 86
nri109(39 (6 | 8 | 4 1 3 1 2 | 4 177|289 466
v|i21| 4 | 4 2 2 |2 1 1 37| 63 100
na |53 37| 2|23 1 11213 3 1|2 113|256 369

Histologie

HGserozni (101 | 45 5 | 7 | 2 | 2 | 2 3 (512113 178 | 294 472
Serdzni nespecifikovany | 39 [ 13 [ 1 | 3 | 2 1 1 1 61104 165
Borderline | 34 | 10 | 1 1|2 1 2 1 52(100 152
Endometroidni | 16 2 1 1 2 2 4 30| 60 90
Mucinézni | 3 2 1 S| 35 43
LG serézni | 8 3 1 12 72 84
Svétlobunéény | 1 1 21 13 15
Jiné| 2 1 1 1 1 2 1 1 10| 80 90
na |25 |18 | 3 1] 2 1 1 1 3 (2 1 1|2 61| 148 209
Suma 229 94| 13| 13| 10| 4| 3| 3| 2| 14| 8| 6| 3| 11 1 0| 0| 0414|906 1320

Tabulka 10 — klinicko-patologicka charakteristika nosi¢ek mutace v HBOC genech dle NCCN guidelines (nosicky mutace
ve skuping 1320 pacientek s karcinomem ovaria po vyfazeni 13 pacientek s dvéma a vice mutacemi). Deset gentl, které jsou
signifikantné asociovany s rizikem vzniku karcinomu ovaria je zvyraznéno zluté. Vysvétlivky: n.a. not available; HOC-
hereditary ovarian cancer/dédi¢ny karcinom ovaria; HBOC- hereditary breast and ovarian cancer/dédi¢ny karcinom prsu a ovaria; MCF-
Multiple cancer families/rodiny s viceCetnym vyskytem nadorového onemocnéni; OC-ovarian cancer/karcinom ovaria; BC- breast

cancer/karcinom prsu; HG -high grade; LG - low grade
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Klinicka a histopatologicka charakteristika pozitivné testovanych
pacientek

Klinicko-patologické charakteristiky byly hodnoceny u pozitivné testovanych pacientek
s jednou nalezenou mutaci v nékterém z 10 gend, které byly v nasi populaci statisticky
vyznamn¢ asociovany s vysokym ¢i stfedné zvySenym rizikem vzniku karcinomu ovaria

(Tabulka 9, Tabulka 10).

Charakteristika nosi¢li mutace ve vztahu k véku v dobé diagnézy

Nejvyssi frekvence mutaci byla zachycena u pacientek, kterym byl diagnostikovan karcinom
ovaria ve v€ku 40-49 let (37,4%) a 50-59 let (40,7%). Naopak nejnizsi frekvence byla u
pacientek, u kterych byla diagndza stanovena pred 30. rokem Zivota (8,3%) (Obrazek 12A). 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). Tento rozdil byl primarné¢ zplisoben frekvenci
mutaci v genech BRCAI a BRCA2 (18,1% u pacientek > 70 let vs. 3,6% u pacientek <30 let),
zatimco frekvence mutaci v ostatnich genech byla srovnatelna (4,8% vs. 4,3%). Primérny vék
v dobé diagnozy se lisil u nosicek mutace v genu BRCAI (median 51,0 let, v rozmezi 23-78 let)
a u nosi¢ek mutace v genu BRCA2 (median 58,4 let, v rozmezi 27,78 let, p=8,5x1071%). V
ostatnich genech, ve kterych byly zachyceny mutace u nejméné 10 pacientek, stoupal primérny
veék v dobé diagndzy u nosi¢ek mutaci v genu RADS5 1 C (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). Primémy vek v dobé diagndzy pro nosicky
mutace v MMR genech asociovanych s Lynchovym syndromem byl 46,0 let (v rozmezi 35-73
let), avSak i zde jsou rozdily mezi jednotlivymi geny. Pro MSH6 byl prumérny vék pacientek
v dobé diagndzy 51,0 let (v rozmezi 35-73 let), zatimco pro MLHI/MSH?2 byl 44,1 let (v

rozmezi 37-61 let).
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A. Vékvdobédg. B. Osobni nadorova historie C. Rodinna nadorova historie
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Obrazek 12 - rozdéleni nosi¢ek mutaci do klinicko-patologickych podskupin podle: A) véku v dob¢ diagnozy,
B) Osobni nadorové historie, C) Rodinné nadorové historie, D) Stadia v dob¢ diagnozy a E) histologie u 1320

pacientek s karcinomem ovaria.

Charakteristika nosi¢i mutace ve vztahu k osobni a rodinné nadorové
anamnéze

Nejvyssi Cetnost mutaci jsme zachytili u pacientek s nddorovou 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 nddorovym onemocnénim mimo karcinom prsu (21/79; 26,6%)

(Obrazek 12B).

Nejcastéji byly nalezeny mutace v hlavnich predispozi¢nich genech BRCAI a BRCAZ2. 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 nizsi. Zatimco u pacientek s duplicitnim

nadorovym onemocnénim karcinomu ovaria a dal§iho nddoru mimo karcinom prsu a mutaci
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v MMR genech byl vedle karcinomu ovaria typicky diagnostikovan karcinom kolorekta a
endometria, u nosi¢ek mutaci v BRCAI/2 ze stejné skupiny pacientek byla diagnostikovana
fada nadorti (nadory Stitné zlazy, délozniho ¢ipku, mocového méchyte, plic, pobfisnice,

endometria ¢i po melanomy i nemelanomové nadory ktize).

Frekvence mutaci u pacientek z rodin s dédi¢nym vyskytem karcinomu ovaria byla 49,1%
(Obrazek 12C). Nizsi frekvenci mutaci jsme zachytili v rodindch s vyskytem karcinomu prsu a
ovaria (41,0%) a v rodindch s vicecetnym vyskytem dalSich nadorti (Multicancer families;
MCF)(29,4%). Nejniz$i, 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 téméf tietinu vSech mutaci
(30,9%; 120/338). Pokles ve frekvenci mutaci u pacientek s odliSnou rodinnou nadorovou
anamnézou souvisel pfedevS§im s klesajici frekvenci mutaci v genech BRCA1/2 v téchto
skupinach pacientek. Patogenni mutace v hlavnich predispozi¢nich genech BRCAI a BRCA2
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.

Charakteristika nosici mutace vzhledem ke stadiu a histologii
onemocnéni

Témétr u 60% pacientek byl karcinom ovaria diagnostikovan ve stadiu III a IV dle FIGO
klasifikace. Nosicky patogennich mutaci v jednotlivych stadiich onemocnéni tvoftily ptiblizné
tretinu pacientek (31,4% ve stadiu II; 35,8% ve stadiu III; 33,0% ve stadiu [V) s vyjimkou Zzen
s karcinomem ovaria ve stadiu I (18,1%) (Obrazek 12D). Je zajimavé, Ze u Sesti z osmi
pacientek s mutaci v MMR genu (Lynchitv syndrom) bylo onemocnéni diagnostikovano ve

stadiu I.

Podle frekvence mutaci jsme mohli rozd¢lit histologické typy karcinomi ovaria do 2 skupin
(Obrazek 12E). Podskupinu nadorii s vysokou frekvenci mutaci (34,5%; 303/879 pacientek)
piedstavovaly HG/nespecifikované ser6zni, borderline a endometroidni nadory, zatimco do
podskupiny s nizkou frekvenci mutaci (12,1%; 28/232) spadaly LG serdzni, mucindzni,
svétlobunécné a dalsi vzacné histologické typy nadorti ovaria. Frekvence mutaci v genech
BRCAI a BRCA?2 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 BRIPI/RAD51C/RAD51D napti¢ histologickymi typy byla
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podobna jako u mutaci v genech BRCAI a BRCA2. Nejnizsi frekvence mutaci (7,8%; 7/90)

jsme nalezli i pacientek se vzacnymi histologickymi typy nddori ovaria.

Mutace v dalSich 201 analyzovanych genech

V dalsi fazi této prace jsme hodnotili dalSich 201 gent analyzovanych panelem CZECANCA.
V téchto genech jsme nalezli 230 mutaci v 89 genech u 208 pacientek (15,6%) (Tabulka 11A,
B), pricemz 149 pacientek (11,2%) neslo mutaci pouze v n¢kterém z téchto 201 genti a 59

pacientek (4,4%) neslo zarovenl mutaci i v jednom z 10 genl asociovanych s karcinomem

ovaria.
Vsechny pacientky (N=1,333) Kontroly (N=2,278)
Gen N (Mut) N (WT) N (Mut) N (WT) OR 95% CI p
PPMID ¥ 15 1318 2 2276 12,9 3,0 116,9 1,8E-05
NATI 13 1320 5 2273 4,5 1,5 16,1 0,0027
FAN1 8 1325 6 2272 2,3 0,7 8,0 0,16
MMP8 6 1327 4 2274 2,6 0,6 12,4 0,19
PMSI 6 1327 3 2275 3,4 0,7 21,2 0,084
HELQ 6 1327 2 2276 5,1 0,9 52,2 0,058
FANCG 5 1328 2 2276 43 0,7 45,0 0,11
EXO1 5 1328 2 2276 43 0,7 45,0 0,11
RECQOL4 5 1328 6 2272 1,4 0,3 5,6 0,55
FANCM 5 1328 6 2272 1,4 0,3 5,6 0,55
SHPRH 5 1328 1 2277 8,6 1,0 404,8 0,028
FANCI 5 1328 6 2272 1,4 0,3 5,6 0,55
RAD50 5 1328 5 2273 1,7 0,4 7,5 0,51
RECQOL 4 1329 7 2271 1,0 0,2 3,8 1,00
RECQLS 4 1329 7 2271 1,0 0,2 3,8 1,00
MCPHI 4 1329 11 2267 0,6 0,1 2,1 0,59
RADS4L 4 1329 4 2274 1,7 0,3 9,2 0,48
FANCD2 3 1330 1 2277 5,1 0,4 269,3 0,15
MLH3 3 1330 3 2275 1,7 0,2 12,8 0,68
FANCA 3 1330 2 2276 2,6 0,3 30,8 0,37
SETX 3 1330 2 2276 2,6 0,3 30,8 0,37
TELO2 3 1330 4 2274 1,3 0,2 7,6 0,71
MSRI 3 1330 5 2273 1,0 0,2 53 1,00
MSH3 3 1330 9 2269 0,6 0,1 2,3 0,55
RFC4 3 1330 0 2278 n.a. 0,050
ZNF365 3 1330 0 2278 n.a. 0,050
MPL 3 1330 1 2277 5,1 0,4 269,3 0,15
RADIS 3 1330 1 2277 5,1 0,4 269,3 0,15
ALK 3 1330 3 2275 1,7 0,2 12,8 0,68
SLX4 3 1330 3 2275 1,7 0,2 12,8 0,68
MUSS81 2 1331 1 2277 3.4 0,2 201,7 0,56
NFI 2 1331 1 2277 3,4 0,2 201,7 0,56
XPA 2 1331 1 2277 3.4 0,2 201,7 0,56
DPYD 2 1331 2 2276 1,7 0,1 23,6 0,63
RNF168 2 1331 2 2276 1,7 0,1 23,6 0,63
0GG1 2 1331 3 2275 1,1 0,1 10,0 1,00
RADS51B 2 1331 3 2275 1,1 0,1 10,0 1,00
TLR2 2 1331 3 2275 1,1 0,1 10,0 1,00
FANCF 2 1331 4 2274 0,9 0,1 6,0 1,00
ATR 2 1331 6 2272 0,6 0,1 3,2 0,72
WRN 2 1331 8 2270 0,4 0,0 2,1 0,34
BLM 2 1331 9 2269 0,4 0,0 1,8 0,35
XRCCI 2 1331 9 2269 0,4 0,0 1,8 0,35
BUBIB 2 1331 0 2278 n.a. 0,14
ERCCS 2 1331 0 2278 n.a. 0,14
RADS2 2 1331 0 2278 n.a. 0,14
BRCC3 2 1331 1 2277 3,4 0,2 201,7 0,56
UIMCl1 2 1331 1 2277 3,4 0,2 201,7 0,56
PLA2G24 2 1331 2 2276 1,7 0,1 23,6 0,63
POLE 2 1331 3 2275 1,1 0,1 10,0 1,00
ATRIP 2 1331 4 2274 0,9 0,1 6,0 1,00
DNAJC21 2 1331 4 2274 0,9 0,1 6,0 1,00
ERCC3 2 1331 10 2268 0,3 0,0 1,6 0,23
ERCC6 2 1331 0 2278 n.a. 0,14
FAAP24 2 1331 0 2278 n.a. 0,14
APEX] 2 1331 5 2273 0,7 0,1 42 1,00
CASPS 1 1332 1 2277 1,7 0,0 134,1 1,00
DMC1 1 1332 1 2277 1,7 0,0 134,1 1,00
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FANCE 1 1332 1 2277 1,7 0,0 134,1 1,00
FLCN 1 1332 1 2277 17 0,0 1341 1,00
RADI 1 1332 1 2277 % 0,0 134,1 1,00

SDHAF2 1 1332 1 2277 L7 0,0 134,1 1,00
XRCC4 1 1332 1 2277 17 0,0 134,1 1,00
CWFI9L2 1 1332 2 2276 0,9 0,0 16.4 1,00
POLDI 1 1332 2 2276 0,9 0,0 16,4 1,00
TLR4 1 1332 2 2276 0,9 0,0 16,4 1,00
NCAMI 1 1332 3 2275 0,6 0,0 7.1 1,00
PRFI 1 1332 3 2275 0,6 0,0 7.1 1,00
TSHR 1 1332 3 2275 0,6 0,0 7.1 1,00
LIG3 1 1332 4 2274 0.4 0,0 43 0,66
RAD34B 1 1332 5 2273 03 0,0 3,1 0,42

DCLREIC 1 1332 10 2268 0.2 0,0 1.2 0,064
MDCI 1 1332 13 2265 0,1 0,0 0,9 0,024
BRAP 1 1332 0 2278 na. 037
GRB7 1 1332 0 2278 na. 0,37

HOXBI3 1 1332 0 2278 n.a. 0,37
CHEKI 1 1332 0 2278 na. 0,37
LIG4 1 1332 0 2278 na. 0,37
PTCHI 1 1332 0 2278 na. 0,37
RADIA 1 1332 0 2278 na. 0,37
RUNXI 1 1332 0 2278 na. 0,37
SBDS 1 1332 0 2278 na. 0,37
TERF2 1 1332 0 2278 n.a. 0,37
AIP 1 1332 1 2277 L7 0,0 134,1 1,00

FAMI754 1 1332 1 2277 17 0,0 134,1 1,00
EPHXI 1 1332 2 2276 0,9 0,0 16,4 1,00
RBBPS 1 1332 2 2276 0,9 0,0 16,4 1,00
ERCC2 1 1332 6 2272 03 0,0 23 0,27
RFCI 1 1332 0 2278 n.a. 037
ATMIN 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00

BABAMI 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00

BRE 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
CSNKID 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
CYLD 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
DDB2 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
ERCC4 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
EXT2 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
EYA2 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
FANCL 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
HUSI 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
KCNJ5 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
NELFB 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
NFKBIZ 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
NSDI 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
POLB 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
PRKDC 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
PITG2 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00

RHBDF2 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00

TCLIA 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00

TP53BP1 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
75CI 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
UBE2V2 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
XPC 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
ZNF350 0 1333 1 2277 0,0 0,0 66.6 1,00
CEP57 0 1333 2 2276 0,0 0,0 9.1 0,53
FANCB 0 1333 2 2276 0,0 0,0 9.1 0,53
MUTYH 0 1333 2 2276 0,0 0,0 9.1 0,53
RFCI 0 1333 2 2276 0,0 0,0 9.1 0,53
XRCC2 0 1333 2 2276 0,0 0,0 9.1 0,53
XRCC3 0 1333 2 2276 0,0 0,0 9,1 0,53
ESR2 0 1333 3 2275 0,0 0,0 4,1 0,30
HNFI4 0 1333 3 2275 0,0 0,0 4.1 0,30
MSHS 0 1333 3 2275 0,0 0,0 4,1 0,30
PREX2 0 1333 4 2274 0,0 0,0 2,6 0,30
FANCC 0 1333 5 2273 0,0 0,0 1.9 0,17
SMAD4 0 1333 5 2273 0,0 0,0 1,9 0,17
AURKA 0 1333 9 2269 0,0 0,0 0,9 0,031

Tabulka 11A - nalezené mutace v dalSich 201 analyzovanych genech. Signifikantné asociované geny

(p<0.05) jsou zvyraznény Zlut€. Poznamka: ® jedna pacientka je nosi¢kou 2 mozaickych trunkaénich mutaci v genu

PPMID.
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Negativni pac

(N=934)*

Controls (N=2,278)

N (Mut) N (WT) N (Mut) | N (WT) OR | 95% CI
PPMID 12 922 2 2276 | 14.8 3.3 ]136.7 1,7E-05
NATI 8 926 5 2273 | 39 1L,1] 153 0,0262
FANI 5 929 6 2272 2.0 0,5 8.0 0,32
MMPS 6 928 4 2274 | 3.7 09| 17,7 0,041
PMS1 5 929 3 2275 | 4.1 08| 263 0,051
HELO 4 930 2 2276 | 4.9 0.7 | 54.1 0,063
FANCG 5 929 2 2276 | 6.1 1.0 644 0,025
EXO1 4 930 2 2276 | 4.9 0.7 | 54.1 0,063
RECOL4 4 930 6 2272 | 1.6 0.3 6,9 0,49
FANCM 3 931 6 2272 | 1.2 0,2 5.7 0,73
SHPRH 2 932 1 2277 4.9 0,3 | 287.9 0,20
FANCI 2 932 6 2272 0.8 0.1 4,6 1,00
RADS0 2 932 S 2273 | 1.0 0.1 6,0 1,00
RECOL 3 931 7 2271 1.0 0,2 4,6 1,00
RECOLS 3 931 7 2271 1.0 0,2 4,6 1,00
MCPHI 3 931 11 2267 | 0.7 0.1 2,5 0,77
RADS4L 2 932 4 2274 | 1.2 0.1 8.5 1,00
FANCD2 3 931 1 22771 7.3 0,6 | 384.5 0,077
MLH3 3 931 3 2275 24 03] 183 0,37
FANCA 2 932 2 2276 | 24 02| 337 0,58
SETX 2 932 2 2276 | 2.4 02| 337 0,58
TELO2 2 932 4 2274 | 1.2 0.1 8.5 1,00
MSRI 2 932 5 2273 | 1.0 0.1 6,0 1,00
MSH3 2 932 9 2269 | 05 0,1 2,6 0,53
RFC4 2 932 0 2278 | n.a 0,084
ZNF365 2 932 0 2278 | n.a. 0,084
MPL 1 933 1 2277 2.4 0.0 1914 0,50
RADI8 1 933 1 2277 | 24 001914 0,50
ALK 1 933 3 2275 0.8 00| 10.1 1,00
SLX4 1 933 3 2275 0.8 0,0 10,1 1,00
MUSS81 2 932 1 2277 4.9 0,3 | 287.9 0,20
NF1 2 932 1 2277 | 49 0,3 | 287.9 0,20
XPA 2 932 1 2277 4.9 0,3 | 287.9 0,20
DPYD 2 932 2 2276 | 2.4 02| 337 0,58
RNF168 2 932 2 2276 | 24 02| 337 0,58
0GG1 2 932 3 2275 1.6 0.1] 142 0,63
RADS1B 2 932 3 2275 | 1,6 01| 142 0,63
TLR2 2 932 3 2275 1.6 0.1] 142 0,63
FANCF 2 932 4 2274 | 1.2 0,1 8.5 1,00
ATR 2 932 6 2272 | 0.8 0.1 4,6 1,00
WRN 2 932 8 2270 | 0,6 0.1 3.1 0,73
BLM 2 932 9 2269 | 0.5 0.1 2,6 0,53
XRCCI 2 932 9 2269 | 0,5 0,1 2,6 0,53
BUBIB 2 932 0 2278 | n.a 0,084
ERCCS 2 932 0 2278 | n.a 0,084
RADS2 2 932 0 2278 | n.a. 0,084
BRCC3 1 933 1 2277 2.4 0.0 1914 0,50
UIMC1 1 933 1 2277 24 0,0 191.4 0,50
PLA2G24 1 933 2 2276 | 1.2 00| 235 1,00
POLE 1 933 3 2275 0.8 00| 10,1 1,00
ATRIP 1 933 4 2274 0.6 0,0 6.2 1,00
DNAJC21 1 933 4 2274 | 0,6 0,0 6,2 1,00
ERCC3 1 933 10 2268 | 0.2 0,0 1.7 0,19
ERCC6 1 933 0 2278 | n.a 0,29
FAAP24 1 933 0 2278 | n.a. 0,29
APEXI 0 934 5 2273 | 0.0 0,0 2,7 0,33
CASPS 1 933 1 2277 2.4 0.0 | 1914 0,50
DMC1 1 933 1 2277 24 0.0 | 1914 0,50
FANCE 1 933 1 2277 24 0,0 1914 0,50
FLCN 1 933 1 2277 2.4 0.0 | 1914 0,50
RAD1 1 933 1 2277 24 0,0 1914 0,50
SDHAF2 1 933 1 2277 2.4 0.0 | 1914 0,50
XRCC4 1 933 1 2277 24 0,0 1914 0,50
CWFI19L2 1 933 2 2276 | 1.2 00| 235 1,00
POLDI 1 933 2 2276 | 1.2 00| 235 1,00
TLR4 1 933 2 2276 | 1.2 00| 235 1,00
NCAM1 1 933 3 2275 0.8 00| 10,1 1,00
PRF1 1 933 3 2275 0.8 0.0 10.1 1,00
TSHR 1 933 3 2275 0.8 00| 10,1 1,00
LIG3 1 933 4 2274 | 0,6 0,0 6.2 1,00
RAD54B 1 933 S 2273 | 0.5 0,0 4.4 0,68
DCLREIC 1 933 10 2268 | 02 0,0 1.7 0,19
MDC1 1 933 13 2265 | 0.2 0,0 1,2 0,080
BRAP 1 933 0 2278 | n.a 0,29
GRB7 1 933 0 2278 | n.a 0,29
HOXBI3 1 933 0 2278 | n.a 0,29
CHEK1 1 933 0 2278 | n.a 0,29
LIG4 1 933 0 2278 | n.a 0,29
PTCHI 1 933 0 2278 | n.a 0,29
RADY4 1 933 0 2278 | n.a 0,29
RUNX1 1 933 0 2278 | n.a 0,29
SBDS 1 933 0 2278 | n.a 0,29
TERF2 1 933 0 2278 | n.a. 0,29
AIP 0 934 1 22771 0.0 00| 950 1,00
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FAMI754 0 934 1 2277 0.0 00| 950 1,00
EPHXI 0 934 2 2276 | 0.0 00| 13.0 1,00
RBBPS 0 934 2 2276 | 0,0 00| 13.0 1,00
ERCC2 0 934 6 2272 | 0.0 0,0 2,1 0,19
RFCI 0 934 0 2278 | n.a. 1,00
ATMIN 0 934 1 2277 0.0 00| 950 1,00
BABAMI 0 934 1 22771 0,0 00| 95.0 1,00
BRE 0 934 1 2277 0.0 00| 950 1,00
CSNKI1D 0 934 1 22771 0,0 00| 95.0 1,00
CYLD 0 934 1 2277 0.0 00| 950 1,00
DDB2 0 934 1 22771 0,0 00| 95.0 1,00
ERCC4 0 934 1 2277 0.0 00| 950 1,00
EXT2 0 934 1 22771 0.0 00| 95.0 1,00
EYA2 0 934 1 2277 0.0 00| 95.0 1,00
FANCL 0 934 1 2277 0.0 00| 950 1,00
HUSI 0 934 1 22771 0.0 00| 95.0 1,00
KCNJ5 0 934 1 2277 0.0 00| 950 1,00
NELFB 0 934 1 22771 0.0 00| 95.0 1,00
NFKBIZ 0 934 1 2277 0.0 00| 950 1,00
NSDI1 0 934 1 22771 0,0 00| 95.0 1,00
POLB 0 934 1 2277 0.0 00| 950 1,00
PRKDC 0 934 1 22771 0,0 00| 95.0 1,00
PTTG2 0 934 1 2277 0.0 00| 950 1,00
RHBDF2 0 934 1 22771 0.0 00| 95.0 1,00
TCLI1A 0 934 1 2277 0.0 00| 950 1,00
TP53BP1 0 934 1 2277 | 0,0 00| 95.0 1,00
7S8C1 0 934 1 2277 0.0 00| 95.0 1,00
UBE2V2 0 934 1 22771 0,0 00| 95.0 1,00
XPC 0 934 1 2277 0.0 00| 95.0 1,00
ZNF350 0 934 1 22771 0,0 00| 95.0 1,00
CEP57 0 934 2 2276 | 0.0 00| 13.0 1,00
FANCB 0 934 2 2276 | 0,0 00| 13,0 1,00
MUTYH 0 934 2 2276 | 0.0 00| 13.0 1,00
RFCI 0 934 2 2276 | 0,0 00| 13,0 1,00
XRCC2 0 934 2 2276 | 0.0 00| 13.0 1,00
XRCC3 0 934 2 2276 | 0,0 00| 13,0 1,00
ESR2 0 934 3 2275 0.0 0,0 59 0,56
HNFI4 0 934 3 2275 0.0 0,0 59 0,56
MSHS 0 934 3 2275 0,0 0,0 5.9 0,56
PREX2 0 934 4 2274 0.0 0,0 3.7 0,33
FANCC 0 934 5 2273 | 0,0 0,0 2,7 0,33
SMAD4 0 934 5 2273 | 0.0 0,0 2,7 0,33
AURKA 0 934 9 2269 | 0,0 0,0 1,2 0,067

Tabulka 11B - prevalence mutaci v dal$ich 201 analyzovanych genech u 934 pacientek negativné
testovanych na pfitomnost patogenni mutace v 10 genech signifikantné asociovanych s rizikem zniku

karcinomu ovaria.

Mutace v 201 genech byly vzacné. Vyssi prevalence mutaci u pacientek v porovnani
s populacné specifickymi kontrolami jsme pozorovali u gentt PPMI1D, NATI a SHPRH. Po
vylouceni nosi¢ek mutaci v 10 genech asociovanych s karcinomem ovaria byly s vySSim
rizikem vzniku tohoto onemocnéni asociovany mutace v genech PPMI1D, NATI, MMPS§ a

FANCG (Tabulka 12).
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Gen

Pacientky
N Mutaci (%)

2,278 PSK
N Mutaci (%)

OR (95% CI); p (Bonferroni korekce p)

Vsechny OC pacientky (1,333)

PPMID 16 (1,20) 2(0,09) | 13,82 (3,24 - 124,22); 7.4x10° (0,001)
NATI 13 (0,98) 5(0,22) | 4,48 (1,49 - 16,07); 0,003 (n.s.)
SHPRH 5(0,38) 1 (0,04) | 8,57 (0,96 - 404,83); 0,028 (n.s.)

934 OC pacientek bez mutace v néjakém z

10 genu signifikantné asociovanych s karcinomem ovaria

PPMID 12 (1,28) 2 (0,09) | 14,80 (3,28 - 136,67); 1,7x10° (0,003)
NATI 8 (0,86) 5(0,22) ] 3,96 (1,13 - 15,30); 0,026 (n.s.)
MMPS 6 (0,64) 4(0,18) | 3,67 (0,87 - 17,74); 0,041 (n.s.)
FANCG 5(0,53) 2(0,09) | 6,12 (1,00 - 64.,45); 0,025 (n.s.)

Tabulka 12 - dalSich 201 analyzovancyh geni asociovanych s rizikem vzniku karcinomu ovaria ve skupiné

vSech pacientek a ve skupiné 934 pacientek bez zname mutace v n¢jakém z 10 gend signifikantné asociovanych

s rizikem vzniku karcinomu ovaria v nasi populaci. Vysvétlivky: n.s., non-significant/nesignifikantni.

Po Bonferroniho korekci u pacientek bez zdrode¢né mutace v nékterém z gent asociovanych

s karcinomem ovaria byly s karcinomem ovaria statisticky vyznamné (p=0,003) asociovany

pouze mutace v genu PPMID. Vsechny mutace v genu PPMID byly pfitomny ve formé
mozaiky s minoritni alelickou frekvenci (MAF) od 14% do 60% u pacientek a od 17% do 19%

u kontrol. VSechny odbé&ry krve za G¢elem genetického testovani byly u pacientek s pozitivnim

zachytem mutace v genu PPM1D provedeny po zahdjeni chemoterapie (v priméru 38 mésict,

rozmezi 4 mésice az 7,1 roku). Sedm z 15 nosicek mutace v genu PPM 1D neslo zaroven mutaci

v nékterém z DNA reparacnich genti (3XxBRCA2, 1xPALB2, 1xEXOI a 1xPMSI). MAF v

PPM1D nekorelovala s vékem v dobé diagnézy ani s dobou od posledni chemoterapie (Tabulka

13).
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Vek v odbér QLEST jiné
ID dobé | Centrum | Exon c. p. R MAF gen. [OSEH) vzorku 031 pathogenni
reads | reads chemot. posledni
dg. vzorku mut.
chemo(roky)
21-04- 15-08-

3094 | 439 VFN 6 c.C1528T p.Q510X 89 141 0,14 2016 2012 3,68 -
cz1475 56.0 VEN 6 c.1632dupC p.G544fs 128 521 0,29 n.a. n.a. n.a. -
306_16 59.0 MOU 6 c.1524delG p-M508fs 129 35 0,21 n.a. n.a. n.a. EXO1

24-04- 14-03-
2480 | 59.7 VFEN 6 c.1449dupT p.T483fs 106 18] 0,15 2014 2007 7,11 -
12-04- 23-06-
1897 | 60.1 VFN 6 c.C1403G p-S468X 69 13| 0,16 2012 2009 2.80 -
CZE239 63.0 ANJ 6 c.C1372T p.R458X 65 15 0,19 n.a. n.a. n.a. -
2045 64.8 VEN 6 c.1529delA p.Q510fs 84 52 0,38 n.a. n.a. n.a. BRCA2
3120 64.8 VEN 6 c.1449delT p.T483fs 178 33 0,16 n.a. n.a. n.a. BRCA2
5263_17 | 65.0 GEN n.a. n.a. n.a. BRCA2
- 1 ¢.325delG p.G109fs 106 191 0,15
6 c.1286delG p-R429fs 29 43| 0,60
8-12- 14-09-
1804 | 66.3 VFEN 6 c.A1645T p-K549X 76 12| 0,14 2011 2005 6,23 -
14-06- 17-01-
4179 | 66.5 VFN 6 c.C1654T p.R552X 106 22| 0,17 2018 2018 0,41 -
10018 17 | 67.0 GEN 6 ¢.G1270T p.E424X 51 9] 0,15 n.a. n.a. n.a. -
3-11- 25-06-
2915 | 67.2 VEN 6 c.1386_1387del | p.462 463del 49 251 034 2015 2015 0,36 PALB2
8395 17 | 70.0 GEN 6 c.1612delT p.L538X 77 491 039 n.a. n.a. n.a. -
12-01- 14-12-
1822 [ 70.5 VEN 6 ¢.1607delG p.R536fs 93 22| 0,19 2012 2010 1,08 PMS1

Tabulka 13 - charakteristika 15 pacientek s nalezenou mutaci v genu PPMID.

Mutace v genech PPM1D a SHPRH byly statisticky vyznamné asociovany s vékem v dobé
diagnozy >60 let (p=0,001). Frekvence mutaci v genu NAT! byla v jednotlivych klinicko-
patologickych kategoriich podobna (Tabulka 14).

Kategorie IN pacientek ‘NATI ‘PPM]D | SHPRH IZ | %
Vék v dobé diagnozy (roky)

30-39 152 4 412,63
40-49 282 2 1 1 41,42
50-59 360 3 3 1 711,94
60-69 328 3 9 3 15(4,57
>70 94 1 2 313,19
Osobni historie

pouze OC 1043 9 11 3 231221
OC & BC 210 2 2 1 512,38
OC & jiné nador. 73

onemocnéni 2 2 1 516,41
Rodinna historie

HBOC 345 2 4 1 712,03
HOC 119 2 1 312,52
MCF 182 1 1 1 311,65
Z4dna 588 6 9 3 183,06
n.a. 99 2 212,02
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Histologie

HG serdzni 478 3 5 3 112,30
LG ser6zni 85 1 111,18
Ser(’)zn.i 165

nespecifikovany 2 4 1 714,24
Endometroidni 90 3 313,33
Svétlobunécny 15 1 16,67
Jina 90 1 11,11
Borderline 154 3 311,95
n.a. 213 3 2 1 62,82
) 1333 13 16 5 341255

Tabulka 14 - klinicko-patologicka charakteristika nosi¢ek mutaci v genech NATI, PPM1D, and SHPRH.
Vysvétlivky: n.a. not available; HOC-hereditary ovarian cancer/dédi¢ny karcinom ovaria; HBOC- hereditary breast and
ovarian cancer/dédi¢ny karcinom prsu a ovaria; MCF-Multiple cancer families/rodiny s viceCetnym vyskytem nadorového

onemocnéni; OC-ovarian cancer/karcinom ovaria; BC- breast cancer/karcinom prsu; HG -high grade; LG - low grade
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DISKUZE

Nase prace zabyvajici se genetickou predispozici ke karcinomu ovaria piedstavuje s analyzou
1333 pacientek s karcinomem ovaria a 2278 populacnich kontrol dosud nejvetsi studii Ceské i
slovanské populace. V prvni fazi jsme se zaméfili na hodnoceni patogennich variant v 18
genech uvedenych v souCasnych doporucenich NCCN jako geny asociované
s vysokym/zvysenym rizikem vzniku karcinomu prsu a/nebo ovaria. Z téchto 18
predispozi¢nich gend jsme prokazali statisticky vyznamné zvySené riziko vzniku karcinomu
ovaria pro nosi¢ky zarodecnych patogennich mutaci v 10 predispozi¢nich genech. Patogenni
mutace v nekterém z téchto 10 genii byla nalezena u 29,9% (399/1333) pacientek a 1,4%
(31/2278) populaénich kontrol (Obrazek 11). Mutace v ostatnich osmi genech bud’ nebyly
zachyceny vibec (CDKN2A4 a NF1) ¢i velmi vzacné (CDHI, PTEN, STK11 a TP53) nebo se
frekvence vyskytu jejich mutaci ve skupiné pacientek kontrol vyznamné neliSila (4ATM,
PALB?2). Mutace v genech BRCA1/2, RAD51C/D a genech Lynchova syndromu byly spojeny
s vysokym rizikem vzniku karcinomu ovaria a mutace v BRIP1 se stfednim rizikem (Tabulka
9), coz odpovida ptedchozim studiim (King, Marks et al. 2003, Loveday, Turnbull et al. 2011,
Rafnar, Gudbjartsson et al. 2011, Loveday, Turnbull et al. 2012, Loveday, Turnbull et al. 2012).
Nejcastéji jsme zarode¢né mutace identifikovali v genech BRCA1 (17,9% pacientek) a BRCA?2
(7,4% pacientek). Nosicky mutaci v BRCA1/2 ptedstavovaly 84% vSech pozitivné testovanych
pacientek. Z ostatnich osmi genti asociovanych s karcinomem ovaria jsme nejvice mutaci nasli
v RAD51C/RADS51D/BRIPI (celkem 5% pacientek). Podobné frekvence popisuji 1 zahrani¢ni
studie (Bonache, Esteban et al. 2018, Koczkowska, Krawczynska et al. 2018, Krivokuca,
Boljevic et al. 2019). Zirode¢né mutace v MMR genech byly dohromady asociovany
s vysokym rizikem vzniku karcinomu ovaria, pficemz nejvice mutaci jsme nalezli v genu
MLH1, podobné¢ jako je tomu u pacient s Lynchovym syndromem s diagn6zou kolorektalniho

karcinomu (Lynch and de la Chapelle 2003). Vysoka frekvence zarodecnych mutaci
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v predispozi¢nich genech u pacientek s karcinomem ovaria analyzovanych v na$i praci je
v souladu fadou studii provedenych v jinych populacich (Walsh, Casadei et al. 2011, Harter,
Hauke et al. 2017, Koczkowska, Krawczynska et al. 2018, Krivokuca, Boljevic et al. 2019),
nicmén¢ jiné€ prace uvadi vyrazné€ nizsi frekvenci mutaci (Lilyquist, LaDuca et al. 2017, Carter,
Marshall et al. 2018). Nase studie ukazuje, na rozdil od jinych praci (Ramus, Song et al. 2015,
Lu, Li et al. 2018), asociaci mutaci v NBN a BARDI se zvySenym rizikem vzniku karcinomu
ovaria. Naopak pro nosicky mutaci v genech ATM a PALB2 jsme vyznamné zvysené riziko
vzniku karcinomu ovaria nepozorovali, podobn¢ jako v nékteré dalsi prace (Ramus, Song et al.
2015, Lu, Li et al. 2018, Kurian, Ward et al. 2019). Pro pfesné stanoveni asociace geni
sttedniho rizika s karcinomem ovaria jsou nezbytné rozsdhlé studie pacientek spolu s
analyzou populacné specifickych kontrol ¢i segregacni analyzy v rodindch nosi¢ek mutaci
podobné jako v ptipadé genu PALB2 (Yang, Leslie et al. 2020). U pacientek s karcinomem
ovaria jsme nalezli zvySenou frekvenci mutaci v genu CHEK2, nicméné tyto vysledky
nedosahly, na rozdil od nasi pfedchozi prace, statistické vyznamnosti (Kleiblova, Stolarova et
al. 2019). Ztejmym divodem je absence sond cilicich posledni 4 exony genu CHEK?2 v panelu
CZECANCA (Soukupova, Zemankova et al. 2018). Tyto dotéené 4 exony byly v pfedchozi
studii analyzovany separatné. V genu NF/ jsme nezachytili Zddnou patogenni mutaci. Mutace
v genech CDHI a PTEN byly extrémn¢ vzacné (v kazdém z obou genil jsme nalezli jednu
patogenni zarode¢nou mutaci). Podobné tomu bylo v pfipad¢ mutaci v genu STK/ 1, ve kterém
jsme v nasem souboru pacientek nalezli 2 patogenni mutace. Mutace v STK// jsou spojeny
s Peutz-Jeghers syndromem (Banno, Kisu et al. 2013), jezZ se miiZe manifestovat neepitelidlnim
karcinomem ovaria, jako tomu bylo i u naSich pacientek s mutaci v STK7/. Celkové vysoka
cetnost mutaci v genech predisponujicich ke karcinomu ovaria v nasi praci mize pfispivat

k vysoké incidenci karcinomu ovaria v nasi populaci.
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Velké genomové prestavby v nékterém z 10 genli asociovanych s karcinomem ovaria byly
nalezeny u 31/1333 pacientek (2,3%) a piedstavovaly 7,6% patogennich mutaci v téchto
genech. Nejcastéji byly CNVs nalezeny v genu BRCAI (23x). Tyto vysledky koresponduji se
studii Lilyquist a kolektivu, kteti ve své praci publikovali frekvenci CNVs 7,5% (Lilyquist,

LaDuca et al. 2017).

Vysetieni panelu genti u pacientek s karcinomem ovaria odhalilo 13 nosi¢ek mutaci ve vice nez
jenom genu (1,0% pacientek). Podobna frekvence vicendsobnych nosi¢ek mutaci (multilocus
inherited neoplasia alleles syndrome; MINAS (Whitworth, Skytte et al. 2016)) byla ukazana
v predchozich studiich (Stradella, Del Valle et al. 2018, Whitworth, Smith et al. 2018) a ma
vyznam zejména pro genetické poradenstvi v rodindch. Vicendsobné nosicky mutaci
vykazovaly klinické symptomy typické pro vice penetrantni alelu. U pacientky s mutaci
v BRCAI a MLHI byl krom karcinomu prsu a ovaria diagnostikovadn rovnéz karcinom

endometria, tedy jedna z charakteristickych manifestaci Lynchova syndromu.

U 1320 pacientek s maximalné jednou patogenni mutaci v nékterém z 10 genti asociovanych
s rizikem vzniku karcinomu ovaria v nasi praci jsme analyzovali dostupna kliniko-patologicka
data (Obrazek 12). Nejvétsi cetnost mutaci v BRCA1/2 jsme zachytili ve skupiné pacientek s
duplicitnim onemocnénim karcinomu prsu a ovaria, zatimco mutace Vv genech
RADS5I1C/RADS51D//BRIPI se dominantné vyskytovaly u pacientek pouze s diagndézou
karcinomu ovaria. Distribuce mutaci RAD51C/RADS51D/BRIPI v jednotlivych historickych
subtypech vSak byla podobna jako v ptipadé¢ BRCAI1/2. Mutace RAD51C/RADS51D/BRIP1
v nasi praci prevazovaly ve skupin¢é pacientek bez pozitivni rodinné nadorové 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 v rodin¢ (Castera, Harter
et al. 2018). DalSim zajimavym zjiS§ténim byla prekvapivé vysoka frekvence mutaci v genech
predisponujicich ke karcinomu ovaria u starSich pacientek. Prevalence mutaci u Zen starSich 60
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let byla v nasi praci 23,6%, zatimco Harter a kol. ve své praci uvadi mutace u 18,9% Zen této
vékove skupiny, piicemz ¢etnost mutaci u Zen mladsich 60 let byla podobna (32,6% vs. 33,2%).
U pacientek mladsich 60 let v dobé diagndézy dominovaly mutace v BRCAI, zatimco u
pacientek starSich 60 let byla frekvence mutaci v BRCAI a BRCA2 porovnatelna. Tomu
odpovida 1 vyssi median véku v dobé diagnozy pro nosicky mutaci v genu BRCA?2 (58,4 roku)
oproti BRCAI (51 let). Zajimavym zjisténim byl rovnéz nalez 29 mutaci v BRCA1/2 ve skupiné
208 pacientek (13,9%) starSich 60 let s negativni rodinnou nddorovou anamnézou, na rozdil od
studie Morgan a kolektivu, kteti identifikovali u 46 zen se sporadickym karcinomem ovaria
starSich 60 let pouze 2 (4,3%) mutace v genech BRCAI/2 (Morgan, Burghel et al. 2019).
Vysokou frekvenci mutaci BRCA1/2 (~18%) jsme nalezli 1 ve skupiné nejstarSich pacientek
s diagndzou po 70. roku véku, zatimco v jinych studiich neptesahovala frekvence mutaci v
BRCA1/2 v této vekové kategorii pacientek 10% (Plaskocinska, Shipman et al. 2016, Rust,
Spiliopoulou et al. 2018). Vysoka frekvence mutaci BRCA1/2 u nejstarS$i vékové kategorie
kontrastuje s neo¢ekavané nizkou cetnosti mutaci u nejmladsi analyzované skupiny pacientek,
kterym v dobé diagn6zy bylo méné nez 30 let a u kterych jsme nalezli mutace v BRCA1/2 pouze
v 3,6% ptipadech (p=0,003). Rozdil ve frekvenci mutaci v BRCA1/2 byl jeste¢ vyznamnéjsi u
pacientek se sporadickym karcinomem ovaria (bez pozitivni rodinné nddorové anamnézy),
¢imz jsme vyloucili vliv moZného vyrazngj$iho zastoupeni pacientek s pozitivni rodinnou
nadorovou anamnézou ve skupiné nejstarSich pacientek. U 46 pacientek se sporadickym
karcinomem vaje¢nikl diagnostikovanym po 70. roce véku jsme zachytili 6 mutaci BRCA1/2
(13,3%), avSak Zadnou mutaci ve skupiné 52 pacientek se sporadickym karcinomem ovaria
diagnostikovanym do 30 let véku. Ackoliv se u velmi mladych Zen castéji vyskytuji vzacné
histologické tumory ovaria, které nejsou na rozdil od invazivnich epitelidlnich nadorii vyrazné

asociovany s mutacemi v BRCA1/2, v uvedené skupin€ 52 velmi mladych Zen se sporadickym
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karcinomem ovaria pfesto invazivni epitelidlni ovarialni karcinomy tvofily pfiblizné€ dvé tietin

ptipada (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-
seroznich, borderline a endometroidnich nadorti, druhou skupinu s nizkou prevalenci mutaci
predstavovaly LG-ser6zni, mucindzni, svétlobunécné a dalsi vzacné nddory ovaria. Ponékud
prekvapivé byla frekvence mutaci u pacientek s BTO srovnatelnd s frekvenci mutaci
s pacientkami s HG-ser6znim karcinomem ovaria (32,2% vs. 36,7%). Pro vylouceni vlivu
rodinné nadorové anamnézy jsme analyzovali frekvenci mutaci u sporadickych HG-seréznich
karcinomt a BTO. U pacientek se sporadickym BTO byla frekvence mutaci polovi¢ni oproti
sporadickym HG-ser6znim piipadim, nicméné¢ i piesto frekvence mutaci vyrazné piesahovala

10%, coz ukazuje na opodstatnénost genetického testovani i u pacientek s BTO (Obrazek 13).

HG serozni Borderline
(N=472) (N=152)

\“

zarodené mutace (N) Historie

# iiné OC predispoziEnigenv“mww
# BrcA1/BRCA2 %

136 e s
43 Zadna

163

Obrazek 13 - frekvence mutaci v 10 BC/OC predispozi¢nich genech signifikantné asociovanych s rizikem
vzniku karcinomu ovaria u pacientek s HG ser6znim a borderline typem nadoru. Pacientky byly rozdéleny do
podskupin na zakladé pozitivni (vyskyt nadorového onemocnéni v rodiné) nebo negativni (sporadicka forma

nadorového onemocnéni) rodinné historie.

Vysokéa frekvence mutaci u pacientek s BTO a zaroveil s pozitivni rodinnou nadorovou
anamnézou naznacuje, Zze BTO mohou byt manifestaci nadorové predispozice. V souc¢asné dobé
jsou vsak informace o BTO u nosi¢ek BRCA1/2 velmi omezené a je nutné toto zjisténi overit

analyzou vétsi skupiny pacientek a v dalSich populacich.
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Vétsina serdznich karcinomu ovaria je diagnostikovéna v pokrocilém stadiu a je spojena s
nepfiznivou progndzou (Levanon, Crum et al. 2008). Také v nasi studii pfevazovaly pacientky
s pokrocilym stadiem onemocnéni. Vyjimku tvofily pouze pacientky, které byly nosickami
mutaci v MMR reparacnich genech, u kterych byl nador, Castéji endometroidni karcinom,
diagnostikovan spiSe v CasnéjSich stadiich. Podobny trend byl popsan v praci Watson a
kolektivu (Watson, Butzow et al. 2001). Piestoze v naSem souboru byl celkovy pocet mutaci
identifikovanych v genech MMR drahy maly, nejvyssi frekvence mutaci byla zachycena v genu
MLH]1, podobné¢ jako u pacientii s Lynchovym syndromem s diagnézou karcinomu kolorekta
(Lynch and de la Chapelle 2003). Nicmén¢ byly publikovany i studie, ve kterych u pacientek
s karcinomem ovaria pfevazovaly mutace v genech MSH6 a PMS2 (Song, Cicek et al. 2014,

Norquist, Harrell et al. 2016). V nasem souboru nebyl gen PMS?2 analyzovan.

Panelové sekvenovani umoziuje identifikaci dalSich potencidlné kandidatnich gent
asociovanych se zvysSenim rizika karcinomu ovaria. V na$i studii jsme v ramci dalSich 201
testovanych genil nalezli fadu trunkacnich mutaci. Nicméné zvySeny vyskyt mutaci ve skupiné
pacientek s karcinomem ovaria jsme pozorovali pouze v piipadé gentt PPMID, NATI a
SHPRH. Po Bonferroniho korekci zohlediiujici multigenové testovani byl jedinym kandidatem
gen PPM1D kodujici fosfatdzu WIP1. Ve vSech piipadech se jednalo o ,,gain-of-function®
mutace vedouci ke zvySené fosfatdzové aktivit¢ WIP1 a mutace byly, podobné jako v jinych
studiich, pfitomny ve form¢ mozaiky (Kleiblova, Shaltiel et al. 2013, Ruark, Snape et al. 2013,
Akbari, Lepage et al. 2014). VSechny mutace v genu PPMID nalezené v souboru naSich
pacientek byly identifikovany ve vzorku krve ziskaném po chemoterapeutické 1é¢bé, coz vede
k ptedpokladu, Ze tyto mutace maji somaticky ptivod (Pharoah, Song et al. 2016). Zarode¢né
mutace genu NATI, ktery kéduje arylamin N-acetyltransferazu 1 zapojenou v metabolismu
karcinogent, nebyly doposud v souvislosti s rizikem vzniku karcinomu ovaria analyzovany.

Existuji vSak studie poukazujici na modifikaci rizika vzniku riznych nadorovych onemocnéni
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v ptipad¢ nekterych polymorfisml v tomto genu (Butcher and Minchin 2012, Hein, Fakis et al.
2018). Gen SHPRH koduje E3 ubikvitin ligazu, ktera béhem posSkozeni DNA cili na PCNA
protein (Seelinger and Otterlei 2020). Vztah mutaci v genu SHPRH k riziku vzniku karcinomu
ovaria neni zndm. Frekvence mutaci ve vSech potencialné kandidatnich genech v nasi studii
byla nizka. Pro urceni vyse rizika vzniku karcinomu ovaria bude potfeba mnohonasobné vétsich

case-control studii, segregacni analyzy v rodinach a funk¢ni analyzy.

Mimo vyse uvedené mozné kandidatni geny jsme také nalezli vzacné mutace v genech rodiny
Fanconiho anemie. Tyto geny koduji proteiny ucastnici se reparace mezifetézcovych spoji
DNA vlaken (Nalepa and Clapp 2018). Nekteré z geni FA rodiny patii mezi znamé
predispoziéni geny pro karcinom ovaria. Jedna se o geny BRCAI (FANCS), BRCA2 (FANCDI),
RADS51C (FANCO), PALB2 (FANCN) a BRIPI (FANCJ). V dalsich FA genech (FANCG,
FANCD?2 a FANCA) jsme mutace identifikovali u 11/1333 (0,83%) pacientek a 5/2278 (0,2%)
populac¢né specifickych kontrol s kumulativnim OR=3,78 (95% CI 1,21-13,91; p=0,02).
Zajimavé je, ze tyto vzacné mutace byly nalezeny témét vyhradné u pacientek bez mutace

v nékterém z 10 genll asociovanych s karcinomem ovaria.

Populac¢ni skrining nadorové predispozice je stile predmétem velké diskuze (Gabai-Kapara,
Lahad et al. 2014, Manchanda, Patel et al. 2018, Turnbull, Sud et al. 2018, Best, Tucker et al.
2019, Zhang, Bao et al. 2019). Skrining vysoce penetrantnich genti, jako jsou geny BRCAI a
BRCA2, by umoznil klinickou intervenci u pozitivné testovanych, dosud asymptomatickych
jedincii vedouci k dramatickému snizeni rizika vzniku nadorového onemocnéni. V tomto sméru
je vhodné zminit, Ze v na$i praci jsme patogenni mutace v genech BRCAI a BRCA2 nalezli u
14,5% pacientek s karcinomem ovaria bez pozitivni rodinné nddorové anamnézy. Tyto zeny
ve vysokém riziku vzniku onemocnéni nemohou byt v souCasné dobé presymtomaticky
identifikovany. Lze ptedpokladat, ze populacni skrining by mohl vést ke sniZeni incidence
karcinomu ovaria v populaci. Na druhou stranu je piipadny populacni skrining i vysoce
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penetrantnich genti spojen s velkym mnozstvim piedev§im etickych problému a bude
vyzadovat rozsahlou multioborovou i celospolecenskou diskuzi. Genetické testovani ma pro
pacientky také prognosticky a terapeuticky vyznam. Mutace v BRCA 1/2 (Ledermann, Harter et
al. 2014, Ledermann, Harter et al. 2015, George, Kaye et al. 2017) a dalSich predispozi¢nich
genech asociovanych se vznikem karcinomu ovaria (Chandran and Kennedy 2018, Ngoi, Tay

et al. 2018) predstavuji dulezity prediktivni marker pro 1€cbu karcinomu ovaria.
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ZAVER

V nasi studii jsme ukazali, ze téméf tfetina pacientek s karcinomem ovaria v nasi populaci nese
zarodeCnou mutaci v nékterém z genii signifikantné asociovanych s rizikem vzniku karcinomu
ovaria. Frekvence patogennich mutaci v téchto genech ptevySovala hranici 10% ve vSech
klinicko-patologickych podskupindch pacientek, tedy bez ohledu na vék v dobé diagnézy, ¢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 sou¢asné
dob¢ indikovana ke genetickému testovani kazda zena s invazivnim karcinomem ovaria. Nase
studie potvrdila opodstatnénost rozsifeni indikacnich kritérii. V nasi praci jsme zachytili
vysokou frekvenci mutaci také u pacientek s BTO, naopak mutace BRCA /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 stfednim rizikem
vzniku karcinomu ovaria, nicméné pro presné urceni vySe rizika ¢i vyznam mutaci v téchto
genech ve smyslu prognostickém a prediktivnim bude vyzadovat dalsi analyzy. Identifikace
dalSich genii s prediktivnim a/nebo prognostickym potencidlem bude, vzhledem k jejich nizké

frekvenci mutaci, vyzadovat analyzy rozsadhlych skupin pacientek a mezinarodni spolupraci.
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SEZNAM ZKRATEK

BTO Borderline tumor/ tumory s nejasnym malignim potencidlem
CNV Copy number variation/ variabilita poctu kopii tsekit DNA
dAMP Deoxyadenosine monophosphate/deoxyadenosine monofosat
DDR DNA damage network/draha oprav poskozeni DNA

DSB Double strand breaks/dvouretézcové zlomy DNA vlakna
dTNP Deoxyribonucleotide triphosphate/deoxyribonukleotid trifofat
FA Fanconi anemia/Fanconiho anémie

IARC International Agency for Research on Cancer

ICL Interstrand crosslinks/mezifetézcova spojeni

IGV Integrative Genomics Viewer

INDELS Insertion—deletion mutations/malé inzerce a delece

LGS Low-grade serous carcinoma/ Low-grade ser6zni karcinom

LM-PCR Ligation-Mediated polymerase chain reaction

MAF Minor allele frequency/minoritni alelicka frekvence

MCF Multiple cancer families/rodiny s vyskytem vice typli nddorovych onemocnéni
MGMT O6-methylguanin-DNA methyltransferaza

MINAS Multilocus inherited neoplasia alleles syndrome

MLPA Multiplex ligation-dependent probe amplification

MMR Mismatch repair/oprava nespravné sparovanych bazi

MRI Magnetic resonance imaging/magnetickd rezonance

N number/pocet

NCCN National Comprehensive Cancer Network

NER Nucleotide excision repair/nukleotidova excizni reparace
NGS Next generation sequencing/sekvenovani nové generace
NHEJ Non-homologous end joining/ nehomologni spojovani konct
oC Ovarian cancer/karcinom ovaria

OR Odds Ratio

PCNA Protein Proliferating cell nuclear antigen

PCR Polymerase chain reaction/polymerazova fetézova reakce
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PEG
PJS
PNK
PTEN
qPCR
RR
RRSO
SNVs
ssDNA
STK11
TC NER
TNBC
VCF

WT

polyethylenglykol

Peutz-Jegherstv syndrom

Polynukleotide kinase

Phosphatase and tensin homolog

Quantitative polymerase chain reaction

Relative risk/relativni riziko

Riziko-redukujici salpingooforektomie

Single nucleotide variants/jednonukleotidové varianty
Single strand DNA/jednofetézcova DNA
Serin/Threonin kinase 11

Transcription-coupled NER/oprava spojena s transkripci
Triple-negative breast cancer

Variant-call forméat

Variant of unknown significance/varianta nejasného vyznamu

Wild type/divoka forma
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