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Abstrakt

Nédory ovaria (OC) jsou celosvétové u Zen zodpovédné za témeét 5 % vSech umrti
zpusobenych nadorovymi onemocnénimi. Vice nez polovina OC je diagnostikovana
v pokrocilych stadiich spojenych s nepiiznivou prognézou (s pétiletym piezitim kolem 50 %).
Primérny vék v dobé diagndzy se pohybuje okolo 65 let. OC je charakteristické velkym
podilem hereditarnich tumorti; germinalni patogenni/pravdépodobné patogenni varianta (GPV)
v nddorovych predispozi¢nich genech je identifikovdna u vice nez 20 % pacientek. Z téchto
pacientek vSak mizeme vyclenit specifickou podskupinu s diagnézou OC s Casnym néstupem
(<30 let), u kterych nachazime atypicky nizky podil hereditarnich forem se zdchytem GPV

pod 10 %, a tedy nejasnou pfic¢inou vzniku tohoto onemocnéni.

Predlozena disertacni prace se zabyva komplexni genetickou analyzou u pacientek s OC
s Casnym ndstupem s vyuzitim celoexomového sekvenovani na rovni jak DNA, tak i RNA
doplnéného o analyzu polygenniho skore rizika (PRS) a typizace lidskych leukocytarnich
antigend (HLA). Ve skupiné 123 pacientek s diagn6zou OC do 30 let véku jsme identifikovali
pouze 6 (4,9 %) nosicek GPV ve znamych OC predispozi¢nich genech. Vysledky dalSich
provedenych analyz naznacuji dva mozné alternativni sméry dédi¢nosti. V prvni fad€ dédicnost
podobnou karcinomu prsu vychazejici: 1) z vysledkl overrepresentation analyzy, kterd odhalila
nabohaceni GPV v genech asociovanych s karcinomem prsu; i) ze zvySené frekvence nosic¢ek
GPV v CHEK2, nddorovém predispozicnim genu asociovaném s karcinomem prsu;
a iii) ze schopnosti SNP setu PR S33 stratifikovat mladé OC pacientky od kontrol, pficemz tento
SNP set je standardné urcen pro stratifikaci Zen s ohledem na vysi rizika vzniku karcinomu
prsu. Druhd trajektorie mozné dédicnosti sméfuje k imunogenetické nadorové predispozici
zaloZzené na zvySené frekvenci nosicek GPV v LY75-CD302, genu zapojeném v imunitni
odpovédi a antigenni prezentaci, a zvysSené frekvenci nosi¢ek alely HLA-DRB1*11:01,
asociované jiz diive s predispozici ke vzniku karcinomu prsu. Imunogeneticka predispozice je
také podpotena zvysenou frekvenci HLA homozygozity u pacientek, ktera ovliviiuje Siti spektra
prezentovatelnych antigent. U pacientek s casnym OC jsme oproti kontrolam také pozorovali
zvySenou germindlni mutacni zatéz. Hereditdrni komponenta u vysoce rizikovych pacientek
s OC scasnym nastupem tedy neodpovida pouze zavedené Mendelovské monogenni

dédi¢nosti, ale ptesahuje 1 do polygenni dédi¢nosti a imunogenetiky.

Sougasti disertaéni prace je i analyza pieziti pacientek s OC v Ceské republice

kompilujici vysledky ze dvou studii. Vyvratili jsme vliv polymorfismu rs2185379 v genu



PRDM]1, diive popsaného u japonské populace, na pieziti Ceskych pacientek s diagndézou
pokrocilého OC. Naopak jsme v souladu s pfedchozimi studiemi zaméfenymi na kavkazskou
populaci potvrdili, ze nosi¢stvi BRCA1/2 GPV, nizs§i vek pacientky v dobé diagnozy
a histologicky typ jiny nez high-grade ser6zni OC, predevsim pak low-grade ser6zni OC,

predstavuji pozitivni prognostické faktory.

Kli¢ova slova: hereditairni nadorova predispozice, karcinom ovaria, celoexomové
sekvenovani, zarode¢né varianty, skore polygenniho rizika, lidské leukocytarni antigeny,

analyza preziti



Abstract

Ovarian cancer (OC) accounts for less than 5% of all cancer-related deaths in women
worldwide. More than half of OC patients are diagnosed at an advanced stages with an
unfavorable prognosis (with a 5-year survival rate of around 50%). The mean age at diagnosis
is around 65 years. Characteristics of OC include a high proportion of hereditary cancers
- a germline pathogenic/likely pathogenic variant (GPV) in cancer predisposition genes is
identified in more than 20% of cases. However, we can distinguish a specific subgroup of early-
onset OC patients (<30 years), in whom an atypically low proportion of hereditary forms is
identified with a GPV detection rate in established OC predisposition genes falling below 10%.

Thus, the genetic predisposition to early-onset OC remains unclear.

The hereby presented thesis focuses on a comprehensive genetic analysis of early-onset
OC patients using whole-exome sequencing at both DNA and RNA levels, complemented by
polygenic risk score (PRS) analysis and human leukocyte antigen (HLA) typing. In a cohort of
123 patients diagnosed with early-onset OC (<30 years), we identified only 6 (4.9%) GPV
carriers in known OC predisposition genes. Furthermore, we proposed two possible alternative
trajectories of inheritance. First, an breast cancer-like inheritance supported by the results of:
1) the overrepresentation analysis showing GPV enrichment in breast cancer-associated genes;
i1) the increased frequency of GPV carriers in CHEK?2, a known breast cancer predisposition
gene; and iii) the discriminatory ability of the PRS313 SNP set to stratify young OC patients
from controls, which is commonly used to stratify women according to their breast cancer risk.
The second trajectory of possible inheritance points to an immunogenetic cancer predisposition
based on the increased frequency of GPV carriers in LY75-CD302, a gene involved in immune
response and antigen presentation; and the increased frequency of the HLA-DRB1*11:01 allele
carriers, previously associated with breast cancer predisposition. The immunogenetic
predisposition is also supported by the increased frequency of HLA homozygotes in patients
compared to controls impairing the spectrum of presentable antigens. Moreover, an increased
germline mutation burden was found in patients with early-onset OC compared to controls.
Thus, the hereditary component in high-risk early-onset OC patients does not only follow the
established Mendelian monogenic inheritance, but also extends to polygenic inheritance and

immunogenetics.

The hereby presented thesis also includes a survival analysis of OC patients in the Czech

Republic combining the results of two studies. We disproved the survival advantage of the



rs2185379 carriers in PRDM1 in Czech patients with advanced OC, that has been previously
described in the Japanese population. On the contrary, consistent with previously published
studies focusing on the Caucasian population, we confirmed that BRCA1/2 GPV carriership,
younger age at diagnosis and histologic type other than high-grade serous, especially low-grade

serous OC, are positive prognostic factors.

Key words: hereditary cancer predisposition, ovarian cancer, whole exome sequencing,

germline variants, polygenic risk score, human leukocyte antigen, survival analysis
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1. Teoreticky uvod

1.1. Nadorova onemocnéni v CR

Zhoubné nadory jsou v CR druhou nejéast&j§i pfi¢inou umrti. Dle poslednich
dostupnych udajt bylo nadorové onemocnéni v roce 2020 nové diagnostikovano u 84 591
jedincti [1]. Nejéast&jsimi nadorovymi onemocnénimi v CR jsou zhoubné nadory prostaty
(C61) u muza a prsu u zen (C50, FBC), nasledované u obou pohlavi novotvary tlustého
stteva a konecniku (C18-C20) a zhoubnymi nadory pradusnice, prudusek a plic (C33-C34).
Tato nejCastéj$i nadorova onemocnéni predstavuji ptiblizné 50 % vSech diagnostikovanych
pripadt zhoubnych nddori mimo nemelanomové nadory kiize (C44). Tti ¢tvrtiny zhoubnych

nadord (mimo C44) jsou diagnostikovany u osob starSich 60 let [2].

1.2. Hereditarni nadorova onemocnéni

K maligni transformaci bunky dochdzi v disledku akumulace genetickych
a epigenetickych zmén, které funkéné zasahuji nékteré z hlavnich bunéénych procesi. Tyto
charakteristické zmény oznaCované jako hallmarks of cancer poprvé popsali Hanahan
a Weinberg vroce 2000. Mezi zékladni znaky malignich nddord patii sobéstacnost
v produkci ristovych signali, odolnost vii¢i protirGstovym signdlim, naruSend regulace
apoptozy, neomezeny replikacni potencidl, cilena indukce cévniho zésobeni do nadoru,
invazivita a schopnost metastazovani [3]. Mezi dal$i, ndsledn€ popsané charakteristické
vlastnosti nadorovych bunék patii rezistence na imunitni regulaci, genomova nestabilita,

deregulace energetického metabolismu a dalsi [4, 5].

Geny, jejichZ alterace mohou vést k maligni transformaci buiiky, délime do dvou
hlavnich skupin oznacovanych jako proto-onkogeny a tumor supresorové geny (TSG).
Proto-onkogeny koduji proteiny, které v buiice fyziologicky ovliviiuji bunéény cyklus, riist
a prezivani a piisobi obecné promitoticky a anti-apoptoticky. V ptipadé akvizice aktivacni
mutace (gain-of-function) dochazi k aktivaci proto-onkogenu na onkogen, coz typicky vede
ke zvySené produkci (alterovaného) proteinu a nasledné ke zvysené proliferaci a inhibici
apoptozy. Mutace proto-onkogent piisobi dominantné, k jejich aktivaci tedy staci mutace
jedné alely. Naopak TSG kéduji proteiny, které negativné reguluji bunécény cyklus, rist

a prezivani bunky ¢i reparaci DNA, a plisobi obecné anti-mitoticky a proapoptoticky.

13



Mutace TSG jsou inaktivujici (loss-of-function) a maji recesivni charakter, ke ztraté funkce

TSG je potieba inaktivace obou alel piislusného TSG [6].

Z hlediska genetické nadorové predispozice mizeme rozliSovat nadorova
onemocnéni sporadicka (cca 70 %), familiarni (15-25 %) a hereditarni (5-10 %). Sporadicka
nadorova onemocnéni vznikaji v diisledku akumulace ziskanych somatickych mutaci, které
nasledné vedou k maligni transformaci bunky, bez vrozené genetické zatéze a zvySené
incidence nadorovych onemocnéni v rodiné. U nadorovych onemocnéni familidrnich
pozorujeme zvysSeny vyskyt nadorovych onemocnéni v dané rodiné oproti bézné populaci,
avSak bez objasnéni genetické pficiny tohoto jevu. PfiCina familidrnich onemocnéni je zatim
nejasna. Spekuluje se o tom, ze k riziku ptispivaji zdédéné polymorfismy v genech s nizkou
penetranci [7, 8]. Naopak hereditarni nadorova onemocnéni jsou zpisobena nosi¢stvim
germinalni patogenni/pravdépodobné patogenni varianty (GPV) v nékterém ze stiedné
az vysoce penetrantnich nadorovych predispozi¢nich gent. VétSina GPV podminujicich
hereditarni nadorovd onemocnéni je identifikovana v TSG, kdy nejcastéji alterovanymi
vysoce penetrantnimi TSG v nasi populaci jsou BRCAI a BRCA2 (dale oznacovano jako
BRCA1/2). Existuji vSak i pfipady hereditarnich nadorovych onemocnéni zptsobené
nosi¢stvim GPV v proto-onkogenech, kam fadime RET, MET ¢i KIT, které jsou vSak fadove
méné Casté. U pacientl s hereditarni formou nadorového onemocnéni je typicky ¢asny vek

nastupu onemocnéni, nadorova multiplicita a pozitivni rodinna anamnéza [9].

Mezi nejCastéjSi hereditarni nddorovd onemocnéni patii syndrom hereditarniho
karcinomu prsu a ovarii (Hereditary Breast and Ovarian Cancer, HBOC), v souc¢asné dob¢
oznacovany jako syndrom hereditdrniho karcinomu prsu, ovarii a pankreatu (Hereditary
Breast, Ovarian, and Pancreatic Cancer, HBOPC). Mezi dalsi charakteristickou manifestaci
v HBOPC rodinach také patii karcinom prostaty. V ptipadé HBOPC syndromu jsou
nejcastéji identifikovany GPV v genech BRCA1/2. Kumulativni celozivotni riziko vzniku
karcinomu prsu pfesahuje u nosi¢ek GPV v téchto genech 60 %; riziko vzniku karcinomu
ovaria (Ovarian Cancer, OC) dosahuje az 58 % v ptipadé¢ GPV v BRCAI aaz29 % v ptipade
GPV v BRCAZ2; riziko vzniku karcinomu pankreatu dosahuje az 5 % (GPV v BRCAI)
aaz 10 % (GPV v BRCA2); u muzl nosi¢l GPV v genech BRCA1/2 je vyznamné zvysSeno
riziko vzniku karcinomu prostaty a karcinomu prsu (vice v piipadé GPV v BRCA2).
Mezi dalsi geny, jejichz GPV predisponuji k HBOPC, patfi zejména DNA reparacni geny
ATM, BARDI, BRIPI, CHEK?2, PALB2, RAD51C a RAD5 1D, mismatch repair geny a dale
geny CDHI, CDKN2A, NF1, PTEN, STK11 ¢i TP53 [9, 10].
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Druhym nejcastéjSim hereditdrnim nddorovym onemocnénim je hereditarni
nepolyp6zni kolorektalni karcinom (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer, HNPCC)
oznacovany také jako Lynchiiv syndrom (LS). LS se nej¢astéji manifestuje nadory kolorekta
au zen také endometria a ovaria, ale je asociovan i s dal§imi typy tumort jako jsou karcinom
pankreatu, zaludku, tenkého stfeva, zlucovych cest, ureteru a ledvinné panvicky. LS je
geneticky podminén ptitomnosti GPV v genech zapojenych v mismatch repair opravach
DNA MLHI, MSH2, MSH6 a PMS?2 [9, 10] a také velkymi delecemi postihujicimi 3" konec
genu EPCAM, které funkéné ovliviiuji i promotor genu MSH2 [11].

Dalsi hereditarni nddorova onemocnéni jsou méné castd (napf. familiarni
adenomatozni polypdzy zpisobené GPV v genu APC, autozomalné recesivni MUTYH-
asociované polypozy, Li Fraumeni syndrom zptsobeny GPV v TP53) az extrémné raritni
(Cowden syndrom zplsobeny GPV v PTEN ¢&i Peutz-Jeghers syndrom zplsobeny GPV
v STKI11)[9, 10, 12].

A& hereditarni nddorovd onemocnéni ptedstavuji minoritni ¢ast vSech pacientl
s naddorovym onemocnénim, jednid se o skupinu vyznamnou, kterou je mozné pomoci
germinalniho genetického testovani identifikovat zavedenymi laboratornimi postupy.
Vysledky onkogenetického testovani maji dopad nejen na pacienta, ale i na jeho rodinné
pfislusniky, a umoziiuji prevenci ¢i Casny zachyt nadorovych onemocnéni u vysoce

rizikovych osob [9, 10, 12].

1.3. Nadory ovaria
1.3.1. Epidemiologie a charakteristika nadori ovaria

S diagn6zou nadoru ovaria (C56), pod kterou kromé nadort ovaria fadime 1 tumory
vejcovodil (C57) a primarni peritonealni nadory (C48.2), je v CR roéné diagnostikovano
témet 1000 Zen (988 v roce 2022). Incidence OC v poslednich letech v evropskych zemich
klesa [13]. V CR v roce 2022 (posledni dostupné data) incidence dosahovala 18/100,000 Zen
a mortalita se pohybovala kolem 11/100,000 Zen [14]. Primérny vék v dob¢ diagnozy OC
v CR je 66 let [2]. Skupina pacientek s OC s pozdnim nastupem (>60 let) tvoii v CR vice
nez 66 % piipadit OC. Naproti tomu OC u mladych Zen <30 let je raritni a pfedstavuje v CR
pouze 1,5 % ptipadi [14].
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A& OC predstavuji 3,4 % nadorovych onemocnéni Zen v CR (bez C44), v diisledku
vysoké mortality jsou zodpovédné za 5 % vSech umrti zplsobenych nddorovym
onemocnénim u Zen v CR [2]. P¥i¢inou vysoké mortality OC je fakt, e u vice neZ dvou tietin
pacientek je onemocnéni diagnostikovano v pokrocilém stadiu (FIGO III-1V), kdy se pétileté
preziti pohybuje jen kolem 30 % [14, 15]. Pfi¢inou pozdni diagndzy je absence ptiznakil
u ¢asnych stadii OC ¢i pozdéji pritomnost nespecifickych ptiznakt jako jsou bolesti bticha,
nadymani, zvySena potieba moceni nebo nechutenstvi [16] a zaroven nedostupnost

spolehlivého diagnostického nastroje pro detekci ¢asnych stadii.

1.3.2. Typy nadorii ovaria

Nédory ovaria jsou heterogenni skupinou onemocnéni. Ve vétSing pripadi (az 90 %
ptipadll) jsou OC epitelidlniho pivodu. Vibec nejcastéjSim typem OC je tzv. high-grade
serdzni karcinom ovaria (HGSC), ktery piedstavuje az 70 % epitelidlnich nadort. Dal$imi
typy epitelialnich OC jsou nadory endometroidni (cca 10 %), svétlobunécéné (cca 10 %),
low-grade serozni (LGSC, cca 5 %) a mucindzni (cca 3 %). Naopak neepitelidlni nadory
tvoti pouze zhruba 10 % piipadl a jedna se napi. o tumory germinalni, z bun¢k stromatu
a zarodec¢nych pruhti (tzv. sex-cord stromal) nebo raritné i o sarkomy a malobunécné nadory
[17]. Zatimco epitelidlni nadory ovaria ptevladaji u zen s pozdnim nastupem onemocnéni,

neepitelidlni nddory jsou typické pro dospivajici a mladé dosp€lé Zeny [18].

Mezi dospélymi pacientkami mizeme vétSinove zastoupené epitelialni nadory dale
rozdélit na prognosticky odlisné nédory typu I a II. OC typu I (LGSC, endometroidni,
mucindzni aj.) maji nizs§i proliferacni aktivitu nadorovych bunék a jsou spojeny s lepsi
prognézou. Pro OC typu I je typicky pomalejsi pirechod z benignich stadii do malignich,
a jsou tedy typicky diagnostikovany v niz§im stadiu [19, 20]. Naopak OC typu II (HGSC
aj.) jsou charakterizovany vysokou prolifera¢ni aktivitou nadorovych bunék, rychlou
progresi onemocnéni a jsou spojeny s hor§i prognoézou. OC typu II jsou typicky

diagnostikovany v pokrocilych stadiich [19, 21].
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1.3.3. Nadory ovaria s ¢asnym nastupem

Primérny vék v dobé diagnézy OC se pohybuje kolem 65 let véku - celosvétove
se uvadi 63 let [15], v CR je to v poslednich letech 66 let [2]. Zachytnost GPV v TSG
spojenych se zvySenym rizikem vzniku OC ptesahuje 20 % [22-24]. Mezi pacientkami s OC
muzeme vsak vycClenit specifickou skupinu pacientek s ¢asnym nastupem (ptfed 30 rokem
zivota), u nichz jsou patrné zasadni rozdily v klinickopatologickych charakteristikach oproti
ostatnim pacientkam (Tabulka 1). Pro pacientky s OC s ¢asnym néstupem je typicka lepsi
progndza a pétileté preziti, coz mize souviset s odliSnym zastoupenim histologickych typt
OC a obecné diagnozou v ¢asnéjsich stadiich [15]. Atypicky nizké je zachytnost GPV v OC
predispozi¢nich genech, kterda se pohybuje pod 10 % [24-26]. S ohledem na uvedené
diskrepance této skupiny pacientek s OC <30 let je prekvapivé, ze bylo dosud provedeno jen
nckolik mdlo studii zabyvajicich se analyzou jejich genetickych nadorovych predispozic,
které by pomohly objasnit predpokladanou predispozici k tomuto onemocnéni a zlepsit tak

diagnostiku a prevenci u zen v reprodukénim a socioekonomicky produktivnim veéku [27].

Tabulka 1: Srovnani klinickopatologickych charakteristik u pacientek s casnym (<30 let)
vs. pozdnim (>60 let) nastupem OC (upraveno podle [27])

Pacientky S ¢asnym nastupem OC S pozdnim nastupem OC

Incidence 1,6/100,000 [15, 28] 22,0/1009000 [15,28]

58-87 % [29-32]

Cca 50 % [32, 34]
—niz8i u LGSC [33]

Pétileté preziti

~40 % epitelidlni — prevladd LGSC ~ 90 % epitelidlni — pfevlada HGSC

Histologicky typ

[18,32]
~50 % germinalni [18, 35]
~10 % z bunék stromatu a

zarode¢nych pruht [35, 36]

(70 %) [20,37]
~ 6 % z bunék stromatu a zarode¢nych
pruhti [38]
~3 % germinalni [38]

Stadium onemocnéni
v dobé dg.

Lokalizované [15, 34]

Pokrocilé [15, 34]

Nosicky GPV v OC
predispozi¢nich
genech

<10 % [24-26]

>20 % [22-24]

Dg., diagndza; GPV, germinalni patogenni/pravdépodobné patogenni varianta; HGSC, high-grade serdzni
karcinom ovaria; LGSC, low-grade serdzni karcinom ovaria; OC, nadory ovaria
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1.3.4. Rizikové faktory pro vznik nadori ovaria

Celozivotni kumulativni riziko pro vznik OC se pohybuje kolem 1,1 % [15].
Faktorem, ktery toto riziko vyznamné ovliviiuje, je pusobeni pohlavnich hormoni
souvisejici s dlouhodobym uzivanim hormonalni antikoncepce, paritou, casnym nastupem
menstruace nebo pozdnim nastupem menopauzy [39-41]. Obecné lze fici, ze pocet let
ovulace pozitivné koreluje s rizikem vzniku OC [42]. Dale je popisovano vyssi riziko vzniku
OC u Zen s nadvahou ¢i obezitou [43]. Nejvice ale relativni riziko zvySuje pozitivni rodinna

anamnéza OC, ktera tizce souvisi s HBOPC syndromem [44].

OC patfi mezi nadorovd onemocnéni s nejvysSim podilem hereditarni formy
presahujici 20 %, dle nékterych studii dokonce 1 >30 % [22, 23, 38]. Hereditarni OC je
spojen s pfitomnosti GPV ve stfedné az vysoce penetrantnich nddorovych predispozi¢nich
genech (Tabulka 2), jejichz produkty jsou nejcastéji zapojeny v opravach poskozeni DNA,
zejména mechanismem homologni rekombinace nebo mismatch repair. NejCastéji jsou
identifikovany GPV ve vysoce penetrantnich genech BRCA1/2, a to az ve 20 % ptipadi OC
[45]. Dal$imi Casto alterovanymi geny jsou RAD51C, RAD51D a BRIPI [46,47]. Riziko OC
je také pfidruzeno k diagnoze LS, tedy nosickam GPV v genech MLHI, MHS2/EPCAM,
MSHG6 a PMS? [48]. U pacientek s OC nachdzime také GPV ve stfedné penetrantnich genech
ATM a PALB2 [49-51]. Nékteré specifické subtypy OC neepitelidlniho plivodu jsou
asociované s raritnimi syndromy zplsobenymi genetickymi alteracemi v genech jako je

STK11, DICER] a SMARCA4 [52-54].

Mimo znamé predispozi¢ni geny se v asociaci s OC diskutuji 1 dalsi kandidatni. Patii
mezi n¢ z velké €asti predispozicni geny se znamou asociaci a rizikem pro jind naddorova
onemocnéni. Jedna se napt. o vysoce penetrantni geny jako jsou APC, PTEN nebo TP53 [55-
57]. Dale je také mozné v literatufe najit potencialni asociace OC s GPV ve stfedné
penetrantnich genech jako je BARDI nebo CHEK? [23, 58], jejichZ nddorova predispozice
a rizika jsou jiz popsana u FBC. Kandidaty jsou také dalsi geny, jejichz produkty jsou
zapojeny v opravach DNA nebo odpovédi na poSkozeni DNA, jako jsou geny Fanconiho
anémie, napt. FANCA, FANCC, FANCL, FANCM a SLX4 [59, 60], nebo MRN komplexu,
tj. MRE11-RAD50-NBN [61, 62]. Nicmén¢ asociaci kandidatnich gentl je potieba ovétit ve
velkych studiich doplnénych idealné i o funkéni analyzy, pomoci kterych by bylo mozné po
preciznéjsi charakterizaci a klasifikaci identifikovanych variant, z nichZ vétSina jsou dosud

varianty nejasného vyznamu (Variant of Uncertain Significance, VUS), uptesnit rizika.
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Tabulka 2: Znamé predispozi¢ni geny asociované s nadory ovaria (upraveno podle [27])

Projevy u nosi¢u GPV v heterozygotni formé
Projevy u nosi¢ia GPV v

Absolutni riziko

Gen homozygotni/sloZené heterozygotni formé
Typ asociovaného OC vzniku OC Dalsi asociovana nadorova onemocnéni [10] [63]
[10]
Vysoce penetrantni geny
BRCA1 Epitelialni [49] 39-58 % BC, PaC, PrC FA-S
BRCA2 Epitelialni [49] 13-29 % BC, PaC, PrC, MM FA-D1
BRIPI Epitelialni [49] 5-15 % BC, CrC, EC FA-J
DICERI Neepitelidlni - z bun¢k stromatu a zdrode¢nych ] DICERI sy ]
pruhti [53]
MLH1 Epitelialni [48, 49] 4-20 % Lynch sy - CrC, EC, PaC CMMRD
MSH2 Epitelialni [48] 8-38 % Lynch sy - CrC, EC, PaC CMMRD
RADSIC Epitelialni [49] 10-15 % BC FA-O
RADS51D Epitelialni [49] 10-20 % BC -
SMARCA4 Neepitelialni - malobunéény, hyperkalcemicky ) Familidmi rhabdoidni nadory )
typ [54]
STK11 Neepitelidlni [52] >10 % Peutz-Jeghers sy, BC, PaC, CrC -
Sti‘edné penetrantni geny / Geny bez jasné asociace s onemocnénim
ATM Epitelialni [49] 2-3% PaC AT
MSH6 Epitelialni [48] 1-13 % Lynch sy - CrC, EC, PaC CMMRD
PMS?2 Epitelialni [48] 1-3% Lynch sy - CrC, EC CMMRD
PALB2 Epitelialni [50] 3-5% BC, PaC FA-N

AT, ataxia-telangiectasia; BC, karcinom prsu; CMMRD, syndrom konstitu¢niho deficitu mismatch repair mechanismi; CrC, kolorektalni karcinom; EC, karcinom endometria;
FA, Fanconiho anemie; GPV, germinalni patogenni/pravdépodobné patogenni varianta; MM, maligni melanom; OC, nadory ovaria; PaC, karcinom pankreatu; PrC, karcinom
prostaty; sy, syndrom
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Mimo klasickou monogenni Mendelovskou dédi¢nost byly v souvislosti s OC
popsany 1 dalsi alternativni mechanismy genetické nddorové predispozice. Ojediné€le jsou
popisovany piipady pacientek s OC, u nichz byly identifikovany bialelické [64, 65]
nebo de novo GPV [66, 67] v etablovanych nadorovych predispozi¢nich genech. Dale jsou
také separatné studovani nosici vice nez jedné GPV ve stfedné¢ az vysoce penetrantnim genu,
tzv. MINAS (Multilocus Inherited Neoplasia Allele Syndrome) [68]. V neposledni fadé byla
také u pacientek s OC zkoumana X-vazana dédi¢nost, a to jak ve spojitosti s pozitivni
nadorovou rodinnou anamnézou bez zndmé GPV po matetské [69] 1 otcovske linii [70], tak
i na urovni nendhodné inaktivace chromozomu X [71, 72]. Ve spojitosti s X-vazanou
dédicnosti u OC se zkoumd i moznost tzv. modifikatori, které maji vliv na nastup

onemocnéni, a konkrétn€ polymorfismus rs176026 v genu MAGEC3 lokalizovaném

vvvvvv

V poslednich letech se u solidnich nadorti hodné diskutuje a experimentalné testuje
tzv. skore polygenniho rizika (Polygenic Risk Score, PRS) [73]. PRS je jiz pomérné
podrobné zkouméano u pacientek s karcinomem prsu [74, 75], a to véetné Ceské populace
[76]. Nicméng asociace PRS u OC je méné¢ jasna. V prab&hu poslednich let probéhlo nékolik
pokusti o vytvoteni OC specifického SNP (Single Nucleotide Polymorphism) setu Citajiciho
n¢kolik jednotek az desitek testovanych polymorfismii [73, 77-81]. Aktualné nejuzivané;si
SNP set pro analyzu PRS u OC obsahuje 36 SNP [81], je podporovany konsorciem OCAC
(Ovarian Cancer Association Consortium) a je zaclenén do vypoctu absolutniho rizika OC
spolu s nosi¢stvim GPV, rodinnou nadorovou anamnézou a osobni klinickopatologickou
anamnézou v ramci volné dostupného nastroje pro predikei rizika vzniku karcinomu prsu

a ovaria CanRisk [82].

Dalsim ptikladem studované alternativni dédi¢nosti u OC muze byt také dysregulace
protinddorové imunity. Konkrétné imunita mediovana prezentaci nadorovych neoantigent,
ktera je geneticky podminéna nosi¢stvim urcitych HLA (Human Leukocyte Antigen) alel
¢i genotypu, byla jiZ v minulosti zkoumana i u OC pacientek [83]. U jinych nddorovych
onemocnéni se v tomto kontextu také popisuje vliv homozygozity v HLA lokusech jako
rizikovy faktor [84]. OC se také Castéji vyskytuje u Zen s nékterymi autoimunitnimi
onemocnénimi, jako je napf. lupus erythematodes nebo idiopatickd zadnétlivd myopatie [85,
86]. Studie imunogenetickych predispozic u nadorovych onemocnéni se tedy jevi do
budoucna jako zajimavy smér, ktery by mohl pfispét k pochopeni patogeneze onemocnéni

a zaroven oteviit nové 1écebné moznosti napt. pomoci imunitnich check-point inhibitori.
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1.3.5. Faktory ovliviiujici pFeziti a aspéSnost 1écby u nadori ovaria

Obecné plati, ze OC patii mezi gynekologické malignity s nejvyssi mortalitou
a nizkou mirou pétiletého preziti (pouze 50 % OC pacientek) [15]. Hlavnimi faktory
ovlivitujicimi preziti OC pacientek jsou vék v dobé diagnozy, stadium v dobé diagnozy
a histologicky typ tumoru - lepSi pieziti maji mladsi pacientky [32, 87], pacientky
s lokalizovanym onemocnénim [15] a pacientky s OC typu I [20]. DalSimi prognostickymi

faktory jsou také GPV v DNA reparacnich genech, zejména v BRCAI/BRCA?2.

Nosi¢stvi GPV ve vysoce a stfedné penetrantnich genech ma kromé jiz vySe
zminovaného zvyseného rizika vzniku OC vliv i na jeho prognézu. Obecné se uvadi, ze OC
pacientky s BRCA1/2 GPV maji lepsi progndzu a delsi preziti. Tato vyhoda ovSem plati
pfevazné v prvnich nekolika letech po diagndze, pro dlouhodobé pteziti (po 6-10 letech dle
zvolené studie) uz nejsou rozdily mezi nosickami a nenosickami BRCA1/2 GPV zjevné 88,
89]. Lepsi preziti nosi¢ek GPV v genech BRCA1/2 souvisi s lepsi odpovédi na 1écbu derivaty
platiny a PARP (poly(ADP-rib6za)polymerdza) inhibitory [90, 91]. PARP inhibitory piisobi
na principu syntetické letality nddorovych bun¢k a vykazuji nejvyssi benefit pro nosicky
GPV v genech BRCA1/2 a potencidlné¢ pro nosicky GPV v dalSich genech zapojenych
v homologni rekombinaci, jejichz loss-of-function mutace vedou k funkénimu deficitu

homologni rekombinace [92, 93].

V souvislosti s 1é¢bou OC se jevi jako potencidlni moznost 1 uziti imunitnich check-
point inhibitori, jako jsou napi. anti-PD-1/PD-L1 nebo anti-CTLA4 molekuly [94].
Pti zvazovani této 1écebné modality by se mélo z hlediska genetického testovani uvazovat
o provedeni HLA typizace, protoze bylo zjiSténo, ze pacienti s riznymi nadorovymi
onemocnénimi v pokroc¢ilém stadiu, kteti byli homozygoty v alespoil jednom z HLA lokust
I. tfidy, reagovali na tuto lécbu hiife neZ HLA heterozygoti [95]. Stejn€ tak nosici alely
HLA-A*03 (at’ uz v heterozygotnim nebo homozygotnim stavu) méli pfi 1é¢bé imunitnimi
check-point inhibitory horsi pteZiti bez progrese 1 celkové preziti [96]. Tato zjiSténi, a¢ dosud
nestudovana piimo u OC, mohou mit v budoucnosti vliv 1 na 1é€bu a s ni spojené genetické

testovani prave i u OC pacientek.

V ramci germinalniho genetického testovani u pacientek s OC je mozné se zaméfit
nejen na identifikaci kauzalni GPV, ale také na rtizné polymorfismy, které mohou ovliviiovat
reakci na léCbu a preziti. V literatufe je popisovana napt. pozitivni asociace s dlouhodobym

pfezitim u OC pacientek, které byly nosickami rs1800734 v genu MLH] €irs2185379 v genu
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PRDM1 [97, 98], nebo naopak negativni asociace u nosicek rs1001179 v genu CAT,
rs851797 v genu EXO1I nebo rs2303428 v genu MSH?2 [87, 97, 99]. Tyto asociace jsou vSak

vysoce populacné specifické a v tomto kontextu by tak mély byt i interpretovany.

Vzhledem k vysoké mortalit¢ OC by m¢l by byt kladen diraz primarné na jeho
prevenci. A¢ byly provedeny cetné studie testujici mozné populacni screeningy OC [100-
104], bohuzel aktudlné neexistuje takovy, ktery by dokazal s dostate¢nou citlivosti odhalit
OC v ¢asnych stadiich u asymptomatickych zen. Proto je vysoce rizikovym pacientkdm
nabizena chirurgicka profylaxe, kterd vyznamné snizuje riziko vzniku OC a signifikantné

prodluzuje délku jejich zivota [105].
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2.  Cile prace

Cilem této disertacni prace bylo provést komplexni genetickou analyzu u vysoce

rizikovych pacientek s gynekologickymi tumory se zaméfenim na nadory ovaria.
Dil¢imi cili prace bylo:

1. charakterizovat hereditarni komponenty nador ovaria s casnym nastupem
pomoci celoexomového sekvenovani na irovni DNA a RNA,

2. identifikovat nové germinalni patogenni varianty asociované s nadory ovaria
pomoci DNA a RNA sekvenovani s panelem CZECANCA,

3. popsat asociace  nosiCstvi  germindlnich  variant a  dalSich

klinickopatologickych charakteristik s pfezitim pacientek s nadory ovaria.

Tato disertacni prace se tedy souhrnné vénuje charakterizaci genetickych faktort,
které zptisobuji nebo ptispivaji ke vzniku nadorti ovaria se zaméfenim na skupinu mladych
pacientek s diagnézou do 30 let veéku ¢i které ovliviiuji progndézu téchto pacientek.
PtedevSim hereditarni komponenta nddort ovaria s Casnym nastupem byla doposud velmi
malo prostudovana a jeji vysledky mohou ptispét k lepSimu porozuméni mechanismu vzniku

tohoto onemocnéni.
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3. Metody

3.1. Pacientky a kontroly

V ramci publikaci zahrnutych v této disertacni praci byly pouzity razné sety
pacientek a kontrol, které jsou blize popsany v jednotlivych publikacich [106-108]. VSechny
pacientky byly diagnostikovany s OC a byly geneticky testovany ve VFN v Praze ana 1. LF
UK nebo jiném spolupracujicim pracovisti v ramci CZECANCA konsorcia [109]. VSechny
pacientky i1 kontroly podepsaly informovany souhlas s genetickym testovanim, jez byl
schvélen etickou komisi. Data vSech ucastniki byla anonymizovéna a jsou dostupna
v uvedenych publikacich, jejich dopliujicich souborech nebo na vyzadani

u korespondenc¢niho autora.

3.2. Metody
3.2.1. Priprava DNA a RNA sekvena¢ni knihovny

Ptiprava sekvenacnich knihoven byla provedena dle instrukci od vyrobce s drobnymi
knihovny pouzito 200-800 ng genomové DNA izolované z leukocytl periferni krve. DNA
byla fragmentovéna (enzymaticky ¢i ultrazvukem) na fragmenty s primérnou délkou cca
200 bp a dale zpracovana pomoci kit KAPA HyperPrep Kit, KAPA HyperPlus Kit
nebo KAPA EvoPlus Kit (Roche). Pro ptipravu sekvenaéni RNA knihovny bylo pouzito
5 ul RNA izolované z leukocytl periferni krve bez ohledu na jeji koncentraci. RNA byla
fragmentovana na fragmenty s primérnou délkou cca 180-200 bp a pfiprava RNA knihovny

byla provedena pomoci KAPA RNA HyperPrep Kit (Roche).

Nasledné bylo 6-96 pre-knihoven jednotlivych vzorkti ekvimolarné smichano tak,
aby celkové mnozstvi DNA bylo 1,5-2 pg. Déle byla provedena hybridizace se sondami dle
volby experimentu - KAPA HyperExome panel, na miru objednanymi KAPA HyperChoice
panely CZECANCA (CZEch CAncer paNel for Clinical Application) [110] a/nebo PRSman
(Roche) [76]. Pro hybridizaci a nasledné omyti byl pouzit KAPA HyperCapture Reagent Kit
(Roche). Sekvenovani findlnich knihoven bylo provedena na sekvenatoru NextSeq 500

(2x 76 cykllr), NextSeq 2000 (2x 151 cykli) nebo NovaSeq 6000 (2x 101 cykld; Illumina).
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3.2.2. Bioinformatické a statistické zpracovani dat

Ziskand hruba sekvenacni data byla zpracovana pomoci vlastniho bioinformatického
postupu a identifikované varianty byly nasledné prioritizovany a filtrovany. Ve zkratce byly
odfiltrovany varianty snizkou sekvenac¢ni kvalitou, lokalizované v repetitivnich
a nekddujicich oblastech, frekventni u kontrol a v popula¢nich databazich, klasifikované
v databazi ClinVar jako benigni/pravdépodobné benigni nebo po vizudlni inspekci
vyhodnoceny jako sekvenacni chyby. Nasledné byly zbylé varianty prioritizovany a jako
patogenni/pravdépodobné patogenni varianty byly klasifikovany varianty vedouci
k pfedCasnému zatrazeni stop kodonu, poruSeni start kodonu a poruseni Ctecitho ramce,
varianty lokalizované v ramci konsensniho sestfihového mista (+-1/2 bp od hranice exonu)
nebo varianty ovliviiujici sesttih dle predikénich nastrojii a RNA analyzy. Velké prestavby
(Copy Number Variation, CNV) byly hodnoceny na zéklad¢ normalizovaného CNV skore
ziskaného pomoci CNV kit analyzy. Konkrétni filtracni kritéria jsou uvedena v danych

v publikacich v¢etné verzi vyuzivanych ndstroju a filtranich kritérii [106, 108, 110-113].

Vypocet PRS je uveden v publikaci [76]. HLA typizace byla provedena z DNA
celoexomovych dat s vyuzitim nastroje specHLA v defaultnim nastaveni [114].
Overrepresentation analyza byla provedena pomoci online nastroje WEB-based GEne SeT
AnaLysis Toolkit [115]. Statistickd analyza a analyza pfeZiti byla provedena v programu
R v4.2.0 [116], pficemZ za statisticky signifikantni byly povaZovany p hodnoty niZsi
nez 0,05. Pro analyzu pteziti byl pouzit R bali¢ek survival [117].

3.2.3. HRMA

Metoda HRMA  (High-Resolution — Melting  Analysis) byla provedena
pro genotypizaci polymorfismu rs2185379 [107]. Pro analyzu byly pouZity in-house
navrzené¢ primery: forward 5'-GTGGACAGAGGCTGAGTTTGA-3" a reverse
5'-TCACTGTTGGTGGCATACTTGA-3’. HRMA byla provedena v reakénim objemu 6 pl
s vyuzitim 5x HOT FIREPol EvaGreen HRM Mix (Solis BioDyne) na stroji LightCycler
480 II System (Roche) pomoci programu: 1. inicidlni denaturace 95 °C po dobu 12 min;
2. 50 cykli PCR - 95 °C po dobu 15 sec, 60 °C po dobu 25 sec, 72 °C po dobu 15 sec;
3. analyza ktivek tani - denaturace pii 95 °C po dobu 5 sec, renaturace pii 72 °C po dobu
1 sec, a naslednd detekce tani az do 95 °C s métfenim Ctytikrat za kazdy jeden °C. Analyza
dat byla provedena pomoci LightCycler 480 Software (v1.5.0 SP4) s vyuzitim Gene

Scanning analysis. Kazdy analyticky béh obsahoval pozitivni a negativni kontrolu.
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3.2.4. Konfirmace nalezenych variant

Malé strukturni varianty (SNP nebo malé inzerce ¢i delece) byly konfirmovany
pomoci Sangerova sekvenovani nebo RNA analyzy. Pfitomnost velkych prestaveb byla
konfirmovana pomoci MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification)
nebo RNA analyzy. Suspektni RNA udalosti nejasného vyznamu byly konfirmovéany
pomoci reverzni transkripce, PCR a Sangerova sekvenovéni, jak je detailné¢ uvedeno
v konkrétnich publikacich. Sangerovo sekvenovani a MLPA byly provedeny na pfistroji

ABI 3500 (Applied Biosystems).
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4. Vysledky

Vsechny pacientky s OC jsou v CR indikované ke genetickému testovani nadorové
predispozice pouze na zdkladé diagndézy OC bez dalSich podminek. Nad ramec rutinni
diagnostiky se v ramci klinického vyzkumu zkoumaji dal$i mozné piiciny vzniku tohoto
nadorového onemocnéni, jako je napf. asociace kandidatnich gent s onemocnénim,
rozsifena analyza novych variant v jiz zndmych nadorovych predispozi¢nich genech, vliv
nizko penetrantnich alel nebo identifikace alternativnich genetickych mechanismil

zapojenych v naddorové predispozici.

Tato disertacni prace kompiluje vysledky tii priméarnich publikaci a jednoho
reSeriniho Glanku, které se vénuji genetickému testovani u pacientek s OC v CR a zamétuji

se predevsim na:

1. komplexni charakterizaci hereditarni komponenty OC s Casnym nastupem
v€. charakterizace novych germindlnich patogennich variant [27, 106, 108];
2. asociaci nosi¢stvi germindlnich variant a dalSich klinickopatologickych

charakteristik s prezitim pacientek s OC [106, 107].

Uvedené publikacni vystupy navazuji na jiz diive provedené studie genetické
nadorové predispozice u pacientek s OC v CR [22, 118] a prohlubuji poznani v tomto
odvétvi. Zasadnim rozdilem publikaci zahrnutych v této disertacni praci je rozSifeni
metodického pfistupu, zalenéni nejen DNA, ale i RNA analyzy; rozSifeni spektra
analyzovanych genli nad rdmec panelu CZECANCA (226 etablovanych a kandidatnich
nadorovych predispozi¢nich genll) az na uroven celoexomového sekvenovani; a zafazeni
genetickych analyz dalSich zplisobll dédicnosti jako je PRS, germindlni mutaéni zatéz a HLA
typizace. Z dostupnych klinickych dat byly dale provedeny i analyzy pieZiti pacientek, které
byly korelovany s nalezenymi genetickymi alteracemi a dostupnou histologii, osobni

a rodinnou anamnézou.
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4.1. Komplexni charakterizaci hereditarni komponenty nadort ovaria

s casnym nastupem v¢. charakterizace novych GPV

Problematika nejasné genetické predispozice u specifické skupiny pacientek s OC
s Casnym nastupem (<30 let) byla nejprve teoreticky shrnuta v podob¢ literarniho prehledu
[27] a nasledné experimentalné testovana a zpracovana do podoby vysledkového ¢lanku
[106]. Vramci RNA analyzy byla mj. nalezena nova hlubokd sestfihovd GPV
c.1009-118 1009-87delinsC v genu CHEK?2, ktera byla detailné charakterizovana v ramci
druhého vysledkového ¢lanku [108]:

Horackova, K., Janatova, M., Kleiblova, P., Kleibl, Z. & Soukupova, J. 2023. Early-Onset

Ovarian Cancer <30 Years: What Do We Know about Its Genetic Predisposition? /nt
J Mol Sci, 24, 17020. IF2023 = 4,9 (viz Priloha 1)

Autorsky podil: literarni resSerse a priprava manuskriptu.

Horackova, K., Zemankova, P., Nehasil, P., Vocka, M., Hovhannisyan, M., Matejkova, K.,

Janatova, M., Cerna, M., Kleiblova, P., Jelinkova, S., Stastna, B., Just, P., Dolezalova, T.,
Nemcova, B., Urbanova, M., Koudova, M., Hazova, J., Machackova, E., Foretova, L.,
Stranecky, V., Zikan, M., Kleibl, Z. & Soukupova, J. 2024. A comprehensive analysis of
germline predisposition to early-onset ovarian cancer. Sci Rep, 14, 16183. 1F2023 = 3,8
(viz Priloha 2)

Autorsky podil: priprava sekvenacnich DNA i RNA knihoven a provedeni NGS, analyza a

interpretace dat, konfirmace nalezenych variant, priprava manuskriptu.

Zemankova, P., Cerna, M., Horackova, K., Ernst, C., Soukupova, J., Borecka, M., Blumcke,

B., Cerna, L., Cerna, M., Curtisova, V., Dolezalova, T., Duskova, P., Dvorakova, L.,
Foretova, L., Havranek, O., Hauke, J., Hahnen, E., Hodulova, M., Hovhannisyan, M.,
Hruskova, L., Janatova, M., Janikova, M., Jelinkova, S., Just, P., Kosarova, M., Koudova,
M., Krutilkova, V., Machackova, E., Matejkova, K., Michalovska, R., Misove, A., Nehasil,
P., Nemcova, B., Novotny, J., Panczak, A., Pesek, P., Scheinost, O., Springer, D., Stastna,
B., Stranecky, V., Subrt, L., Tavandzis, S., Tureckova, E., Vesela, K., Vickova, Z., Vocka,
M., Wappenschmidt, B., Zima, T., Kleibl, Z. & Kleiblova, P. 2024. A deep intronic
recurrent CHEK? variant ¢.1009-118_1009-87delinsC affects pre-mRNA splicing and
contributes to hereditary breast cancer predisposition. Breast, 75, 103721. 1F2023 = 5,7
(viz Priloha 3)

Autorsky podil: funkcni charakterizace sestrihove udalosti, editovani manuskriptu.
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Nadory ovaria diagnostikované <30 let, tzv. s Casnym nastupem, jsou specifickou
skupinou odlisujici se v nékolika zdsadnich parametrech od ostatnich OC s pozdnim
nastupem (viz Tabulka 1). Zasadnim rozdilem z hlediska nadorové predispozice je atypicky
nizké zastoupeni nosicek GPV ve znamych OC predispozi¢nich genech, a to i u pacientek
s epitelialnim OC. Ve skupiné 123 pacientek diagnostikovanych s OC <30 let jsme provedli
celoexomové sekvenovani, a to jak na Grovni DNA, tak i RNA, které¢ bylo dale doplnéno
o dal$i analyzy jako je PRS, germinalni mutacni zat¢zZ a HLA typizace. Vysledky byly
statisticky porovnavany vici setu populacné specifickych, zdravych nenddorovych kontrol
a pacientskych kontrol s pozdnim nastupem OC s odpovidajicim histologickym typem

a stadiem onemocnéni.

Pomoci komplexni genetické analyzy jsme navrhli dvé mozné, dosud nepopsané

trajektorie genetické predispozice k OC s ¢asnym nastupem:

1. geneticka nadorova predispozice podobna FBC podpofena:
e zvySenou frekvenci GPV v genu CHEK?2, jehoz GPV jsou asociované
se stfednim rizikem vzniku FBC, avSak dosud ne s OC;
o stratifikaci pacientek s OC s ¢asnym nastupem s vyuZzitim PRS313, tj. SNP
setu designovaném pro stratifikaci rizika vzniku FBC;
e overrepresentation analyza, kterd prokazala signifikantni nabohaceni
GPV v setu genll asociovanych s karcinomem prsu.
2. imunogenetickd predispozice ovliviiujici protinddorovou imunitu
podpoftena:
e zvySenou frekvenci GPV vgenu LY75-CD302, jehoz produkt je
mj. zapojen v prezentaci neoantigent;
e zvySenou frekvenci nosici urcitych HLA alel, pfedev§im DRB1*11:01;
e zvySenou frekvenci homozygotd v alespon tiech z osmi testovanych HLA
lokusech;

e zvySenou celkovou germindlni mutacni zatézi pacientek.
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4.1.1. Analyza germinalnich patogennich variant

Vramci analyzy DNA/RNA celoexomovych dat [106] bylo prioritizovano
a nasledné klasifikovano jako GPV celkem 1563 variant (z toho 1506 unikétnich variant)
v 1390 genech. Median poctu GPV u pacientek dosahoval 13 (rozptyl 2-28), zatimco
u nenddorovych kontrol 11 (rozptyl 1-24). Germinalni mutacni zatéz vykazovala rostouci
trend ve sméru od pacientek s neepitelialnimi OC, k pacientkdm s borderline tumory a dale
k pacientkdm s OC typu I a II (nejvyssi) (p=3,8%107%) (Obr. 1). Na zakladé trovné
germindlni mutacéni zatéze bylo mozné rozdélit pacientky a kontroly do tii skupin,
a to s nizkou zatézi <10 GPV (34/123 pacientek vs. 106/227 kontrol; p=0,0006), se stiedni
zatézi v rozsahu 11-14 GPV (54/123 pacientek vs. 87/227 kontrol p=0,361) a s vysokou
zatézi >15 (35/123 pacientek vs. 34/227 kontrol; p=0,003).

Obr. 1: Germinalni mutacni zatéz u pacientek s OC s Casnym nastupem vs. nenadorové
kontroly. Pacientky byly dle histologického typu OC rozd€leny do ¢tyi kategorii: BTO
(borderline tumory ovaria), typ I (epitelidlni OC low-grade serdzni, ser6zni grade neznamy,
mucinézni, endometroidni, svétlobunéény), typ II (epitelidlni OC high-grade serdzni)

a other (neepitelialni OC).
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U 1563 prioritizovanych GPV jsme provedli overrepresentation analyzu, kteréd
ukézala signifikantni nabohaceni GPV v genech asociovanych s karcinomem prsu
(#114,480: Breast cancer; disease in OMIM; p=4,5x107'"; FDR 3x107°) a dale s primarnim
peritonedlnim karcinomem (#HP:0,030,406 Primary peritoneal carcinoma; phenotype in

Human Phenotype Ontology; p=6,7x10%; FDR 0,011).

Zachytnost GPV v HBOPC predispozi¢nich genech byla 13,8 % (17/123; Tabulka
3), avSak pouze 2/123 pacientky byly nosickami GPV v BRCA1/2. Pokud se zamétime pouze
na OC predispozi¢ni geny, byla zachytnost GPV 4,9 % (6/123). Ptitomnost GPV v OC
predispozi¢nich genech signifikantn¢ korelovala s vyskytem nadorovych duplicit v osobni
anamnéze pacientek (p=0,016). Je zajimavé, ze v naSem souboru pacientek jsme zachytili
vice nosi¢ek GPV v OC predispozi¢nich genech mezi pacientkami s neepitelidlnimi tumory
(5/15; 33,3 %) nez u pacientek s invazivnim epitelidlnim OC (4/61; 6,6 %; p=0,012).
V souboru nami vySetfovanych pacientek jsme nenalezli Zadnou GPV v genech

asociovanych typicky s neepitelidlnimi tumory.

Tabulka 3: Germindlni patogenni/pravdépodobné patogenni varianty (GPV) v HBOPC
predispozi¢nich genech identifikované u OC pacientek s casnym nastupem. OC geny

a p hodnoty <0,05 jsou zvyraznény tucne.

Gen Pocet OC pac. <30 let | Pocet OC pac. >30 let [22]* p hodnota
N=123 (%) N=1320 (%)

ATM 2 (1,6) 6 (0,5) 0,14
BARDI 2 (1,6) 3(0,2) 0,06
BRCAl 1 (0,8) 229 (17,4) 8,5x10”°
BRCA2 1(0,8) 94 (7,1) 0,003
BRIPI** 1(0,8) 10 (0,8) 1
CHEK2 6 (4,9) 12 (0,9)*** 0,002
MLH1 0 4(0,3) 1
MSH?2 1 (0,8) 3(0,2) 0,3
MSH6 0 3(0,2) 1
PALB2 0 8 (0,6) 1
PMS2 1(0,8) NA NA
RADS5IC 2 (1,6) 13 (1) 0,37
RADS5ID 0 13 (1) 0,62
TP53** 1(0,8) 1(0,1) 0,16
Suma 17 (13,8) 399 (30,2) 6,6x107

*nosicky vice nez jedné GPV (N=13) byly z analyzy vyfazeny; **jedna pacientka byla zaroven nosickou GPV
v genu BRIPI a TP53; ***jedna GPV byla identifikovana pii opakované analyze. GPV, germinalni
patogenni/pravdépodobné patogenni varianta; HBOPC, syndrom hereditarniho karcinomu prsu, ovarii a
pankreatu.
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Nejcastéji alterovanym nadorovym predispozi¢ni genem byl CHEK?2 (Tabulka 3),
ktery je asociovan se stfednim rizikem vzniku FBC [10]. GPV v CHEK?2 jsme identifikovali
u 6/123 (4,9 %) a tato frekvence byla signifikantné vyssi nez u nenadorovych kontrol (0/378,
p=1,2x10"%). Ve&k v dobé diagnézy OC byl u nosicek GPV v CHEK2 vyznamné nizsi
nez u pacientek bez GPV v HBOPC genech, zadny z histologickych typt v§ak mezi CHEK?2

nosickami neptevladal.

Identifikovali jsme dvé rekurentni varianty c.1100del a deleci exonti 9-10 (kazda
u dvou pacientek). Dalsi dvé z identifikovanych GPV byly nalezeny na zéklad¢ integrované
RNA-NGS analyzy a jednalo se o hluboké intronové varianty, c.1461+2301G>T
a ¢.1009-118 1009-87delinsC. Tyto intronové varianty byly pivodné klasifikovany jako
VUS s neznamym vlivem na sestfih pre-mRNA. Jejich charakterizaci na urovni mRNA jsme
provedli nejen pomoci RNA-NGS, ale také pomoci reverzni transkripce, PCR a Sangerova

sekvenovani.

Obr. 2: Charakterizace nové intronové varianty CHEK?2:¢.1461+2301G>T a jejiho dopadu
na sestiih: A. na Grovni DNA — varianta je oznacena Sipkou; B. na urovni RNA
- charakterizace pomoci reverzni transkripce a Sangerova sekvenovani s vyuzitim reverzniho
primeru specifického pro mutovanou alelu; C. vizualizace sestfihové uddlosti u pacientky-
nosicky mutované alely a u kontroly-nenosicky (w? ctrl) pomoci RNA-NGS —identifikovany
3¢ konec je oznaceny Sipkou. *Sestfihova udalost byla pfitomna ve 26% frakci RNA-NGS

dat u vzorku RNA z periferni krve bez inhibice nonsense-mediated decay.

c.1461+2301G>T

A. DNA: CAT TTCT

C T TTCAAGG AT AT TACAAT TTAATTT?
470 490 500 s

r.1461_1462ins1461+2211_1461+2299 (p.Asp488SerfsTer34)
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B. RNA Mt i i rirbianateg HunTR
mut allele: \ YO ' oo
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Ctrl, kontrola; ex, exon; i, intron; mut, mutovana alela; wt, wildtype alela.
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Nalezend alterace ¢.1461+2301G>T byla v databazi ClinVar klasifikovana
jako VUS, a to kvuli predikované in-frame exonizaci intronu. Nicméné nase analyzy
potvrdily vyuziti alternativniho sestfihového mista s out-frame exonizaci 89 bp
(r.1461 1462ins1461+2211 1461+2299) a na trovni proteinu s predpokladanym zatazeni
ptedcasného termina¢niho kodonu p.(Asp488SerfsTer34) (Obr. 2). U uvedené pacientky
s OC s ¢asnym nastupem byla sestiihova udalost v RNA-NGS data ptitomna ve 26% frakci
[106]. V ramci databaze CZECANCA jsme identifikovali jeste¢ jednu dalsi nosicku této

varianty, ktera byla diagnostikovana s FBC a karcinomem délozniho hrdla.

Druhd nova sestfihova varianta c¢.1009-118 1009-87delinsC je na urovni DNA
tvotena deleci 32 bp spolu s inzerci cytosinu, coz vede k vyuziti alternativniho sestfihového
mista na pozici ¢.1009-142, retenci c¢asti intronu 9 (r.1008 1009ins1009-142 1009-
1del1009-118 1009-87insC) a na trovni proteinu k predpokladanému zatazeni pred¢asného
terminaéniho kodonu p.(Tyr337PhefsTer37) (Obr. 3). Frakce této sestfihové udélosti se
mezi analyzovanymi pacientkami pohybovala v rozmezi 7-26 %. Z tohoto diivodu jsme
analyzu doplnili jesté o esej s inhibici NMD (Nonsense-Mediated Decay), ktery prokazal
nabohaceni frakce sestfihové udalosti az na 46 %. Tato varianta je rekurentni a kromée jedné
pacientky s OC s ¢asnym nastupem [106] byla v ramci databdze CZECANCA nalezena jesté
u dalSich ¢tyt pacientek s OC (celkem OC 5/2966; 0,17 %) a 21/10204 (0,21 %) pacientek
s FBC, zatimco v populacné specifickych neselektovanych kontrolach byla pfitomna pouze
1/3250 (0,03 %). Varianta byla statisticky signifikantné¢ nabohacena u pacientek s FBC
(p=0,04), ale ne u OC vzhledem k malému poctu nosicek (p=0,11) [108]. Analyza
sestithovych variant mimo konsenzni sestfihovd mista ve vysoce a stfedné penetrantnich

genech se nicméné jevi dulezita pro rozSifeni znalosti o genetické nadoroveé predispozici.

DalS§im nejcCastéji alterovanym genem (4,9 %; 6/123) byl gen LY75-CD302, jehoz
proteinové produkty jsou zapojeny v prezentaci antigend v ramci imunitni odpovédi.
I v ptipadé LY75-CD302 byla frekvence GPV signifikantné vyS$§i u pacientek
nez u nenadorovych kontrol (1/378, p=8,3x10~%). Nicméné nosicky GPV v tomto genu se
od zbytku souboru neodliSovaly Zzadnou klinickopatologickou charakteristikou kromé

pozitivni nddorové rodinné anamnézy ve vSech Sesti ptipadech.
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Obr. 3: Charakterizace nové intronové varianty CHEK2: ¢.1009-118 1009-87delinsC

a jejiho dopadu na sestfih: A.-B. na trovni DNA analyzovano DNA-NGS (A) a reverzni

transkripci a Sangerovym sekvenovanim ve srovnani s kontrolou-nenosi¢em varianty

(B) — varianta je oznacend modrou Srafovanou (delece 32 bp) a ¢ernou (inserce C) Sipkou;

C-E. na urovni RNA analyzovdno reverzni transkripci a Sangerovym sekvenovanim

u kontroly-nenosice (C), nosicky varianty bez inhibice nonsense-mediated decay

(D) a s inhibici nonsense-mediated decay (E); F. na urovni RNA analyzovano RNA-NGS

u kontroly-nenosice a nosicky varianty s inhibici nonsense-mediated decay.
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4.1.2. HLA typizace

Z DNA celoexomovych dat [106] byla provedena HLA typizace 8 dostupnych
lokust 1. (HLA-A, B, C) a II. tfidy (DPA1, DPB1, DQA1, DQB1 a DRB1) nésledovana
analyzou nabohaceni konkrétnich alel a stanovenim zygozity. Analyza nabohaceni
konkrétnich HLA alel odhalila u pacientek pét signifikantné odlisnych frekvenci alel (dvé
z HLA 1. tfidy a tfi z HLA 1I. tfidy). Jednalo se o HLA-A*36:01 a HLA-B*53:01, které jsou
pomérné raritni u pacientek a prakticky se nevyskytovaly u kontrol. Déle byly identifikovany
dvé¢ alely v lokusu II. tfidy DQA1, z nichz DQA1*01:03 byla vyhodnocena jako rizikova,
zatimco DQA1*03:03 se jevila jako protektivni. Nejvétsi rozdil jsme pozorovali u alely
DRBI1*11:01, jejiz frekvence u pacientek byla 11,6 % vs. 5,1 % (p=0,003) u nenadorovych
kontrol >60 let, a u které bylo OR vyc¢isleno na 2,40 (95%CI: 1,32-4,57). Na trovni poc¢tu
nosicek této alely se jednalo o 24/123 pacientek (19,5 %; Ctyfi v homozygotnim stavu)
vs. 22/227 kontrol (9,7 %; jedna v homozygotnim stavu; p=0,013).

Daéle jsme hodnotili homozygozitu v 8 uvedenych testovanych lokusech. Pacientky
byly signifikantn¢ CcCastéji nosickami alesponn jedné homozygotni alely v porovnani
s nenadorovymi kontrolami (108/123 vs. 142/227; p=3x10""). Pfi detailngj$i analyze se
ukdzala jako vyznamnéd hranice nosicstvi tfech a vice homozygotnich lokusti z osmi
testovanych (44/123 vs. 15/227; p=5x 107, pro kterou bylo OR 7,87 (95%CI: 4,16-14,91).
Statisticky signifikantné se liSily frekvence nosicli homozygotnich alel souhrnné¢ u HLA 1.
1 II. tfidy, pfi rozboru jednotlivych lokust byl signifikantni rozdil patrny také samostatné

u lokusu HLA-A, DPA1, DPB1, DQA1, DQB1 a DRBI (Obr. 4).

Obr. 4: Frekvence homozygotii v HLA lokusech u 123 pacientek s OC s ¢asnym nastupem

ve srovhani s kontrolami.
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4.1.3. Analyza PRS

Pomoci nami navrzeného panelu PRSman jsme u kazdé pacientky vysetiili 844 SNP
[76] vEetné SNP obsazenych v 11 riznych publikovanych SNP setech, pficemz deset z nich
bylo navrzenych pro stratifikaci rizika vzniku OC a jeden pro FBC. Na zakladé¢ PRS
vypocitaného z uvedenych dat nicméné nebylo mozné s pomoci ani jednoho z deseti OC
specifickych SNP seti stratifikovat OC pacientky s ¢asnym nastupem [106] ani od kontrolni
skupiny pacientek s pozdnim nastupem a odpovidajici histologii a stddiem onemocnéni, ani
od zdravych neselektovanych populacné specifickych kontrol (Obr. 5). S ohledem na to,
ze OC SNP sety jsou vétSinou cileny na pacientky s HGSC, ktery byl ve skupiné pacientek
s ¢asnym nastupem ojedin€ly (pouze 2/123; 1,6 %), vyuzili jsme u jednoho SNP setu [79]
s dostupnymi informacemi také moznost vypoctu PRS z rizik pro specifické histologické
typy - LGSC a mucindézni OC. Nicméné ani tento upraveny vypocet nemé&l dostate¢nou

diskriminacéni schopnost pro rozliSeni OC pacientek s danou histologii od kontrol.

Na druhou stranu ale bylo moZné stratifikovat OC pacientky s asnym nastupem
od kontrol pomoci PRS vypocitaného ze SNP setu obsahujiciho 313 SNP [106] vybranych
pro stratifikaci rizika vzniku FBC (p=0,03). Tyto vysledky naznac¢uji mozné propojeni OC
s Casnym nastupem s polygenni genetickou predispozici FBC. Jelikoz vSak mel SNP set
PRS313 stejnou diskriminacéni schopnost i pro OC pacientky s ¢asnym 1 pozdnim néstupem
a odpovidajici histologii a stddiem onemocnéni (p=0,009; Obr. 5), miZeme spiSe spekulovat
o propojeni predispozice FBC a OC typu I ¢i jinych histologickych typt kromé HGSC.
Naopak ctyti OC specifické SNP sety [73, 77, 78, 81] se ukazaly jako stratifikujici pro HGSC
pacientky s pozdnim nastupem (bez detekovanych GPV v OC genech) od kontrol, coz dale
podporuje genetickou odliSnost jednotlivych histologickych typti OC.
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Obr. 5: Srovnani distribuce PRS u OC pacientek s ¢asnym nastupem (A), Casnym i pozdnim
nastupem a odpovidajici histologii a stddiem onemocnéni (B) a pacientek s pozdnim
nastupem HGSC (C) vs. u kontrol. Zobrazeny jsou pouze SNP sety, které¢ byly schopné
stratifikovat alespoii jednu skupinu pacientek od kontrol. Cislo uvedené v nazvu SNP setu

(PRSxx) odpovidé poctu SNP zahrnutych do daného setu.
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4.1.4. Integrovana geneticka analyza

Budeme-li souhrnné hodnotit vysledky genetické analyzy - pfitomnosti GPV
v HBOPC predispozi¢nich genech, PRS, germindlni mutacni zat¢z, HLA homozygozitu
a nosic¢stvi alely HLA-DRB1*11:01; nelze kvtili malé velikosti podsoubort zadnou skupinu
pacientek signifikantné odlisit. Nicméné Ize sledovat trend urcité vylucnosti nékterych
parametrd (Obr. 6). V ramci testované skupiny 123 pacientek s OC s casnym nastupem
(<30 let) Ize pacientky na zakladé komplexni genetické analyzy rozdélit do ¢tyi hlavnich
podskupin:

a) nosicky GPV v HBOPC genech,

b) vysoce rizikové pacientky stratifikované pomoci PRS313,

¢) pacientky s vysokou germindlni mutacni zatézi,

d) HLA homozygotky.

Celkem 43 pacientek (43/123; 35,0 %) vykazovalo vSechny ctyfi vySe uvedené

genetické parametry negativni.

Nosicky GPV v HBOPC genech (17/123; 13,8 %) nejsou aZ na vyjimku jedné
pacientky (1/123; 0,8 %) zaroven stratifikovany jako vysoce rizikové, tj. v hornim decilu
(N=11), dle PRS313. Sedm pacientek (7/123; 5,7 %) s vysokou germinalni mutaéni zatézi
(>15 GPV; N=35) a tii HLA homozygotky (3/123; 2,4 %) ve tfech a vice testovanych
lokusech (N=44) bylo zaroven nosickami GPV v HBOPC genu. Nosi¢stvi HBOPC GPV se
tedy jevi jako samostatny predispozicni faktor, a¢ u skupiny pacientek s OC s Casnym

nastupem tvoii tato skupina malou frakci v porovnani s klasickym OC s pozdnim nastupem.

Naopak 11 pacientek (11/123; 8,9 %) mélo zaroven vysokou germinalni mutacni
zatez (N=35) a bylo HLA homozygotni ve tfech a vice testovanych lokusech (N=44). Stejné
tak ale 11 pacientek (11/123; 8,9 %) bylo HLA homozygotni a zarovenn mélo nizkou
germinalni mutacni zatéz (<10 GPV; N=34). HLA homozygozita se tedy jevi jako geneticky
faktor, ktery by spolecné€ s irovni germindlni mutacni zatéZe mohl rozdélit pacientky
do podskupin, které¢ by mohly byt prognosticky dulezité pro 1€cbu imunitnimi check-point
inhibitory. Tyto vysledky je vSak nutné rozsifit o analyzu na vét§im souboru pro stanoveni

jejich signifikance.

Nosicky signifikantné nabohacené HLA alely HLA-DRB*11:01 (N=24) nesly
v deviti ptipadech (9/123; 7,3 %) vysokou germinalni mutacni zatéz (N=35) a v deseti
ptipadech (10/123; 8,1 %) byly HLA homozygotkami (N=44). Dale byly nosicky HLA-
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DRBI1*11:01 (N=24) ve tfech ptipadech (3/123; 2,4 %) stratifikovany jako vysoce rizikové
dle PRS313 (N=11), stejn¢ jako tii (3/123; 2,4 %) HLA homozygotky (N=44). Jedna
pacientka byla zaroven nosickou HLA-DRB1*11:01 i HLA homozygotnich lokusi. Celkem
tedy pét pacientek (5/123; 4,1 %) bylo stratifikovano jako vysoce rizikové na zakladé PRS313
(N=11) a zaroven neslo HLA signifikantné nebohaceny parametr v naSem souboru. HLA-
DRB1*11:01 a HLA homozygotni status se tedy jevi jako potencialni kandidatni parametr
pro zaclenéni do stale se vyvijejicich SNP setli pro vypocet PRS u OC ¢i HBOPC pacientek.

Vysledy naznacuji, ze i v ramci tak specifické skupiny pacientek jako jsou OC
s Casnym nastupem existuje heterogenita jejich hereditarnich predispozic a pro lepsi
pochopeni tohoto onemocnéni je potieba ve vyzkumu pokradovat na vétSim souboru

pacientek.
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Obr. 6: Klinickopatologické charakteristiky a vysledky integrované genetické analyzy u 123 pacientek s OC s ¢asnym ndstupem (N=123).
Histologické typy byly pro vétsi piehlednost rozdéleny do Ctyt kategorii: BTO (borderline tumory ovaria), EOC typ I (epitelidlni OC low-grade
serozni, serozni grade neznamy, mucindzni, endometroidni, svétlobunécné), EOC typ II (epitelidlni OC high-grade ser6zni) a jiné histologické
typy. Osobni a rodinna nadorova anamnéza byla rozdé€lena do tii hlavnich kategorii: nddory ovaria, karcinom prsu a jind nddorova onemocnéni.
GPV v HBOPC genech byly rozdéleny na geny asociované piimo s OC a dalsi geny asociované obecné s HBOPC, priméarn¢ karcinomem prsu,
dle NCCN [10]. Dle skore polygenniho rizika (PRS) byly pacientky rozdéleny na vysoce rizikové (desaty decil PRS313), s primémym rizikem
(druhy az devaty decil PRS313) nebo nizkorizikové (prvni decil PRS313). Dle germinalni mutaéni zatéZe byly pacientky rozdéleny na ty s vysokou
(=15 GPV), primérnou (11-14) a nizkou abundanci GPV (<10 GPV). Dle HLA homozygozity byly pacientky rozdéleny na ty s vysokou abundanci
homozygotnich lokust (ve tfech a vice testovanych lokusech z osmi), primérnou (jeden ¢i dva homozygotni lokusy) a nizkou abundanci

(heterozygotni ve vSech osmi testovanych lokusech). Dle HLA-DRB1*11:01 byly pacientky rozd€leny na nosicky a nenosicky této alely.

ID pacientky

Histologie

Nadorova duplicitav OA

Pozitivni nadorova RA

GPVv HBOPC genech

Skdre polygenniho rizika

Germinalni mutaéni zatéz

HLA homozygosita
HLA-DRB1*11:01 | |

BTO EOCtypl EOCtypll Jind histologie Nadory ovaria Karcinom prsu Jind nadorova onemocnént soké riziko/abundance Priimérné Nizké 1ce HLA-DRB1*11:01 nosiéka Datanedostupna
yp yp gl y p p

BTO, borderline tumory ovaria; EOC, epitelidlni nddor ovaria; GPV, germinalni patogenni/pravdépodobné patogenni varianta; HBOPC, syndrom hereditdrniho
karcinomu prsu, ovarii a pankreatu; HLA, lidské leukocytarni antigeny; OC, nadory ovaria; OA, osobni anamnéza; OC, nadory ovaria; PRS, skére polygenniho
rizika; RA, rodinnd anamnéza.
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4.2. Asociace germinalnich variant a dalSich klinickopatologickych

charakteristik s prezitim u pacientek s nadory ovaria

Zhodnoceni prognostickych faktorti genetické i negenetické povahy u pacientek
s nadory ovaria bylo soucésti dvou ptvodnich publikaci, v nichz se pacientské¢ soubory

¢astecné prekryvaji:

Horackova, K., Zemankova, P., Nehasil, P., Vocka, M., Hovhannisyan, M., Matejkova, K.,

Janatova, M., Cerna, M., Kleiblova, P., Jelinkova, S., Stastna, B., Just, P., Dolezalova, T.,
Nemcova, B., Urbanova, M., Koudova, M., Hazova, J., Machackova, E., Foretova, L.,
Stranecky, V., Zikan, M., Kleibl, Z. & Soukupova, J. 2024. A comprehensive analysis of
germline predisposition to early-onset ovarian cancer. Sci Rep, 14, 16183. 1F2023 = 3,8
(viz Priloha 2)

Autorsky podil: priprava sekvenacnich DNA i RNA knihoven a provedeni NGS, analyza a

interpretace dat, konfirmace nalezenych variant, priprava manuskriptu.

Horackova, K., Vocka, M., Lopatova, S., Zemankova, P., Kleibl, Z. & Soukupova, J. 2024.
PRDMI1 rs2185379, unlike BRCAI1, is not a prognostic marker in patients with

advanced ovarian cancer. Cancer Biomark, 40, 199-203. 1F2023 = 2,2 (viz Ptiloha 4)
Autorsky podil: HRMA, analyza a interpretace dat, konfirmace nalezenych variant,

priprava manuskriptu.
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Prognéza pacientek s OC je neptizniva. Pétileté preziti se pohybuje pouze kolem
50 %, s ¢imz souvisi i1 snaha o identifikaci moznych prognostickych faktorG v rdmci
dostupnych genetickych a klinickopatologickych dat. V piipad¢ genetickych faktort se
muze jednat o germinalni patogenni varianty i bézné polymorfismy. V uvedenych ¢lancich
jsme se zamé&fili na GPV v genech BRCA1/2 ana polymorfismus rs2185379 v genu PRDM1,
ktery byl jiz dfive asociovan s dlouhodobym piezitim bez relapsu u pacientek s diagnézou
pokrocilého OC u japonské populace [98]. V ptipad¢ klinickopatologickych charakteristik
jsme zohlednili v€k nastupu onemocnéni, stddium onemocnéni, histologicky typ OC

a menoaktivitu.

Pomoci HRMA a vybranych dat zceloexomového sekvenovani jsme Uspé$né
provedli genotypizaci polymorfismu rs2185379 v genu PRDMI u 545/555 pacientek
diagnostikovanych s OC v pokro€ilém stadiu a s dostupnou DNA, u 541 z nich byly

dostupné informace o jejich preziti.

Dale jsme shromazdili dostupna klinickopatologicka data a informace o pieziti
u 82/123 pacientek s OC s Casnym nastupem (<30 let) a 917 OC pacientek s pozdnim
nastupem OC (>30 let) [22], celkem se tedy jednalo o 999 OC pacientek s dostupnymi
informacemi. Z dostupnych dat jsme provedli analyzu pteziti OC pacientek pomoci Kaplan-

Meierovych kiivek. Vysledky ukazuji, Ze:

e Polymorfismus rs2185379 v genu PRDM1 neni pozitivhim prognostickym
faktorem preziti u pacientek s pokrocilym OC v ¢eské populaci.

e  GPV v BRCAI1/2 jsou pozitivnim prognostickym faktorem preZziti u pacientek
s OC ve srovnani s pacientkami s OC bez GPV v HBOPC genech.

e Star§i (>30 let) a postmenopauzalni OC pacientky maji hor$i prognézu
nez pacientky s OC s Casnym ndstupem (<30 let) a premenopauzalni.

e OC jiného histologického typu nez HGSC, a piedevs§im LGSC, je asociovdno

s lepsi progndzou preziti bez ohledu na vék nastupu onemocnéni.

42



4.2.1. Polymorfismus rs2185379 v genu PRDM1

Pomoci HRMA a vybéru dat z celoexomového sekvenovani jsme identifikovali
508 nenosicek a 37 nosi¢ek (vSechny v heterozygotnim stavu) polymorfismu rs2185379
v genu PRDMI. AE mezi pacientkami s pfezitim >5 let bylo 6,4 % nosicek tohoto
polymorfismu v porovnani s 5,1 % nosi¢ek mezi pacientkami s pfezitim <5 let, nebylo
nosi¢stvi polymorfismu rs2185379 statisticky signifikantné asociovano s del$im pfezitim
(p=0,3). Naopak u podskupiny postmenopauzalnich zen bylo nosi¢stvi rs2185379 hrani¢né
signifikantn¢ asociovano s horsi prognozou (HR=1,54; 95%CI 1,01-2,38 p=0,046) [107].

4.2.2. GPV v genech BRCA1/2

U skupiny 555 pacientek s pokro¢ilym OC jsme identifikovali 112 nosi¢ek GPV
v genu BRCAI, které vykazovaly signifikantné lepSi pifeZiti nez nenosicky (HR=0,65;
95%CI 0,48-0,87; p=4,5x10"*%). Zajimavé ovsem bylo, Ze po 11 letech od diagnézy se
v piipad¢ pokrocilého OC tato vyhoda setiela a poté se trend dokonce obratil ve prospéch

nenosicek [107].

U skupiny vSech 999 OC pacientek jsme identifikovali 217 nosi¢ek GPV v genu
BRCAI/2, u nichZ jsme pozorovali signifikantné lepsi pteziti neZ u nenosicek (HR=0,69;
95%CI 0,55-0,88; p=0,002) (Obr. 7). Vyhoda pfeziti se pro nosicky GPV v BRCAI1/2

vyrovnala po 5 letech a poté doslo k opacnému efektu, kdy 1épe piezivaly nenosicky [106].

Obr. 7: Analyza pteziti nosicek vs. nenosicek GPV v genu BRCA I nebo BRCA2 na souboru
999 pacientek s OC
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4.2.3. VéEK nastupu onemocnéni a menoaktivita

Skupinu vSech 999 OC pacientek s dostupnymi daty jsme dle véku nastupu
onemocnéni rozdelili na 82 pacientek s OC s ¢asnym néstupem (<30 let) a 917 s pozdnim
nastupem (>30 let). Pacientky s Casnym ndstupem mély vyznamné lepsi prognodzu
a dlouhodobé pieziti (HR=0,17; 95%CI 0,09-0,34; p=8x10~) [106]. Protoze zastoupeni
prognosticky odlisnych histologickych typi OC se mezi pacientkami s diagndzou
do 30 a nad 30 let lisilo, provedli jsme také analyzu pteziti u pacientek s diagnézou do 30
let a skupinou pacientek s diagndézou OC odpovidajici histologie a stadia ve véku nad 30 let
bez GPV v HBOPC genech, kdy jedinou odliSnou proménnou byl pravé veék v dobé
diagndzy. Tato analyza ukézala lepsi preziti u mladych pacientek (HR=0,37; 95%CI 0,15—
0,90; p=0,02) a poukazala na v€k v dob¢ diagnodzy jako nezavisly pozitivni prognosticky

faktor (Obr. 8) [106].

Obr. 8: Analyza preziti OC nenosi¢ek GPV v HBOPC genech s ¢asnym nastupem (<30 let)
vs. >30 let s OC odpovidajici histologie a stadia na souboru 999 pacientek s OC
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Stejny trend jsme pozorovali i u podskupiny 555 pacientek s pokroc¢ilym OC, z nichz
554 mélo k dispozici tidaje o menoaktivité. Premenopauzalni pacientky (N=165) pieZivaly
signifikantné déle nez pacientky s postmenopauzalni diagné6zou OC (N=389; HR=0,40;
95%CI 0,31-0,52; p=4,2x107'1). Prognéza se s rostoucim vékem v dobé diagnézy kazdym
rokem zhorSovala (HR=1,05 za rok; 95%CI 1,04-1,07; p=2 % 10 [107].
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4.2.4. Histologicky typ OC

Ve skupiné 555 Zen s pokrocilym OC bylo 497 pacientek s OC serdzniho typu,
z nichz se ve 447 pripadech jednalo o HGSC a ve 45 piipadech o LGSC (u 5 pacientek nebyl
grade znam). Minoritni zastoupeni LGSC neni ptekvapivé, obecné HGSC tvofi cca 70 %
vSech epitelialnich OC a je typicky pro pacientky s OC s pozdnim nastupem. LGSC byl
asociovan se signifikantné lepSi prognozou pacientek (HR=0,48; 95%CI 0,32-0,71;
p=4x107%), stejné jako obecné& nadory jiné histologie nez HGSC (HR=0,44; 95%CI 0,32—
0,60; p=2x10") [107].

Analyza pteziti u pacientek s LGSC (z nichz 19 onemocnélo <30 let a 19 onemocnélo

>30 let) neprokazala rozdil v pfeziti mezi pacientkami s LGSC <30 a >30 lety [106].
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5. Diskuse

V ramci komplexni studie genetické predispozice k OC s ¢asnym nastupem (<30 let)
jsme provedli germindlni genetické testovani 123 pacientek pomoci celoexomového
sekvenovani na trovni DNA i RNA doplnéného o analyzy PRS a HLA typizaci. Skupina
pacientek s OC s ¢asnym nastupem se od OC pacientek s klasickym pozdnim nastupem
(po 60. roce zivota) vyrazné odliSuje v nékterych klinickopatologickych charakteristikach
vcetné necekan¢ nizkého podilu nosi¢ek GPV <10 % [22, 24, 26, 119, 120]. Zachytnost GPV
v HBOPC predispozi¢nich genech dle NCCN [10] v rdmci nasi studie byla celkoveé 13,8 %
(17/123), ale pouze 4,9 % (6/123) v OC predispozi¢nich genech [10]. Z toho pouze dvé
pacientky nesly GPV v hlavnich predispozi¢nich genech BRCA1/2 (2/123; 1,6 %).

Tyto vysledky jsou pln€ v souladu s jiz difive publikovanymi vysledky genetickych
analyz u pacientek s ¢asnym OC [22, 24, 26, 119, 120] (Tabulka 4). Prvni, ktefi se timto
tématem zabyvali, byli Stratton et al. (1999) [26], ktefi v t€ dobé testovali pouze geny
BRCAI, MLHI, MSH2 a cast BRCA2. Jejich soubor zahrnoval 169 pacientek
diagnostikovanych s OC <30 let a nenalezli mezi nimi ani jednu nosicku GPV ve vySe
zminénych 4 testovanych lokusech. V poslednich letech byly dale publikovany ctyfi vétsi
studie, jejichz soucasti byla i analyza mladych pacientek s OC, a to jmenovité Carter et al.
(2018) [24], Lhotova et al. (2020) [22], Herold et al. (2023) [120] a Flaum et al. (2023)
[119], ktefi identifikovali 2/147 (1,4 %), 6/84 (7,1 %), 3/83 (3,6 %) a 4/77 (5,2 %) nosi¢ek
GPV v OC predispozi¢nich genech. Flaum et al. [119] ve své studii britskych pacientek
uvadi zvySenou frekvenci MSH2 GPV nosicek (4/77; 5,2 %). V nasi skupiné pacientek byla
pritomnost GPV v MSH?2 identifikovana pouze jednou (1/123; 0,8 %). Zminované Ctyfi
studie vyuzivaly pfistupu panelového sekvenovani v rozsahu 15-219 testovanych gent.
I pfes rlzny rozsah vySetfeni v porovnani s nami zvolenym piistupem celoexomového

sekvenovani byl zachyt GPV v OC predispozi¢nich genech fadove stejny.
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Tabulka 4: Vysledky germinalniho genetického testovani nddorové predispozice u pacientek s OC s ¢asnym nastupem (<30 let) - srovnani nasi

studie [106] s vysledky v literatufe (upraveno podle [27])

I1XBRCAI; 1XBRCA2; 2 ATM: 2xBARDI:

* _ 0, . . 0,
Horackova (2024) [106] CZ OC <30 let WES 123 123 15-30 6 (4,9 %) I1XBRIPI; 1xMSH?2; 6 (4,9 %) |xPMS2: 1xTP53
2XRAD5IC
Stratton (1999) [26] UK OC <30 let 4% 69 69 13-30 OF** 0 0 0
Carter (2018) [24] Us oC 15 439 147 6-30 2 (1,4 %) 1XxBRCAI; 1xBRIPI 53,4 %) 3xATM; 1XBARDI;
2XBRCAI; 1XBRCA2;

% _ 0, > > 0, . .
Lhotova (2020) [22] (074 oC 219 1333 84 15-30 6 (7,1 %) 2xRADSIC: 1xSTKI1 4 (4,8 %) 1xATM; 1XBARDI;
Herold (2023) [120] GER oC 25 206 83 13-30 33,6 %) 1% BRIPI; 2xSMARCA4 0 1xPMS2; 1xTP53
Flaum (2023) [119] UK | OC <30 let 15 7777 15-30 4(52 %) 4xMSH2 0 1xPMS2

Dg., diagnoza; GPV, germinalni patogenni/pravdépodobné patogenni variant; HBOPC, syndrom hereditarniho karcinomu prsu, ovarii a pankreatu; OC, nadory ovaria; pac, pacientky; WES,
celoexomové sekvenovani *skupiny pacientek se ¢astecné prekryvaji ** u BRCA2 byla analyzovana pouze ¢ast genu v ramei OC regionu *** nalezena varianty MLH1:c.1853A>C/p.Lys618Thr a

MLH1:¢.1000G>C/p.Asp304His nejsou aktualné€ povazovany za patogenni/pravdépodobné patogenni.
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Mimo GPV v NCCN asociovanych OC predispozi¢nich genech [10] jsme se v ramci
komplexni genetické analyzy pacientek s OC s casnym néstupem zabyvali i kandidatnimi
geny ztad dalSich HBOPC predispozi¢nich gent. Nejcastéji alterovanym nadorovym
predispozi¢nim genem vubec byl v nasi skupiné pacientek s OC <30 let gen CHEK?2. Tento
gen neni dosud jasné asociovan s OC, ale je znam jako stfedné penetrantni gen pro FBC
[10]. V nasi skupiné OC pacientek jsme identifikovali 6/123 (4,9 %) nosicek, coz odpovidalo
1 zdchytu americké studie Carter et al. [24], kteti nasli 5/147 (3,4 %) nosicek mezi OC
pacientkami <30 let (Tabulka 4). Jednotlivé piipady GPV v CHEK? u pacientek s OC
<30 let byly dale publikovany v radmci brazilské, norské a polské analyzy dédi¢né
predispozice k OC [121-123]. GPV v CHEK? byly také v nedavné studii z britské biobanky
signifikantn& asociovany s rizikem OC (RR=2,33; 95%CI 1,37-3,97; p=1,73x107%) [124].
Je zajimavé, Ze GPV v CHEK2 byly asociovany sniz§im vékem v dobé diagndzy
v porovnani s HBOPC GPV negativnimi pacientkami s pozdnim néastupem analyzovanymi
Sir$i zapojeni jeho genového produktu do OC patogeneze, piedevSsim u OC pacientek
s Casnym nastupem, ovSem je tfeba tato data ovéfit na vétSim souboru pacientek idedlné

s doplnénim funk¢nich studii.

Geneticka nadorovéa predispozice podobna FBC byla u nasi skupiny pacientek s OC
s Casnym nastupem podpoienad i vysledky PRS analyzy. Pomoci deseti testovanych SNP seti
designovanych ptimo pro OC [73, 77-81, 125-128] nebylo mozné stratifikovat OC pacientky
<30 let od kontrol. OC SNP sety jsou vSak cilené primarné pro HGSC, kterych je mezi OC
s Casnym nastupem velmi malo. Vliv histologického typu jsme ovéfili na skupin€ HGSC
pacientek [22], jez bylo mozné diskriminovat od kontrol pomoci ¢tyt z deseti testovanych
SNP sett [73, 77, 78, 81]. Naopak pfi vyuziti SNP setu PRS313 [75], ktery je designovany
pro stratifikaci rizika vzniku FBC, bylo moZné statisticky signifikantné stratifikovat
pacientky s OC <30 let i ty s pozdnim nastupem a odpovidajici histologii a stadiem
onemocnéni od nenadorovych kontrol. Tyto vysledky tedy naznacuji mozny $irsi vliv SNP

obsazenych v PRS313 1 za hranici FBC véetné OC jinych histologickych typt nez HGSC.

Polygenni dédi¢nost muze byt hodnocena také pomoci kvantifikace germindlni
mutacni zatéZze. V rdmci nasi komplexni genetické analyzy jsme z identifikovanych GPV
z celoexomovych dat vypocitali germindlni mutacni zatéZ u kazdé pacientky a kontroly
- zatéz byla u pacientek signifikantné vyS$si nez u kontrol. Germinalni mutacni zatéz podle

Qing et al. [129] negativn¢ koreluje s vékem nadorovych pacientii v dobé diagnozy,
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a to vcetné¢ OC. Uvazuje se, Ze vyss$i pocet GPV v nadorovych predispozi¢nich genech
pfispiva k maligni transformaci bun¢k u mladsich pacientek, a naopak u starSich pacientek
hraje vyznamné;jsi roli akumulace somatickych alteraci [129]. ZvySenad germinalni mutacni

zatéz muze tedy pfispivat ke zvySenému riziku rozvoje OC u mladych pacientek.

Kromé propojeni OC <30 let s FBC na urovni genetickych predispozic nase vysledky
komplexni genetické analyzy naznacuji i druhou moznou linku souvisejici s protinddorovou
imunitou a jeji imunogenetickou predispozici. Se stejnou frekvenci jako CHEK2 GPV jsme
identifikovali GPV v genu LY75-CD302 (6/123; 4,9 %). Tento gen se alternativné
transkribuje a jeho produkty jsou si strukturné vysoce podobné proteiny LY75 (CD205)
a CD302. Oba tyto proteiny byly popsany u dendritickych bunék v souvislosti
s procesovanim antigenii pro prezentaci na HLA 1. tfidy (LY75) a naslednou bunéénou
adhezi a migraci téchto bun€k do lymfatickych uzlin (CD302) [130, 131]. LY75 byl také
popsan v souvislosti s epitelidlné-mesenchymalni tranzici a tvorbou metastdz u bunék
epitelialniho OC [132, 133]. Ctyfi ze Sesti uvedenych GPV v LY75-CD302 se nachazely
v exonu 31, ktery kdéduje funkéni doménu typu C-type lectin/lectin-like dulezitou praveé pro
vySe uvedené bunécné procesy [131, 134]. LY75-CD302 nebyl dosud jasné klinicky
asociovan s zadnym onemocnénim, nicméné jeho GPV byly zaznamenany napf.
u familidrniho Hodgkinova lymfomu s ¢asnym nastupem [135] nebo v asociaci s klonalni
hematopoézou [136]. S pfichodem S§irSiho vyuZiti celoexomového sekvenovani lze tedy
predpokladat, ze zapojeni alteraci LY75-CD302 v patogenezi riiznych onemocnéni

v¢. nadorovych bude v budoucnosti dale studovéano a detailnéji popséno.

Imunogenetické predispozice k onemocnéni mohou byt také ovlivnény sloZzenim
HLA molekul. Ty slouzi k prezentaci endogennich nebo exogennich antigent peptidové
povahy na povrchu vSech jadernych buné¢k (HLA I. tfidy) nebo specializovanych antigen
prezentujicich bunék (HLA II. tfidy) pro T lymfocyty. Proces antigenni prezentace
zprostfedkovany pomoci HLA je pro protinddorovou imunitu dulezity ve form¢ prezentace
neoantigenll a nasledné rozpoznani nadorovych bun€k imunitnim systémem. V1iv mohou
hrat jak konkrétni HLA alely tak jejich kombinace v haplotypu a zygozita, ¢imz je
podminéna Sife spektra prezentovatelnych antigenti [137]. V pfipad¢ OC byla jiz v literatuie
popsédna zvySena frekvence urcitych haplotypt (HLA-DQA1*05:01-DQBI1*02:01-
DRBI1*03:01 a HLA-DQAT1*01:01-DQB1*05:01-DRB1*10:01) i konkrétnich alel HLA-
(DRB1*03:01 - homozygotni 1 heterozygotni; HLA-DQB1*02:01 - homozygotni)
u némeckych pacientek s OC do 45 let [83]. Obdobné byla ve studii OC pacientek
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s pokrocilym onemocnénim ze severni Evropy nalezena zvySena frekvence haplotypti HLA-
A*2-HLA-B*5/8/12/15, HLA-A*2-HLA-DRB1*03/04 a HLA-A*2-HLA-B*8-HLA-
DRB1/03 [138]. V nasi skupin¢ 123 pacientek s OC s Casnym nastupem jsme identifikovali
pét signifikantné nabohacenych HLA alel, kdy nejcastéjsi byla HLA-DRB1*11:01
identifikovand u 24/123 (19,5 %) pacientek. Tato alela byla jiz dfive asociovdna se
zvySenym rizikem FBC u italské populace [139]. Dale jsme v lokusu HLA-DQA1
identifikovali jednu signifikantné rizikovou (DQA1*01:03) a protektivni (DQA1*03:03)
alelu. Tyto DQATI alely nebyly dosud v literatufe s nddorovymi onemocnénimi jasné
asociovany, ale napf. jina alela daného lokusu - DQA1*03:01 - je popsana jako rizikova
pro FBC s ¢asnym nastupem onemocnéni [140]. Frekvence HLA alel/haplotypti je vysoce
populacné specificka a tak zdsadni roli pro interpretaci hraje volba dostatecné velkého,
populacné specifického kontrolniho souboru. Vliv na typizaci ma i pouzitd genotypizacni
metoda k ur€eni HLA haplotypti ze sekvenacnich dat, ktera se vyznacuje vznikem
specifickym chyb [141-143]. V pfipadé¢ analyzy HLA imunogenetickych predispozic
u Ceskych pacientl se solidnimi tumory je tedy do budoucna potieba provést rozsahlejsi
analyzu a idealné 1 rozsifit kontrolni soubor nenddorovych kontrol, kdy aktualné nejvétsi
dostupna databaze obsahuje 5 099 jedinct z Ceského registru darcti kostni diené z roku 2014

[144].

Vysledky HLA typizace pacientek s OC s ¢asnym nastupem byly vyuZity nejen
k analyze frekvence jednotlivych alel, ale také ke stanoveni zygozity v osmi testovanych
lokusech u jednotlivych pacientek a kontrol. Pacientky byly signifikantné ¢astéji nosi¢kami
ttech a vice homozygotnich HLA lokusti neZ kontroly (44/123 vs. 15/227; p=5x107").
Naopak heterozygotni nosicky ve v§ech osmi lokusech byly mezi pacientkami signifikantné
méné ¢asté neZ mezi kontrolami (15/123 vs. 85/227; p=3x10""). Homozygozita v lokusech
HLA II. tfidy byla u pacientek Cast&j$i nez v HLA 1. tfidy ve srovnani s kontrolami.
V literatufe jsou HLA homozygoti v lokusech II. tfidy asociovani se zvySenym rizikem
nadort plic, hlavy a krku a non-Hodgkinova lymfomu, zatimco homozygoti v HLA 1. tfidy
byly asociovani s rizikem rozvoje Hodgkinova lymfomu [84]. U pacientl s kolorektalnim
karcinomem byla homozygozita HLA asociovana se signifikantné vy$$im rizikem rozvoje
tohoto onemocnéni [145]. Mechanisticky mizeme niz$i rozmanitost HLA spojovat s niz§im
mnozstvim T bunécnych receptori, jejich zvySenou klonalitou a obecné s niz§Sim mnozstvim
tumor infiltrujicich T lymfocytd v nadoru [145], tedy s horsi protinddorovou T bunécnou

imunitou. HLA homozygozita je v literatufe také Casto diskutovana ve spojitosti s Usp&Snosti
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1écby a prezitim pacienti se solidnimi tumory. PredevSim uspéSnost 1éCby pomoci
imunitnich check-point inhibitori je u HLA homozygotli spojena s hor$i prognozou
a celkovym prezitim ve srovnani s HLA heterozygoty [95] . V ramci nasi testované skupiny
123 pacientek s OC s ¢asnym nastupem vSak nebyla zadna z probandek lécena pomoci
imunitnich check-point inhibitort, a tudiz neni mozné¢ se na zdklad¢ naSich dat

k problematice vyjadrit.

Vysledky integrované genetické analyzy dale dévaji prostor k uvaze o mozném
kombinovaném podilu HLA a PRS na vzniku OC u velmi mladych zen. Pét z jedenacti (45,5
%) pacientek stratifikovanych pomoci PRS313 do desatého decilu jako vysoce rizikové bylo
zaroven nosickami alely HLA-DRB*11:01 signifikantné¢ nabohacené v naSem souboru
a/nebo bylo homozygotkami ve tfech a vice testovanych HLA lokusech. Korelace PRS
a HLA byla jiz testovéana u jinych diagnoz [146, 147], kde se vSak napf. u diabetu I. typu
PRS a HLA ukédzaly jako nezdvislé faktory [146]. Kombinace genetickych
a imunogenetickych analyz je vSak typickd spiSe pro autoimunitni choroby a u solidnich
nadord, kde neni HLA analyza béznym vySetfenim, je potfeba korelace obou faktorti dale
overit. SNP v ramci HLA clusteru jsou jiz v nékterych PRS SNP setech obsazeny [148]
a s trendem stéle se roz$ifujicich PRS analyz se déa potencialné ocekavat 1 vySetieni HLA

do vyvijejicich se SNP setil pro vypocet PRS pro nddorova onemocnéni.

Imunogeneticky ovlivnéné lepsi pieZiti pacientek s OC je diskutovano i ve spojitosti
s germinalnim nosic¢stvim nékterych polymorfismd, jako je napt. rs2185379 v genu PRDM 1.
Gen PRDMI kéduje protein BLIMPI, ktery je zapojen v bunécné signalizaci, ktera
ve vysledku vede ke zvySeni exprese PD-L1 [149]. PD-L1 je ligand receptoru PD-1
se supresivnim efektem na protinddorovou imunitu, ktery ptsobi mj. potlacenim HLA-TCR
dependentni aktivace T lymfocytd [150]. U nosi¢l genetickych variant v genu PRDM]
se tedy da spekulovat o lepsi prognéze pacientli zprostiedkované T bunécnou
protinadorovou imunitni odpovédi. U japonské populace bylo nosi¢stvi polymorfismu
rs2185379 v genu PRDMI asociovéno s lepSim dlouhodobym pfezitim pacientek
s pokroc¢ilym OC (6,8krat, p=0,013) [98]. Japonska studie pieziti 24 OC pacientek byla
doplnéna o funkéni studie na mySim modelu, kde autofi popsali vy$§i mnoZstvi tumor
infiltrujicich T lymfocytl v nddoru a mensi velikost diseminovanych nadorti v peritoneu
u heterozygotli daného polymorfismu [98]. V ramci nasi studie zahrnujici 545 ceskych
pacientek s pokroc¢ilym OC jsme vSak tyto zavéry nepotvrdili a nosi¢stvi varianty rs2185379

v genu PRDM1 nebylo spojeno se zlepSenym pieZiti. Nicméné 1 jiné polymorfismy v genu
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PRDM]1 byly v literatufe popsané v souvislosti s dal§imi solidnimi tumory. U &inskych
pacientl hepatocelularnim karcinomem asociovanym s HBV, ktefi byli zaroven nosici
varianty rs1010273 bylo zaznamenéno signifikantné lepsi celkové preziti [151]. Uvedené
polymorfismy maji vSak v asijské populaci vyssi frekvenci nez u Evropani, a tak se da
spekulovat o populacné specifickém vlivu. Proto je tieba vysledky asociaci béznych
polymorfisma na klinickopatologické charakteristiky pacientll vzdy interpretovat a ovéfit

v kontextu specifické populace.

Vliv na preziti pacientek s OC je spojen i s nosi¢stvim GPV ve vysoce penetrantnich
genech BRCA1/2. V ramci skupiny 555 pacientek s pokro¢ilym OC i druhé skupiny 999
neselektovanych OC pacientek vykazovaly nosicky GPV v BRCAI, resp. BRCAI1/2, lepsi
preziti. Zajimavé ovsem bylo, ze po 11, resp. 5 letech od diagndzy doslo k vyrovnani kiivek
pfeziti nosic¢ek vs. nenosicek a naopak dokonce k otoceni trendu, kdy nenosicky BRCA1/2
GPV vykazovaly delsi pfeziti. Tyto udaje jsou ve shodé s dalSimi studiemi, které
se dlouhodobym piezitim BRCA1/2 GPV nosi¢ek u pacientek s OC zabyvaly. Jmenovité
McLaughlin et al. [88] u pacientek z USA, stejné jako Lavie et al. u pacientek z Izraele [152]
popsali shodn¢ setfeni rozdilu vyhody pieziti BRCA1/2 GPV nosi¢ek po 10 letech
od diagnodzy, a nizozemska studie Heemskerk-Gerritsen et al. [89] pozorovala vyrovnani
vyhody zlepSené¢ho pieziti BRCAI/2 GPV nosicek po 6 letech od diagnoézy. Moznym
vysvétlenim je lepSi odpoved na 1€€bu derivaty platiny nebo PARP inhibitory u nosicek [90,
91]. Dal$im moznym vlivem je mladsi v€k pacientek v dob¢ diagn6zy u nosi¢ek BRCA1/2

GPV v porovnani s nenosickami [74].

V ramci na$i analyzy pieZiti se vék v dobé diagnozy ukdzal jako dllezity faktor
pro preziti pacientek, avSak nezavisly od nosi¢stvi GPV. Ve skupiné 999 neselektovanych
OC pacientek jsme pozorovali lepsi preziti u mladych pacientek diagnostikovanych s OC
<30 let. Stejné tak premenopauzalni pacientky ze skupiny 555 pacientek s pokrocilym OC
vykazovaly lepsi preziti nez postmenopauzalni pacientky s OC. Tyto vysledky korelu;ji
s publikovanou kohortou 13 222 britskych Zen s OC, stejné jako jejich vysledky ohledné
vlivu histologického typu na preziti [153]. Ve skupin€ 555 pacientek s pokrocilym
onemocnénim vykazovaly ty s LGSC lepsi preziti nez pacientky s HGSC. LGSC obecné

patii mezi OC 1. typu s lepsi prognoézou na zakladé niz8i proliferacni aktivity bunék,

vvvvvv

p<107%)[154]. Zajimavé viak je, ze u LGSC pacientek s ¢asnym nastupem OC bylo popsano
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horsi pteziti v porovnani s LGSC s pozdnim nastupem [33]. Nicméné¢ tuto stratifikaci preziti
LGSC pacientek na zakladé ve€ku jsme nepotvrdili, jelikoz jsme pii srovnani 19 pacientek

<30 let a 19 pacientek >30 let nepozorovali rozdil v jejich pieziti.

Preziti pacientek s OC je dale zavislé na staddiu onemocnéni, kdy pacientky
diagnostikované v nizsich stadiich maji lepsi prognézu [153]. Také se diskutuji dalsi
negativni faktory, jako je napt. vy$si BMI pacientek, koufeni a jiné faktory souvisejici
se zivotnim stylem [153]. Vliv na pteziti u OC pacientek ma i jejich etnicky pivod [155,

156]. Témito parametry jsme se vSak nezabyvali.
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6. Zavér

Disertacni prace se souhrnné vénuje charakterizaci genetickych faktort, které
zpusobuji nebo prispivaji ke vzniku nadorti ovaria a ovliviiuji prognézu téchto pacientek.
Nédory ovaria patfi mezi nadorova onemocnéni s nejvy$sim podilem hereditarni formy

a s vysokym poctem identifikovanych nosi¢ek GPV (primérné >20 %, n¢které studie uvadi

vvvvvv

publikaci [22, 24, 26, 119, 120] tykajicich se nizkého podilu nosicek GPV v OC
asociovanych genech mezi pacientkami s OC s c¢asnym nastupem, u kterych jsme
identifikovali pouze 6/123 OC GPV nosicek (4,9 %). Nad ramec tohoto zjisténi byly ve tfech
zahrnutych publikacich [27, 106, 108] popsany OC kandidatni signifikantné nabohacené
alterované geny a alternativni dédicné mechanismy. Navrhli jsme dvé mozné trajektorie
alternativni dédic¢nosti: prvni z nich zalozenou na asociaci hereditarni komponenty u OC
<30 let podobnou FBC podpotenou zvysenou frekvenci GPV v genu CHEK?2, jehoz GPV
jsou asociované se stiednim rizikem vzniku FBC, avSak dosud ne s OC; stratifikaci
pacientek s OC s ¢asnym nastupem od kontrol pomoci PRS3i3 SNP setu [75, 76]
designovaného pro FBC; a vysledky overrepresentation analyzy, kterd prokazala
signifikantni nabohaceni GPV v setu gentli asociovanych s karcinomem prsu. Druhd mozna
trajektorie alternativni dédi¢nosti k OC <30 let je zaloZena na imunogenetické predispozici
a vychazi ze zvySené frekvence GPV v genu LY75-CD302, ktery je zapojeny v imunitni
odpovédi zprosttedkované prezentaci antigentli; spolu se zvySenou frekvenci HLA alely
DRBI1*11:01 popsané jiz diive u pacientek s FBC s ¢asnym nastupem [139]; zvySenou

frekvenci HLA homozygotnich nosic¢ek a zvySenou germinalni mutacni z4té€zi u pacientek.

Druhé ¢ast disertacni prace se vénuje analyze preziti pacientek s OC a faktoriim,
které preziti ovliviiuji, a vychazi z vysledkti publikovanych ve dvou plivodnich ¢lancich
[106, 107]. V souladu s literaturou [88, 89, 152, 153] jsme popsali lepsi preziti u pacientek
s OC, které byly nosickami GPV v genech BRCA1/2; pacientek mladSich a pacientek s OC
jiného histologického typu nez HGSC, a to pfedevSsim LGSC. Na rozdil od diive
publikovanych vysledkti [98] jsme vSak nepotvrdili, Ze nosicstvi polymorfismu rs2185379
v genu PRDM1 pulsobi jako pozitivni prognosticky faktor u pacientek s pokrocilym OC

v Ceské populaci.

Vysledky tedy naznacuji, Ze mendelovskd monogenni dédi¢nost k nadorovym

onemocnénim zalozend na piitomnosti GPV v jasné asociovanych genech neni u OC
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s Casnym nastupem na rozdil od OC s klasickym pozdnim ndstupem casta a je potieba se
v ramci klinického vyzkumu déle vénovat identifikaci kandidatnich predispozi¢nich geni.
Déle je vSak nezbytné se zaméfit i na alternativni mechanismy dédi¢nosti, jako jsou
napf. polygenni nebo imunogenetické predispozice. Vysledky dale popisuji vliv genetickych
a klinickopatologickych faktori na pteziti pacientek s OC v ¢eské populaci a mohou piispét

k lepSimu porozuméni vzniku onemocnéni.
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