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Abstrakt

Karcinom pankreatu (PDAC) patii mezi nadorovd onemocnéni s jednou z nejhorsich
progndéz. Karcinom endometria (EC) je nejcastéjSim gynekologickym ndadorovym
onemocnénim. Genetické pozadi u nadorovych onemocnéni je vysoce heterogenni a lisi se

mezi populacemi.

Vysettili jsme DNA 226 pacientii s PDAC a 527 pacientek s EC pomoci panelového
sekvenovani nové generace. Cilové geny jsme rozdélili na hlavni predispozicni geny (11 pro
PDAC, 19 pro EC) a ostatni kandidatni geny. Pacientky s EC byly rozdéleny do skupin na
zaklad¢ splnéni indikacnich kritérii k zdrodecnému genetickému testovani. Pouzili jsme dvé
skupiny populacné specifickych kontrol (kontroly bez nadorového onemocnéni a populacni

kontroly).

Zarodec¢né patogenni varianty (PV) v hlavnich predispozi¢nich genech byly nalezeny u
18 (8,0 %) pacientii s PDAC. Nejcastéji mutovanym genem byl BRCA2 (50 % nosich).
Signifikantné zvysené riziko vzniku PDAC bylo u nosi¢li mutaci v genech BRCAI1 (OR =
10,4; p=0,04), BRCA2 (OR = 6,4; p = 0,0009) a CHEK2 (OR = 17,5; p = 0,003). Piitomnost
mutace v genech podilejicich se na procesech homologni rekombinace byla spojena s lepsi
dobou pfeziti pacientti. U pacientek s EC byly zarodecné PV v hlavnich predispozicnich
genech nalezeny v 60 (11,4 %) ptipadech. Nosicky mutaci v genech Lynchova syndromu
(LS) mély vyznamné zvysSené riziko EC (OR = 22.4; p =1,8x10-17). Dalsi geny asociované se
zvySenym rizikem vzniku EC byly BRCA1 (OR = 3,9; p = 0,001), BRCA2 (OR = 7,4; p
=0,002) a CHEK2 (OR = 3,2; p = 0,04). Nosicky mutaci v LS genech mély niz§i vék
diagnozy EC nez pacientky bez mutace (51,0 vs. 61,4 let, p = 0,01). 28,3 % nosi¢ek PV v
klinicky relevantnich genech nebylo zachyceno soucasnymi indika¢nimi kritérii ke

genetickému testovani.

Vysledky této prace ukazuji vyznam genetického testovani pacientd s nadorovymi

onemocnénimi.



Abstract

Pancreatic adenocarcinoma (PDAC) has one of the worst prognoses out of all cancers
worldwide. Endometrial carcinoma (EC) is the most common gynecological cancer. Genetic

background of tumors is highly heterogenous and differs among populations.

We have analyzed DNA of 226 PDAC patients and 527 EC patients using panel next-
generation sequencing. Targeted genes were divided into main predisposition genes (11 for
PDAC, 19 for EC) and other candidate genes. EC patients were categorized based on meeting
the indication criteria for germline genetic testing. Two sets of population-matched controls

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

Germline pathogenic variants (PV) in main predisposition genes were identified in 18
(8.0%) PDAC patients. The most mutated gene was BRCA2 (50% of carriers). PDAC risk
was significantly elevated in carriers of PV in BRCA1 (OR = 10.4, p = 0.04), BRCA2 (OR =
6.4, p = 0.0009), and CHEK2 (OR = 17.5, p = 0.003). Germline mutations in genes
participating in homologous recombination processes were associated with improved overall
survival of patients. Among EC patients there were 60 (11.4%) carriers of PV in main
predisposition genes. Carriers of PV in Lynch syndrome (LS) genes had markedly elevated
risk of developing EC (OR = 22.4, p = 1.8x10-17). Other genes associated with higher EC
risk were BRCA1 (OR =3.9, p =0.001), BRCA2 (OR = 7.4, p =0.002), and CHEK2 (OR =
3.2, p = 0.04). Carriers of LS gene mutations had lower age of EC onset than non-carriers
(51.0 vs. 61.4 years, p = 0,01). 28.3 % of PV carriers in clinically relevant genes did not meet

any indication criteria for germline genetic testing.

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

suffering from oncological disease.



Uvod

Maligni nadory jsou genetickdA onemocnéni charakterizovand zejména svym
nekontrolovatelnym riistem bez ohledu na vystavbovy plan téla. Aby bunka organismu prosla
pfeménou v maligni naddorovou buiiku, neboli aby prosla maligni transformaci, musi u ni dojit
k selhani kontrolnich mechanismii rastu a prezivani. Pro maligni transformaci jsou klicova
poskozeni funkce dvou hlavnich skupin genti: protoonkogent, které¢ koéduji proteiny pozitivné
ovlivitujici bunéény riist a piezivani, a tumor supresorovych geni, které ptsobi proti ucinku
prootonkogent, limituji tedy bunécné déleni, indukuji apoptoézu, pfipadné rozpoznavaji
poskozeni DNA a opravuji je (Novotny et al., 2019).

Nédorovéd onemocnéni vznikaji postupnou akumulaci somatickych variant v genomu
bunky. Piiblizn€¢ 90-95 % vsech nddorovych onemocnéni je podminéno kauzalnimi mutacemi,
které vznikly béhem zivota jedince. V takovém piipadé hovoiime o sporadickych nadorovych
onemocnénich. Nicméné, ve zbylych 5-10 % pfipadi je vznik nadorového onemocnéni
podminén zdédénou, zirodecnou mutaci. Takovéto zdrodecné mutace mohou vyrazné
predisponovat jejich nosi¢e ke vzniku nadorového onemocnéni a mohou byt pfic¢innou
dédicnych nadorovych syndromt. Charakteristickym znakem dédicnych nadorovych
syndromi je Casty vyskyt urcitého typu nadorového onemocnéni v rodiné, brzky vyskyt
onemocnéni u nosi¢e mutace a typicky i vznik vicecetnych primarnich malignit u nosice
(Foretova et al., 2022).

Nejcast€jsi formou nadorového onemocnéni pankreatu jsou karcinomy, tedy nadory
pochézejici z exokrinniho parenchymu. Takovéto tumory tvoii 95 % vSech nadorovych
onemocnéni pankreatu, z toho 80 % piedstavuje duktalni adenokarcinom pankreatu (PDAC).
Karcinom pankreatu je ctvrtou nejcastéjSi pri¢inou Umrti na nédorovd onemocnéni
ve vyspélych zemich a je o¢ekdvano, ze se do deseti let stane druhou nejcastéjsi (Rahib et al.,
2014). PDAC piedstavuje nejéast&jsi formu karcinomu pankreatu. Incidence PDAC v Ceské
republice setrvale naristd, v roce 2020 tvofila 2504 ptipadii a mortalita ve stejném roce Cinila
2327 pacienti. Ke vzniku PDAC pfispivaji jak genetické, tak negenetické faktory. Mezi
hlavni negenetické faktory patii vék. Naprosta vétSina piipadd PDAC nastava po 55. roku
zivota. Mezi genetické faktory predisponujici k PDAC patii jednoznaéné rodinny vyskyt
tohoto karcinomu. Rodinnd forma PDAC je definovana jako alespoil dva pifimi piibuzni
s onemocnénim (Klein, 2012). Jedinec, v jehoz pifimé rodin€ se vyskytuji tfi ptipady PDAC,

ma kumulativni riziko tohoto onemocnéni 40 %. Pro dva ptimé ptibuzné je toto riziko 10 %



a pro jednoho 6 % (Klein et al., 2004). Sporadicka slozka PDAC je udavéana na 90 % vSech
ptipadt, pficemz zbylych 10 % tvofi familiarni ptipady (Turati et al, 2013). Z téchto
familiarnich ptipadd je pfiblizné u 20 % diagnostikovan néktery znamy hereditarni syndrom
(kapitola 1.4.3) (Novotny et al, 2019). Mezi znamé predispozicni geny patii STKII,
CDKN2A, BRCA2, SPINKI a PRSSI.

Karcinom endometria (EC) je zhoubnym nddorovym onemocnénim vnitini epitelové
vystelky délohy. EC je nejcastéjsim gynekologickym nadorovym onemocnénim celosvétove
a étvrtym nejastéjdim nadorem u Zen. Incidence EC v Ceské republice za rok 2020 &inila
1893 ptipadl a mortalita 345 ptipadd (18% mortalita). VEasna diagnéza EC se promita
do relativn¢ dobré prognozy onemocnéni a uspésné 1écby. Faktory ovliviujici riziko vzniku
EC zahrnuji vék >55 let, rany vék menarche, pozdni v€k menopauzy nebo nizka parita.
Nédory endometria byly historicky déleny dle histopatologickych charakteristik na dva typy (I
a II). Tradi¢ni rozdéleni EC na typ I atyp II bylo v posledni dob& ptehodnocovano diky
pokroku v molekularnich a sekvenacnich technologiich a byly tak definovany rtzné
molekularni typy, naptiklad copy number high, copy number low, nddory s mikrosatelitovou
nestabilitou a POLE-ultramutované. Naprostd vétSina piipadi EC je sporadického pivodu,
nicméné 3-5 % piipadi tvoifi dédicné formy EC, nejastéji asociované s Lynchovym

syndromem (LS) (Spurdle et al., 2017).



Hypotézy a cile prace

Genetické pozadi u nadorovych onemocnéni je vysoce heterogenni. Navic, podil
genetické predispozice se u riznych dédi€nych nddorovych onemocnéni li§i a ve vétSing
pfipadi s kumulaci nadorovych onemocnéni v rodin¢ nebyla dosud dédicna komponenta
objasnéna.

Cilem prace bylo urceni podilu genetické predispozice u pacientek/tli s karcinomem

pankreatu a karcinomem endometria v Ceské republice pomoci nékolika dil¢ich ukola:

1. Stanovit frekvenci zarode¢nych patogennich variant ve znamych nadorovych
predispozi¢nich genech a v kandidatnich genech, u nichz neni asociace se
zvySenym rizikem vzniku daného karcinomu dosud popsana.

2. Urcit rizika vzniku onemocnéni spojena se zarode¢nymi patogennimi variantami
v jednotlivych genech.

3. Srovnat klinicko-patologické charakteristiky u nosi¢li zarodecnych patogennich
variant a pacientll bez mutaci.

4. U pacientek s karcinomem endometria zhodnotit vliv indikac¢nich kritérii ke

genetickému testovani na uspésnost nalezeni nosict patogennich variant.



Material a metodika

Do projektu bylo zafazeno 226 pacienti s PDAC a 527 pacientek s EC. VSichni
pacienti poskytli informovany souhlas s Gc¢asti na studii. Studie byla schvalena Etickou komisi
VFN. Vsichni pacienti byli Cesi kavkazské populace.

Analyza vzorki genomové DNA izolované z periferni krve byla provadéna panelovym
sekvenovanim nové generace. Byl pouzit panel CZECANCA vl1.2.2, navrzeny v ramci
Laboratofe onkogenetiky, ktery cili na 226 znamych akandidatnich néadorovych
predispozi¢nich genl. VétSina proteinovych produktii cilovych geni se podili na DNA
reparacnich procesech, nebo jsou soucasti proliferacnich a kontrolnich signdlnich kaskad.

Pro ptipravu knihovny pfed nabohacenim cilové sekvence byl pouzit komeréni kit
KAPA HyperPlus (Roche). Pro hybridizaci s panelem a nasledné omyvani byly pouzity kity
KAPA HyperCapture Reagent a KAPA HyperCapture Bead (Roche). Cilové geny jsme
rozdélili na hlavni predispozi¢ni geny (11 pro PDAC, 19 pro EC) a ostatni kandidatni geny.

Nalezené patogenni varianty byly porovnadvany s dvéma soubory populacné
specifickych kontrol (777 nenadorovych kontrol, 1662 béZznych populacnich kontrol).

Frekvence zarode¢nych patogennich variant u pacient a kontrol byla porovnavana
pomoci Fisherova piesného test nebo Pearsonova y? testu. Rozdil ve véku diagnéz u pacienttt
s EC byl spocitan pomoci jednofaktorové ANOVA analyzy nasledované Tukey-Kramerovym
testem. Statistické testy byly oboustranné ap hodnoty <0,05 byly povaZovany za
signifikantni. Analyza pteZiti byla provedena Kaplan-Meierovou metodou.

Ptitomnost patogenni genetick¢ varianty zji§t€éné pomoci NGS byla potvrzena
Sangerovym sekvenovanim, jednalo-li se o zdmény jednoho nukleotidu/malé delece a inserce.
Pritomnost CNV byla potvrzovdna pomoci metody MLPA (Multiplex ligation-dependent

probe amplification).



Vysledky

Viysetreni pacientt s karcinomem pankreatu

Celkem byla vySetfena geneticka predispozice u 226 pacientti s PDAC. Patogenni
varianty (PV) byly nalezeny v péti genech (ATM, BRCAI, BRCA2, PALB2, TP53) z celkem
11 hlavnich PDAC predispozi¢nich gentli. Polovina vSech PV v hlavnich predispozi¢nich
genech byla nalezena v genu BRCA2 (N = 9). Déle byly PV nalezeny v genech ATM (N = 3)
a BRCAI (N = 3), nasledované¢ PALB2 (N = 2) a TP53 (N = 1). Srovnanim frekvenci PV u
pacientll a v kontrolnim souboru jsme spocitali rizika vzniku PDAC pro jednotlivé geny.
Statisticky signifikantné zvysené riziko predstavuji PV v genu BRCAI (OR = 10,4; p = 0,04)
a vgenu BRCA2 (OR = 6,4; p = 0,0009). Mezi ostatnimi kandidadtnimi geny bylo
identifikovano 18 PV u celkem 16/226 (7,1 %) nosici. Frekvence nosi¢li PV v téchto genech
byla téméf dvakrat vyssi nez u kontrolniho souboru (30/777; 3,9 %; p = 0,02). Nejvice PV
bylo nalezeno v genu CHEK?2 (5/18; 27,8 %), u né¢hoz jako jediného samostatného genu ze
skupiny kandidatnich gent vyslo signifikantné zvySené riziko vzniku PDAC (OR = 17.,5; p =
0,003). U dvou pacientil jsme nasli vice PV zaroven. Jeden pacient byl nosi¢em PV v genech
BRCA2 a ERCC4, druhy nosi¢em PV v genech CHEK2, ERCC4 a FANCG. V kontrolnim
souboru nebyli zadni nosici vice PV.

U pacientl byly hodnoceny klinicko-patologické charakteristiky onemocnéni. Zatimco
u pacienti pouze s PDAC byla zachycena frekvence nosici PV v hlavnich PDAC
predispozi¢nich genech 5,7 % (12/209), u pacienti s PDAC adal§$im néadorovym
onemocnénim byla frekvence nosi¢i PV v téchto genech 6x vyssi (6/17; 35,3 %; p = 0,001).

Frekvence nosi¢li PV v hlavnich predispozi¢nich genech byla 4% vy$§i u pacientl
s pozitivni rodinnou nadorovou anamnézou (13/85; 15,3 %) ve srovnani s frekvenci PV u
pacientii bez nddorovych onemocnéni v rodiné (5/140; 3,6 %; p = 0,004). U nosici PV
s pozitivni rodinnou anamnézou byly nalezeny PV v genech BRCA2 (7%), BRCAI (3%), ATM
(2x)a TP53 (1x%).

Nosi¢i PV v genech homologni rekombinace méli vyznamné lepsi stfedni dobou
preziti (mOS; 21,4 mésice) nez pacienti bez mutace (12,4 mésice, p = 0,001) a nosic¢i PV v

ostatnich genech (4,7 mésice, p = 0,017).
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Vysetreni pacientek s karcinomem endometria

Celkem byla vySetfena geneticka predispozice u 527 pacientek s EC z deseti center.
Zarodecéné PV byly castéjS$i mezi pacientkami s EC (118/527; 22,4 %) neZ u populacnich
kontrol (290/1662; 17,4 %; p = 0,01). Pacientky byly rozdéleny na zaklad¢ indikacnich
kritérii ke genetickému testovani. Celkem 294 (47,2 %) pacientek by bylo indikovano ke
genetickému vysetifeni a zbylych 278 (52,8 %) pacientek by ke genetickému vySetfeni
indikovéno nebylo. V ramci indikovanych pacientek spliiovalo indikacni kritéria pouze pro
LS 151 (28,7 %) pacientek, pouze pro HBOC 16 (3,0 %) pacientek a obé indikacni kritéria
splnilo 82 (15,5 %) pacientek.

Patogenni varianty byly nalezeny ve 12 genech z celkovych 19 gend spojenych se
znamou predispozici ke vzniku EC. Frekvence mutaci byla pfiblizné ctytfikrat vyssi u
pacientek s EC (60/527; 11,4 %) neZ u populaénich kontrol (46/1662; 2,8 %; p =9,7x107!°).
Nosic¢ek PV v genech LS bylo nalezeno 27/527 (5,1 %), zatimco v populacnich kontrolach
bylo téchto nosicek 4/1662 (0,25 %). Patogenni varianty v genech LS tak predstavuji nejvyssi
rizikovy faktor ke vzniku EC (OR = 22,4; p = 1,8x107"7). Nosi¢ek PV v genech spojenych
s HBOC bylo mezi pacientkami s EC nalezeno 35/527 (6,6 %), zatimco v populacnich
kontroldch bylo nosi¢ek 42/1662 (2,5 %, p=7,9x107). Nejéast&ji mutovanymi geny byly
BRCAI (11/35; 31,4 %), BRCA2 (7/35; 20,0 %) a CHEK?2 (6/35; 11,4 %). Zastoupeni nosic¢ek
PV vramci skupin indikovanych ke genetickému vySetfeni bylo podobné: LS — 16,6 %;
HBOC - 18,8 %; LS+HBOC - 18,3 %. Frekvence nosi¢ek PV v téchto skupinich byla
pfiblizné trikrat vySsi nez ve skupiné pacientek, které nespliovaly Zadnd indikaéni kritéria
(6,1 %).

V ostatnich kandidatnich genech byly u pacientek identifikovany PV ve 48 genech
z celkovych 207. Frekvence nosicek PV u EC pacientek 66/527 (12,5 %) byla vys§i nez
v kontrolnim souboru (122/1662; 7,3 %, p = 0,004). Pii hodnoceni asociace PV se vznikem
EC byly vyfazeny vSechny nosicky PV v hlavnich predispozi¢nich genech ze skupin
pacientek 1 kontrol. Frekvence nosicek PV v kandidatnich genech byla 1 po vyfazeni téchto
nosicek signifikantné vyssi u 467 pacientek (58/467; 12,4 %) nez u 1616 kontrol (122/1616;
7,5 %; p = 1,2x107). Nejdast&ji mutovanymi geny byly MUTYH (heterozygotni PV; 5/467;
1,1 %) a FANCA (4/467; 0,8 %). Frekvence PV v téchto genech se ale neliSila od populacnich
kontrol (MUTYH — 18/1616; 1,1 %; FANCA — 10/1616; 0,6 %). PV v Zddném genu nebyly

spojeny se signifikantné zvySenym rizikem vzniku EC.
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U tfi pacientek byly nalezeny trunkacni varianty v genech kodujicich DNA
polymerazy € (POLE, dvé varianty) a § (POLDI, jedna varianta). Celkova frekvence mutaci
v téchto dvou genech byla u pacientek (3/467; 0,6 %) vyznamné vyssi nez u kontrol (1/1616;
0,06 %) a tyto mutace jsou dohromady spojeny se signifikantné zvySenym rizikem vzniku EC
(OR=10,44; p=10,01).

Median véku diagnozy EC byl signifikantné nizsi u nosicek PV v LS genech (51,0 let)
v porovnani s pacientkami bez mutace (61,4 let; p = 0,01). Rozd¢leni nosicek PV podle
histologickych typli nddorti neukdzalo zadny statisticky rozdil.

Nejvyssi Cetnost PV v hlavnich predispozi¢nich genech byla u pacientek, které
vyvinuly tfi nezavislé tumory (3/13; 23,1 %), a u pacientek, které jako druhy tumor k EC
vyvinuly kolorektalni karcinom (7/31; 22,6 %). Nosicky PV v genech LS byly vice
zastoupeny u pacientek s EC a kolorektdlnim karcinomem, stejn¢ jako u pacientek s tfemi
tumory. Obdobné byly nosi¢ky PV v HBOC genech vice zastoupeny u pacientek, které k EC
vyvinuly karcinom ovaria nebo prsu. Vsech tfinact pacientek s ttemi tumory vyvinulo bud’
karcinom kolorekta (5/13; 38,4 %) a/nebo karcinom ovaria (10/13; 76,9 %).

Z hlediska rodinné nadorové anamnézy se ukézalo, Ze nejvyssi zastoupeni nosicek PV
v hlavnich predispozi¢nich genech (40 %) bylo u malé skupiny pacientek s vicecetnym
vyskytem nadorti v rodin¢ a u pacientek s rodinnym vyskytem karcinomu ovaria.

Prevalence nosi¢ek PV v kandidatnich genech se neodliSovala od pacientek bez

mutace v Zadné z klinicko-patologickych kategorii.
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Diskuze

Karcinom pankreatu

Ve vyzkumu zaméiujicim se vySetfeni genetické predispozice u PDAC jsme
analyzovali 226 pacientd s timto onemocnénim. Celkové jsme identifikovali 14,6 % (33/226)
nosict zarodeénych PV, z toho 18 nosi¢i PV v hlavnich predispozi¢nich genech (8,0 %).
Podobné frekvence PV byly zjistény ve studiich s neselektovanymi pacienty z USA (7,7 %)
a Kanady (10,7 %) (Brand et al., 2018, Cremin et al., 2020). V evropskych pracich byly
publikovany frekvence nosi¢li PV mezi 2-7 % (Lener et al., 2016, Earl et al., 2020, Fountzilas
et al., 2021).

Nejcastéji mutovanymi hlavnimi predispozi¢nimi geny byly BRCA2 (9%), BRCAI (3%)
a ATM (3%). Varianty v téchto tfech genech predstavovaly 83,3 % (15/18) vSech PV
v hlavnich predispozi¢nich genech. Zdaleka nejcastéji mutovanym genem byl BRCA2, jehoz
devét nosicu predstavovalo jednu polovinu vSech nosict PV v PDAC predispozi¢nich genech
a4 % vSech pacienti. BRCA2 spoleéné¢ s BRCAI koéduje proteiny ucastnici se DNA
reparacnich pochoddi (HR) (Wright et al., 2018) ajsou hlavnimi predispozi¢nimi geny u
pacientii s HBOC syndromem (Schubert et al., 2019). U nosi¢t mutaci v obou genech jsme
prokazali statisticky vyznamné vysoce zvysené riziko vzniku PDAC (BRCA1: OR =104, p =
0,04; BRCA2: OR = 6,4, p = 0,0009). Na rozdil od karcinomu prsu, u n¢hoz je frekvence PV
v BRCAI vys$i nez v BRCA2, u PDAC je tomu naopak (Claes et al., 2004, Pohlreich et al.,
2005). V nasi praci jsme nasli 1,3 % PV v genu BRCAI a 4,0 % PV v genu BRCA2. Podobna
frekvence byla popséna 1 v dalSich studiich, u pacientii s PDAC se PV v BRCA2 objevuji s 2-
4x vyssi frekvenci nez v BRCAI (Lowery et al., 2018, Hu et al., 2018, Dudley et al., 2018). V
kontrastu s tim stoji dvé studie z USA, které nalezly stejnou frekvenci PV v obou genech
(Yurgelun et al., 2019, Brand et al., 2018). Riziko asociované s PV v BRCAI bylo v nasi
studii vys§i nez pro BRCA2, nicméné Siroké rozmezi konfidenc¢niho intervalu pro BRCAI
riziko a vyssi prevalence PV v BRCA2 napovida, Ze skutecné riziko PDAC je pro BRCAI
niz$i nez pro BRCA2. Tento zavér je podporen zahrani¢ni studii od Hu et al. (BRCAI: OR =
2,6 vs. BRCA2: OR = 6,2) (Hu et al., 2018).

VSichni tfi nosi¢i zdrode¢nych mutaci v BRCAI méli pozitivni rodinnou nadorovou

anamnézu. VSichni méli rodinny vyskyt karcinomu spojenym s HBOC syndromem (karcinom
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prsu/ovaria) a dva méli 1 rodinny vyskyt PDAC. Dva nosi¢i rovnéz pted PDAC vyvinuli
karcinom ovaria, zatimco tieti vyvinul pouze PDAC.

Z deviti nosi¢l zarodeénych mutaci v BRCA2 genu mélo pozitivni rodinnou
nadorovou anamnézu 7 nosicl (77,8 %). V rodinéch téchto nosicii byl vyskyt karcinomu prsu
(3%), PDAC (3x) a karcinomu kolorekta (2x). Ctyfi nosi¢i (44,4 %) pied diagnézou PDAC
vyvinuli karcinom prsu.

Stejna frekvence PV jako BRCAI byla nalezena u genu ATM (3/226; 1,3 %).
Bialelicka inaktivace ATM zpisobuje onemocnéni ataxia telangiectasia (Rothblum-Oviatt et
al., 2016), zatimco heterozygotni zarodecné PV jsou spojeny se stfednim rizikem vzniku
n¢kterych tumord, véetné BC a PDAC (Armstrong et al., 2019). VSichni nosi¢i PV v ATM
m¢éli pozitivni rodinnou nadorovou anamnézu. Dva nosi¢i méli rodinny vyskyt kolorektalniho
karcinomu a jeden karcinomu mocového méchyfe. Ani jeden ze tfi nosici nevyvinul dalsi
tumor k PDAC. V na$i studii nebylo dosazeno staticky vyznamné asociace PV v ATM se
vznikem PDAC. To mize byt dano malou velikosti ndmi vySetfovaného souboru pacienti.
Nicméné, statisticky vyznamné zvysené riziko vzniku PDAC u nosi¢ti PV v genu ATM bylo
popséano v rozsdhlych studiich z Kanady (OR = 7,7) a USA (OR = 5,7) (Hu et al., 2018,
Cremin et al., 2020).

PALB? je nadorovym predispozi¢nim genem, jehoZz proteinovy produkt se ucastni
DNA opravné drahy HR. Zarode¢né¢ PV PALB2 jsou spojeny zejména s predispozici ke
karcinomu prsu, ale také k PDAC adalSi asociace je moZna s karcinomy ovaria nebo
kolorekta (Yang et al., 2020). Identifikovali jsme dva nosice (2/226; 0,9 %) shodné zarodecné
PV ¢.509 510del, p.(Argl70llefsTerl4). Oba nosi¢i méli negativni rodinnou nédorovou
anamnézu a pred PDAC nevyvinuli Zadny dal$i tumor. I kdyz naSe vysledky naznacuji mirné
zvySené riziko vzniku PDAC pro nosi¢e zarodeCnych PV v PALB2, asociace s PDAC
nedosahla statisticky vyznamné hladiny (OR = 3,5; p = 0,2). Podobn¢ zvySeného rizika se
statisticky vyznamnou asociaci s PDAC dosédhla rozsahla zahrani¢ni studie zamé&fujici se na
vztah zarodecnych PV v PALB2 k riznym nadorovym onemocnénim (RR = 2,37, p =0,009)
(Yang et al., 2020).

TP53 je tumor supresorovy gen, jehoz zarode¢né mutace zptisobuji LiGv-Fraumeniho
syndrom, typicky svym Sirokym spektrem nadorovych onemocnéni, mezi néz patii karcinom
prsu, sarkomy kosti a tumory mozku (Kamihara et al., 2014). Zarode¢nd PV v TP53 byla
nalezena u jednoho pacienta, ktery mél pozitivni rodinnou nadorovou anamnézu (vyskyt

PDAC a karcinomu prsu) a vyvinul pouze PDAC. Asociaci PDAC s genem 7P53 zatim
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popsali pouze Ruijs et al. Dva pacienti v této praci, ktefi vyvinuli PDAC, byli nosici
zarodecné PV v exonech 5 a 6 podobné jako ndmi identifikovany nosi¢ (exon 5) (Ruijs et al.,
2010). Podobné jako u PV v PALB2, nepozorovali jsme statisticky vyznamnou asociaci se
vznikem PDAC.

Mezi kandidatnimi geny, jejichz asociace se vznikem PDAC neni znama, byl pocet
nosi¢l PV nejvyssi v genech CHEK?2 (5%), ERCC4 (4%) a NBN (3%). Nosi¢i PV v genu
CHEK?2 ptedstavovali 2,2 % vSech PDAC pacienti (5/226). Jedna se o dokonce vyssi
frekvenci PV nez u genu BRCAI. CHEK? je asociovan s predispozici k riznym nadorovym
onemocnénim, jako jsou karcinomy prsu, prostaty a pankreatu, a je spojen s nizkou az stiedni
penetranci (Cybulski et al., 2004, Stolarova et al., 2020a). ZvySena frekvence PV v CHEK2 u
PDAC pacienti byla zminéna v n€kolika NGS studiich, v zddné ale nebylo dosaZeno
statisticky vyznamné asociace (Fountzilas et al., 2021, Hu et al., 2018, Zhan et al., 2018). V
nasi studii byl CHEK? jedinym z kandidatnich genli, u néhoz jsme popsali statisticky
vyznamn¢ zvysené riziko vzniku PDAC u nosicl zarode¢nych PV variant.

Z naSich vysledkl vyplyva, Ze pozitivni rodinna nddorovd anamnéza je vyznamnym
rizikovym faktorem pro identifikaci nosi¢l zarodeCnych PV v hlavnich PDAC
predispozic¢nich genech. Pacienti s PDAC, jejichz ptibuzni (prvni a druhy stupeii) vyvinuli
PDAC, karcinom prsu/ovaria’kolorekta nebo melanom, meéli podstatné vyssi
pravdépodobnost, ze jsou nosi¢i zarodecné PV v hlavnich PDAC predispozi¢nich genech,
ve srovnani s pacienty bez rodinné nadorové anamnézy (OR = 4,9; p = 0,004). Podobné Salo-
Mullen et al. aHu et al. pozorovali vyznamnou roli rodinné nadorové anamnézy coby
rizikového faktoru (Salo-Mullen et al., 2015, Hu et al., 2018). Shindo et al nicméné
upozoriiuji na nutnost zvazeni i dalSich faktori kromé rodinné nadorové anamnézy, v cemz
s nimi souhlasi dal$i dvé americké studie (Shindo et al., 2017, Lowery et al., 2018, Dudley et
al., 2018).

Déle jsme zjistili, Zze pfitomnost dalSiho nadorového onemocnéni (karcinom
prsu/ovaria/kolorekta, melanom) u probanda spolu s PDAC je silnym ukazatelem ptitomnosti
zarode¢né PV v nékterém z hlavnich PDAC predispozi¢nich geni, jak ostatné bylo jiz diive
publikovano (Dudley et al., 2018).

Z nasich vysledki nebyl patrny zadny rozdil ve véku diagndézy mezi nosi¢i PV
v hlavnich PDAC predispozi¢nich genech a pacienty bez zarode¢né¢ PV. Podobné vysledky
byly zjistény v pracich z USA a Kanady (Grant et al., 2015, Smith et al., 2016). Nicméné,

nékteré studie publikovaly rozdilny vék v dobé diagndézy pro nosice zarodeénych PV
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a pacienty bez PV. Salo-Mullen et al. uvadéli tento rozdil 58 vs. 64 let (Salo-Mullen et al.,
2015) aYadav et al. pozorovali rozdil 63 vs. 66 let (Yadav et al., 2020). Souvislost
pritomnosti zarode¢né PV a vékem diagnézy PDAC je proto dosud nejasna. Soucasné¢ CAPS
smérnice nedoporucuji skreening vysoce rizikovych jedinct pied 50. rokem Zivota,
s vyjimkou pacientli s Peutzovym-Jeghersovym syndromem a hereditarni pankreatitidou
(Goggins et al., 2020).

NCCN (National Comprehensive Cancer Network) smérnice v soucasné verzi 2.2023
doporucuji genetické testovani vSech pacienti s PDAC, stejné jako pfimych piibuznych
pacienta s PDAC (nccn.org). Ceska doporuéeni Spole¢nosti lékaiské genetiky CLS JEP od
loniského  roku  zahrnuji  genetické  testovani u  vSech  pacienti s PDAC
(https://slg.cz/doporuceni/testovani-brca-lecba/).

Analyza pieziti PDAC pacientli potvrdila pozitivni dopad zarodecné PV na celkové
preziti pacientd 15,9 vs. 12,4 mésic). Nejlepsi preziti vykazovali nosi¢i zdrodecné PV
v genech ucastnicich se procest HR (21,4 vs. 12,4 mésicli). Podobna data publikovali
Golstein et al. (17,9 vs. 9,6 mésicti), Fountzilas et al. (22,6 vs. 13,9 mésict) a Yurgelun et al.
(34,4 vs. 19,1 mésict) (Goldstein et al., 2020, Fountzilas et al., 2021, Yurgelun et al., 2019).
Zarodec¢né PV v genech neucastnicich se HR byly spojeny s hor§im ptezitim (4,7 vs. 12,4
meésic; OR = 3,26; p = 0,017). Nicméné, tyto vysledky pochézeji z velmi malého souboru
deviti pacientii, u nichZ byl tumor prognosticky neptiznivé lokalizovan. Vysledky je tak nutno
potvrdit na vét§im souboru pacientd.

Znalost zarodecnych PV a s nimi spojené riziko vzniku PDAC ma zasadni vyznam jak
pro pacienty s PDAC, tak pro jejich ptfibuzné. Na zakladé pfitomnosti zdrode¢nych variant 1ze
rozhodnout o nasazeni specifickych terapeutik, jako jsou naptiklad inhibitory PD-1 dréhy
(programmed death receptor-1) u pacientli s mutacemi v MMR genech nebo inhibitory PARP
(poly(ADP-riboza)polymerazy) pro pacienty s mutacemi v HR genech (Golan et al., 2019, Le
etal., 2017).

Rodinna nadorovéd anamnéza spoléhala na nahladSeni udaji pacientem, coZ muze
potencidlné vést k neptfesnostem v Iékarském zdznamu. Pro presné urceni rizik a formulovani
doporuceni ohledné¢ nosicli PV je nutné provést dalsi a vétsi studie s detailnimi informacemi o

osobni 1 rodinné nadorové anamnéze.
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Karcinom endometria

Ve vyzkumu zaméfujicim se na vySetfeni genetické predispozice u EC jsme
analyzovali 527 pacientek s timto onemocnénim. Celkové jsme identifikovali 118 (22,4 %)
zarodec¢nych PV, z toho 60 nosi¢ek PV v hlavnich EC predispozi¢nich genech (11,4 %).

Dédicné genetické riziko vzniku EC je v soucasné dobé spojeno vyhradné se
zarodecnymi PV v genech spojenych s LS. V této praci predstavovaly nosicky PV v LS
genech 5,1 % vSech vysetfenych EC pacientek. Frekvence nosici PV v LS genech se
v zahrani¢nich publikacich pohybuji ve velmi Sirokém rozpéti 1,1-22,7 %. Proménliva
frekvence nosict PV v ramci téchto studii je zplisobena rtiznymi kritérii pro vybér pacientek.
Zatimco studie uvadéjici nejvyssi frekvence nosici PV v LS genech zahrnovaly EC pacientky
s vysokym rizikem, u nichz byla LS pozitivni rodinna anamnéza nebo imunohistochemické
vySetteni MMR genli, studie uvadéjici nizs$i frekvence nosicii vySetfovaly pacientky
z neselektované populace. Frekvence naSich nosi¢i PV v LS genech se nachédzi ve stfedu
spektra. Nase vysledky odpovidaji rozdilnému piistupu ve vybéru pacientek. Ve skupiné
pacientek, které spliiovaly indikacni kritéria pro genetické testovani pacientek s LS, bylo
zastoupeni nosi¢ek PV v LS genech 22/233 (9,4 %), ve srovnani s 5/294 (1,7 %) nosicek
ve skupin€ pacientek nespliiujicich LS indikacni kritéria. Tyto hodnoty tak odpovidaji
publikovanym vysledkiim u vysoce rizikovych pacientek (Karpel et al.) a neselektovanych
pacientek (Huang et al). Rizika vzniku EC pro nosi¢e PV v predispozi¢nich genech jsou
vycislena pouze v jedné publikaci (LaDuca et al., 2020). Ackoliv se frekvence nosicil v této
publikaci lisily od naSich vysledki, celkové riziko EC pro nosice PV v LS genech bylo
podobné (Kral ef al.: OR = 22,4; LaDuca ef al.: OR = 20,1).

Tiebaze méné nez pétina vySettenych EC pacientek spliiovala HBOC indikacni
kritéria pro genetické vySetieni (98/527; 18,6 %), celkova frekvence nosicek PV v genech
BRCAI/BRCA2 byla vyrazné¢ vys$i nez u ostatnich studii (3,42 % vs. 0-2,2%). Z 16
pacientek, které spliiovaly pouze indikacni kritéria pro HBOC syndrom, a ne pro LS, byly tfi
nosicky zarode¢nych PV v BRCAI a BRCA2 (3/16; 18,8 %). Ve skupiné pacientek, které
spliiovaly ob¢ indikacni kritéria, byla celkova frekvence PV v BRCA1 stejna jako vSechny PV
v LS genech (5/82; 6,1 %). PV v genu BRCA2 se v této skupiné nenachédzely. Nicméné, riziko
vzniku EC bylo pro nosicky PV v BRCA1/2 genech niZ8i neZ pro nosicky PV v LS genech.
Toto riziko bylo pro BRCAI podobné tomu, které uvadéji LaDuca ef al. (Krél et al.: OR = 3,9
vs. LaDuca ef al.: OR = 3,1), ovSem pro nosi¢ky zdrodecnych PV v BRCA2 bylo vyssi, nez
uvadeéji LaDuca et al. (Kral et al.: OR = 7,4 vs. LaDuca et al.: OR = 2,4). Nase vysledky
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naznacuji, ze zarode¢né PV v genech BRCAI jsou spojeny se stiednim rizikem EC, zatimco
PV v genu BRCA?2 jsou spojeny s vysokym rizikem. EC by tak mohl pfedstavovat dalsi projev
HBOC syndromu a mél by byt zatfazen do indikacnich kritérii ke genetickému testovani u
téchto pacientli. Toto stanovisko je podpofeno malou studii provedenou Vietri et al., ktera
identifikovala nosicky PV v BRCAI/BRCA2 u 9/21 pacientek s dédi¢nou formou EC. Tyto
pacientky navic spliovaly HBOC indikaéni kritéria (Vietri et al., 2021).

Mezi dal§imi HBOC geny byl nejcastéjsi vyskyt PV v genech CHEK?2 (6/527; 1,1 %)
aATM (5/527; 1,0 %). U genu CHEK? bylo prokazéano statisticky vyznamné¢ zvySené riziko
vzniku EC u nosi¢ek PV (OR = 3,2, p = 0,04). Mutace v genu CHEK? byly jiz diive
spojeny s predispozici k EC v nasi populaci (Stolarova et al., 2020b). Asociaci mutaci genu
CHEK?2 udava i prace z USA (Karpel et al., 2022).

Pouze dvé zahrani¢ni prace publikovaly nalez zarode¢nych mutaci v ATM (Cadoo et
al., 2019, Johnatty et al., 2021). Johnatty et al. pozorovali stejnou prevalenci nosi¢i PV
v ATM (1,0 %), zatimco Cadoo et al. zaznamenali témé&f dvojnasobnou prevalenci (1,9 %).
Rizika vzniku EC spojena s mutacemi v 47M nejsou znama.

Z4dny zjednotlivych kandidatnich genti neprokazal staticky vyznamnou asociaci se
vznikem EC. Pouze u gent kdodujicich DNA polymerazy POLDI a POLE byla pozorovana
spole¢na asociace s EC. V téchto genech jsme identifikovali tii zarode¢né varianty vedouci ke
vzniku zkraceného proteinového produktu (POLDI 1%, POLE 2x). Riziko vzniku EC u
nosicl téchto variant je vyznamné zvySené (OR = 10,44; p = 0,01). Zarodecné missense
mutace postihujici exonukledzové domény v obou té€chto genech byly jiz diive asociovany
s predispozici k EC (Spurdle et al., 2017), pfi¢emz somatické mutace v POLE piedstavuji
vyznamny prognosticky marker EC (Yen et al., 2020, Leon-Castillo et al., 2020, Green et al.,
2020). Pro ptesné urceni role zarode¢nych trunkacnich variant v POLD1 a POLE je nicméné
nutné provést analyzu podstatné veétSi kohorty pacientek, ato zejména kvili vzacnému
vyskytu nosicek mutaci v téchto genech.

Analyza klinicko-patologickych charakteristik potvrdila dfive publikovana data, Ze
vek diagndzy je u nosicek PV v LS genech nizsi ve srovnani s pacientkami bez PV (Ring et
al., 2016, Long et al., 2019, Tian et al., 2019, Levine et al., 2021). Nicméné 1 v samotné
skupin€ LS gend se primémy veék diagnézy liSil. Zatimco u nosicek PV v genech
MLHI/MSH? byl primérnych vék diagnozy 48 let, pro nosicky PV v MSH6 se jednalo o 56

let. Tento vysledek je v souladu s jiz diive publikovanymi tdaji (Ryan et al., 2017, Tian et al.,
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2019). Pro pacientky s PV v HBOC genech se vék diagndzy nelisil od pacientek bez PV, coz
také odpovida diive publikovanym vysledkiim (Levine et al., 2021).

Ostatni rozdily v klinicko-patologickych charakteristikdich nosicek PV odpovidaji
tomu, do jaké podskupiny byly pacientky zafazeny na zéklad¢ indikacnich kritérii pro
zarodecné genetické testovani. Nejvyssi frekvence nosicek PV v LS genech byla u pacientek,
s >3 tumory, u pacientek s karcinomem kolorekta jako sekundarnim tumorem a u pacientek
s rodinnou anamnézou obsahujici vice¢etné nadory nebo karcinom kolorekta. Obdobné byla
nejvyssi frekvence nosicek PV v HBOC genech mezi témi pacientkami, které vyvinuly tumor
spojeny s HBOC syndromem (karcinom prsu/ovaria) a které mély rodinny vyskyt HBOC
tumort. Nosicky PV v kandidatnich genech se nijak nelisily od pacientek bez PV.

Celkova frekvence nosicek PV byla mezi EC pacientkami s dvéma tumory 15,4 %
(33/214). Ve skupin€ 69 pacientek, které vyvinuly EC i karcinom ovaria, bylo osm nosicek
PV v HBOC genech (11,6 %) a ¢tyfi nosicky PV v LS genech (5,8 %; zahrnuta i nosicka
soubézné mutace v BRCAI a MLHI, u niz byly diagnostikovany EC, karcinom ovaria a
karcinom prsu). Ve skupiné 34 pacientek s EC a karcinomem kolorekta bylo identifikovéno
osm nosi¢ek PV v LS genech (23,5 %) a pouze jedina nosicka PV v HBOC genu (CHEK?Z;
2,9 %). Tyto vysledky naznacduji, Ze samotna pfitomnost dvou primarnich tumord by mohla
predstavovat hlavni indika¢ni kritérium pro zérode¢né genetické testovani, jak ostatné
potvrzuji pfedchozi publikace (Bychkovsky et al., 2022, Lhotova et al., 2020, Wieme et al.,
2021, Stolarova et al., 2020a).

Dle ocekavani byla naprostd vétSina nosi¢ek PV identifikovana mezi pacientkami
spliiujicimi nékterd z indikacnich kritérii ke genetickému testovani, pficemz nalezené PV
korespondovaly s indikovanym syndromem. Celkové 43/60 (71,7 %) nosicek PV bylo
indikovano ke genetickému vySetfeni. Nicméné, 17 nosi¢ek PV by za soucasnych podminek
nebylo indikovano k zddnému genetickému vySetfeni. Tyto nosic¢ky ptfedstavuji vice nez
jednu ctvrtinu (28,3 %) vSech identifikovanych nosicek PV. Objevily se mezi nimi PV jak
v LS genech (MLHI, MSH6), tak v HBOC genech (4TM, BRCAI, BRCA2, BRIP1, CHEK?).
Z téchto 17 nosi¢ek dvé vyvinuly sekundarni tumor asedm mélo vyskyt nadorového
onemocnéni v rodin€, ovSem v kombinacich, které nespliiuji soucasnd indikacni kritéria ke
genetickému testovani.

Ptfednostmi této studie jsou homogenita studované populace, slozené ze slovanské

ceské populace, a pouziti populacné specifickych kontrol, které umoznily vycisleni rizik
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vzniku EC. Limitace této studie spocCivaji v tom, ze byla provadéna retrospektivné a ze u
nadorové tkané nebylo v dobé diagnézy provedeno imunohistochemické vySetreni MMR
genu a stanoveni MSI. Dalsi limitaci je také povaha analyzovaného souboru, ktery byl vice
nez z poloviny tvofen pacientkami konsorcia CZECANCA (291/527; 55,4 %), které se
zaméeiuje vyzkum nadorové predispozice. Neni tak mozné vyloucit potencidlni zkresleni
vysledkl ve prospéch vyssi prevalence nosicek PV. Abychom minimalizovali toto zkresleni,

rozdélili jsme pacientky na zékladé indikacnich kritérii a nasledné je analyzovali oddélené.
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Zavery

Karcinom pankreatu

V souboru 226 pacienti/tek s PDAC jsme identifikovali celkem 8 % nosi¢l
zarodecnych PV ve znamych predispozi¢nich genech, nejcastéji v genu BRCA2 (50 % vSech
nosicll). Mutace v genech BRCAI a BRCA2 byly spojeny se signifikantné zvysenych rizikem
vzniku tohoto onemocnéni. Zarode¢né PV byly ¢astéjsi u pacientl s dal$im tumorem v osobni
anamnéze a s pozitivni rodinnou nadorovou anamnézu (PDAC, karcinom prsu, ovaria,
kolorekta, melanom). Pfitomnost PV v genech podilejicich se na opravé poskozené DNA

cestou HR (BRCA2, ATM, BRCA1I a dalsi) byla spojena s lepsi dobou preziti pacientt.

Karcinom endometria

V souboru 527 pacientek s EC jsme identifikovali vice neZ 11 % nosi¢ek PV v genech
se znamou nadorovou predispozici, ato hlavné ve skupiné gen pro LS (nejvice MSH6)
a gent pro HBOC (nejvice BRCAI). Zarodecné PV v LS genech byly spojeny s vyrazné
zvySenym rizikem vzniku EC a s niz§im vékem v dob¢ diagnoézy onemocnéni. Riziko spojené
s PV v HBOC genech BRCAI, BRCA2 a CHEK?2 bylo niZs§i, nicméné stale signifikantné
zvySené. PV byly cCastéjsi u pacientek s pozitivni osobni a rodinnou nadorovou anamnézou.
EC pacientky, které splnily LS indikaéni kritéria, mély 5% vyssi riziko, ze budou nosickami
zarode¢né PV v LS genech oproti pacientkdm, které tato indikacni kritéria nespliovaly.
Nicméné, stale celkem 28,3 % nosi¢ek PV v klinicky relevantnich genech nebylo zachyceno
soucasnymi indika¢nimi kritérii ke genetickému testovani. Proto by bylo vhodné zatadit EC
mezi indikaéni kritéria HBOC syndromu, at’ uz jako sekundarni tumor u pacientky, nebo
v rdmci rodinného vyskytu.

Identifikace zarodecnych PV u pacientli s dédi€nymi nddorovymi onemocnénimi miize
rozhodnout o rozsahu a volbé adekvatni chemoterapie (naptiklad zaloZené na pouziti PARP
inhibitorh nebo derivatii platiny) a o nasledné péci. Genetické testovani piibuznych nosice
zarode¢né PV navic slouzi k identifikaci vysoce rizikovych pacientli, u nichZ je mozné

zamgéfit se na cilenou prevenci a v€asnou diagnostiku souvisejicich nddorovych onemocnéni.
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