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levads

Saskana ar Globalas véza observatorijas (GLOBOCAN) 2020. gada
datiem kriits vezis (KV) ir visbiezak diagnosticStais vézis sievieteém, kas izraisa
15% ar vézi saistito naves gadijumu visa pasaule, ar aptuveni 522 000
registrétiem gadijumiem. Savukart olnicu vézis (OV) tiek ierindots astotaja vieta
péc saslimstibas un mirstibas raditajiem sievieSu vidi, izraisot 5 % ar vezi
saistito naves gadijumu (Sung et al., 2021). Latvija KV un OV veido ievérojamu
veselibas apriipes slogu, ik gadu nosakot aptuveni 1200 jaunu KV un 300 OV
diagnozu (CDPC, 2020).

Ir aprékinats, ka aptuveni 5-10 % no visiem KV un 10-15 % no visiem
OV gadijumiem ir parmantoti, jo tie tiek saistiti ar patogéniem variantiem (PV)
véza predispozicijas génos, it ipasi BRCAL un BRCA?2 génos (Angeli et al., 2020;
Leitsalu et al., 2021). Parmantojami PV BRCAL géna ir atziti par visizplatitako
genétisko predispoziciju gan KV, gan OV. P&tijjumu dati liecina, ka KV un OV
attistibas risks 11dz 80 gadu vecumam sievietem ar BRCAL PV varig no 60 % lidz
75 % KV gadijuma un no 34 % Iidz 44 % OV gadijuma (Barnes et al., 2020;
Borde et al., 2022; Rebbeck et al., 2015). Sie atikirigie dati liecina par nepilnigu
penetranci, kas nozimg, ka tikai dalai BRCAL PV nesgju dzives laika attistisies
KV vai OV, padarot genétisko konsultéSanu un riska noverté$anu izaicinosu.
Penetrance apzimé varbitibu, ka individs, kuram ir specifiski genétiski PV,
attistis konkrétu pazimi vai slimibu, $aja gadijuma KV vai OV. Lidz ar to tiek
uzskatits, ka So fenomenu ietekmé citi genétiskie faktori (Chen et al., 2020;
Downs et al., 2019; Narod, 2002).

Paslaik individa risku saslimt ar KV vai OV izvérte, balstoties uz
personigo anamnézi vai pirmas pakapes radinieku esamibu ar konkrétu veéza
diagnozi, ka ar1 ar vecumu saistitiem krit€rijiem, kam seko skrinings, lai
identificétu parmantojamus BRCAL PV ar ciltstéva efektu (Jlrgens et al., 2022).

Tomér, nemot véra BRCA1 PV nepilnigo penetranci, novertgjuma biitu jaieklauj
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arT citi penetranci modificgjosi faktori. Ta ka profilaktiskas procediiras ir
invazivas un var radit smagas psihologiskas un fiziologiskas sekas, genétiskaja
konsultesana BRCAL PV nesgjas ir loti svarigi precizi novertet konkréta individa
vecumam atbilstoSu v&za attistibas risku. Uzlabota riska prognoz€Sana var
palidzet identificet augsta riska sievietes, kuram varétu biit noderiga agrina
kliniska iejauk$ands, un zema riska sievietes, kuras varétu izlemt atlikt
profilaktiskas procedaras vai profilaksi ar medikamentu palidzibu (Borde et al.,
2022; Kuchenbaecker, McGuffog et al., 2017).

Tapéc §is disertacijas mérkis bija sniegt ieguldijumu pétijumos par
potencialajiem genétiskajiem KV vai OV riska modifikatoriem BRCA1 PV
nesgjas, ipaSi pieverSoties regionam specifiskajiem BRCA1 PV Latvijas
populacija (c.4035del un ¢.5266dup). Mérka sasniegSanai tika izmantota uz
hipotézi balstita mérktieciga kandidatgénu pieeja, koncentrgjoties uz BRCAL un
CHEK2 dubultheterozigotu analizi, kam sekoja uz datiem balstita genoma
meéroga asociaciju analize (GWAS). Papildus tika pétita un salidzinata divu nesen
izstradatu genoma méeroga poligéno riska modelu (PRS) (BayesW vs.
BayesRR-RC) efektivitate, lai novertetu kopgjo genétisko risku sievietém, kuram
ir identificéts viens no $iem diviem visbiezak sastopamajiem parmantotajiem
BRCAL PV. Sis disertacijas mérkis bija novértet KV vai OV attistibas risku, ko

ietekmg citi genétiskie faktori.

Darba meérkis
Identificét genctiskos faktorus, kas varétu ietekmét divu Latvija
izplatitako BRCAL géna patogéno variantu (c.4035del un ¢.5266dup) penetranci

pétjjuma kohorta.



Darba uzdevumi

Promocijas darba mérka sasnieg8anai tika izvirziti vairaki uzdevumi:

1. Novertet tris CHEK2 géna patogéno/iespgjami patogéno variantu
ietekmi uz BRCA1 géna patogéno variantu (c.4035del un ¢.5266dup)
penetranci p&tjjuma kohorta.

2. Veikt genoma méroga asociaciju analizi (GWAS) krits v&za
pacientém, lai identificétu genétiskos variantus, kas ietekmé
BRCAL géna patogéno variantu (c.4035del un ¢.5266dup) penetranci
petjjuma kohorta.

3. Veikt genoma meroga asociaciju analizi (GWAS) olnicu veza
pacientém, lai identificétu genétiskos variantus, kas ietekmée
BRCAL géna patogéno variantu (c.4035del un ¢.5266dup) penetranci
pétijuma kohorta.

4. Novertet saistibu starp jaunveidotiem genoma méroga poligéna riska
modeliem (PRS) un krits vai olnicu véza risku BRCAL patogéno

variantu (c.4035del un ¢.5266dup) nesgjas pétijuma kohorta.

Darba hipoteéze
Regionam specifisko BRCALl géna patogéno variantu (c.4035del un

€.5266dup) penetranci pétijuma kohorta ietekmé citi genétiskie faktori.

Darba novitate

Lidz $im nav izpétiti genétiskie faktori, kas ietekm& konkrétu BRCAL géna
patogéno variantu nepilnigu penetranci. Sis ir pirmais genétisko modifikatoru
petijums, kas veikts tik liela kohorta, kura atlasita pec Latvijas populacijai un
regionam specifiskiem BRCAL patogénajiem variantiem. P&tijuma tika izmantota
gengtiski homogena kohorta, kas atlasita, balstoties uz diviem biezak sastopamajiem

BRCAL1 géna ciltstéva variantiem (c.4035del un ¢.5266dup).
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1. Materiali un metodes

1.1. Petijuma kohorta

Pétijuma kohorta sastavéja no 452 sievietem, kuras tika atlasitas pec
diviem parmantojamiem BRCA1 PV — NM_007294.4:c.4035del (rs80357711,
ieprieck§ minéts ka c.4154delA) un NM 007294.4:¢c.5266dup (rs80357906,
ieprieks minéts ka c.5382insC). P&tfjuma dalibnieces bija kliniska kohorta, kas
tika nepartraukti rekrutéta no 2002. Iidz 2022. gadam. Dalibnieces bija> 18 gadu
vecas, un vinam Paula Stradina Kliniskas universitates slimnicas Krits kirurgijas
nodala tika veikta genétiska testé$ana uz parmantotu krits un olnicu véZza
(HBOC) sindromu. Dalibnieces tika iedalitas trijas grupas: ar primari
diagnosticétu KV (n=196), ar primaru OV (n=129) vs. grupa bez véza
diagnozes (n = 127). Dalibnie¢u vecums tika cenzéts rekruté$anas bridi, un dati
par turpmako novéro$anu nebija pieejami. RekrutéSanas bridi nevienai no
dalibniecém nebija veikta abpusgja risku samazino$a mastektomija (BRRM) vai
abpusgja risku samazinosa salpingoooforektomija (BRRSO). DNS tika izol&ta no
periférajam asinim, izmantojot FlexiGene DNA Kitu (Qiagen, Vacija) saskana ar
razotaja protokolu.

Abi testEtie varianti ir ramju nobides varianti, kas izraisa priekslaicigu
stopkodonu, ka rezultata veidojas saisinats (c.5266dup) vai samazinata
daudzuma (c.4035del) BRCAL proteins. Abi varianti ir klasificéti ka patogéni,
pamatojoties uz Amerikas Mediciniskas genétikas un genomikas koledZas
(ACMG) kritérijiem (Richards et al., 2015), un to biologiska ietekme ir proteina
funkcijas zudums (LoF).

P&tijuma datu analizes darba plisma ir paradita 1.1. attela.

Lai veiktu $o pétijumu, tika sanemts atzinums no Latvijas Centralas
medicinas &tikas komitejas par pétijuma atbilstibu &tikas prasibam (protokola

Nr. 2/18-09-19 un papildingjuma Nr. 01-29.1.2/282). Papildus tika sanemts
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apstiprindgjums no Genoma izpétes padomes (protokola Nr. A-1/18-10-19). No
Igaunijas Biogtikas un cilvéku pétfjumu komitejas (Igaunijas Socialo lietu
ministrijas) tika sanemts apstipringjums par lgaunijas references datu
izmantoSanu §aja pétijuma (apstiprinajuma Nr. 1.1-12/624 kopa ar

papildinajumu Nr. 1.1-12/1478).

Paraugu ievakSana (kliniska kohorta, kas sastav
no BRCA1 PV (c.4035del vai ¢ 5266dup) nesgjam)
n =452

Uz hipotézi balsita BRCA1 Uz datiem balsiita ar véZa risku saisfitu gendtisko
un CHEK2 dubultheterozigotu analize variantu identificsana BRCA1 PV neséjas
n=380 n =452
« GenctipéSana ar OncoArray-500K
s Sangera sekvencésana hromosomu mikrorindu analizes metodi
« Multiplekss PCR « Genetipu noteikiana un kvalitites kontrole

» Genofipu imputacija

I I

Uz datiem balsiita ar véZa risku saisfltu Uz datiem balsiita ar véZa risku saistitu
variantu identificédana SNV TmenT BRCA{ variantu identificé3ana PRS
PV nesgjas, n = 406 imenf BRCA1T PV neséjas, n = 406
« Genoma méroga asociaciju pafijums
(GWAS), izmantojot SAIGE « Poligéno riska modelu (PRS)
« PEc-GWAS analize, izmantojot aprekini
FUMA

1.1. attels. Promocijas darba veiktas analizes darba plismas shéma

Katra pétfjuma iesaistita dalibniece bija sniegusi rakstisku informétu

piekrisanu par kliniskas un genétiskas informacijas izmantoSanu pétijuma ietvaros.

1.2. BRCA1 un CHEK2 dubultheterozigotu analize

Uzsakot pétijumu 2019. gada, tika veikta uz hipotézi balstita BRCAL un
CHEK2 dubultheterozigotu analize 380 dalibniecém, kuru paraugi bija atlasiti
lidz pétjjuma sakumam (skatit 1.1. att€lu). CHEK2 géna patogénie/ticami

patogénie un riska varianti (Pavlovica et al., 2022) (splaisa saita variants
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NM_007194.4:c.444+1G>A, p.(?), rs121908698 un missensa variants
NM 007194.4:c.470 T>C, p.(lle157Thr), rs17879961) tika identificéti ar
Sangera sekveng$anu, izmantojot BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
kitu (Applied Biosystems, ASV) un praimerus, ka ieprieks aprakstits (Cybulski
et al., 2004). SekvencéSanas rezultati tika analiz&ti, izmantojot genétisko
analizatoru 3500 (Applied Biosystems, ASV). Datu apstrade un redigé$ana tika
veikta ar sekvencésanas analizes (Sequencing Analysis Software) un SeqScape™
programmatiru (Applied Biosystems, ASV), izmantojot genoma references
konsorcija cilveka genomu 37 (GRCh37)/hgl9 (pubicéts 2009. gada). Lai gan
paslaik ir pieejams ari jaunaks references genoms (GRCh38), pétijuma tika
izmantota vecaka versija, lai atvieglotu rezultatu salidzinasanu ar iepriek$gjiem
petijumiem, ka arl lai nodroSinatu analizes riku saderibu un samazinatu
iesp&jamas kluidas, kas saistitas ar pareju starp genoma versijam. Lai noteiktu PV
NM_007194.4:c.(908+1_909-1) (1095+1_1096-1)del CHEK2 géna, kas izraisa
9.-10. eksonu deleciju (literatira minétu ari ka del5395), tika izmantota
multipleksas polimerazes k&des reakcijas (PCR) metode (Veriti, Applied
Biosystems, ASV), ka aprakstits iepriek$€jos rakstos (Cybulski et al., 2007;
Plonis et al., 2015). PCR reakcijas produkti tika atdaliti, izmantojot 2 % agarozes
gela elektroforézi. Atklatas delécijas multipleksas PCR pozitivos paraugos tika
apstiprinatas, izmantojot Sangera sekvencésanas metodi. Detaliz&ta informacija

par So metodi ir aprakstita ieprieks (Cybulski et al., 2006).

1.3. Paraugu genotipéSana ar OncoArray-500K hromosomu
mikrorindu analizes metodi

P&tijuma atlasttie 452 paraugi tika genotip&ti Rigas Stradina universitates
Onkologijas un molekularas genétikas institiita no 2019. lidz 2022. gadam,
izmantojot Infinium OncoArray-500K hromosomu mikrorindu analizes metodi
(IMlumina, Sandjego, CA, ASV). Hromosomalas mikrorindu analizes sistéma

ietver aptuveni 500 000 markieru jeb viena nukleotida variantu (SNV), no kuriem
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aptuveni 250 000 ir biezi SNV, kas sastada plasu genoma méroga bazi. Pargjie
markieri ir genétiskie varianti, kas saistiti ar KV, OV un citiem véza veidiem, un
tie galvenokart ir atklati, izmantojot iepriek$&jas GWAS un citas metodes (Guo
et al., 2015; Michailidou et al., 2015; Michailidou et al., 2013). Konkréta
hromosomu mikrorindu analizes sist€éma ir izstradata, sadarbojoties vado$ajiem
ekspertiem no OncoArray konsorcija, tostarp kriits véza asociacijas konsorcija
(BCAC), BRCA1/2 modificgjoso faktoru petnieku konsorcija (CIMBA) un olnicu

Véza asociacijas konsorcija (OCAC).

1.4.  Genotipu noteik§ana un kvalitates kontrole (QC)

Iegiito datu analizé tika izmantots modificéts genotip&to paraugu
kvalitates kontroles (QC) process, kas detalizéti aprakstits citur (Guo et al.,
2014). Bitiba tas ietvéra uz paraugiem un variantiem balstitus QC solus, kas tika
veikti, galvenokart izmantojot GenomeStudio programmatiru (Illumina,
genotipéSanas modulis v2.0.5) un komandrindas balstitu programmu PLINK
v1.07 un v1.9 (Purcell et al., 2007).

Pirmkart, parauga genotipa noteikSana tika veikta, izmantojot
GenomeStudio programmatiiru, kura notika automatiska variantu sagrup&sana.
Talak manuali tika izsl€gti individi ar genotip&Sanas kvalitates raditaju zem 98 %
vai neatbilstosu dzimumu. Savukart varianti, kuru GenTrain raditajs bija zemaks
par 0,7, tika parbauditi un, ja iespgjams, manuali atkartoti grup&ti pirms galigas
eksportésanas PLINK formata.

Péc  eksportéSanas  variantu  pozicijas tika  atjauninatas
atbilsto$i cilvéka references genomam GRCh37/hgl9 un visi varianti
tika mainiti no TOP pavediena uz hgl9 pozitivo pavedienu, izmantojot
GSAMD-24v1-0_20011747_A1-b37.strand.RefAlt.zip failus, kas pieejami

vietné https://www.well.ox.ac.uk/~wrayner/strand/.
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Lai nodroSinatu datu kvalitati, tika veikti vairaki QC soli: dzimumu
neatbilstiba tika parbaudita, izmantojot PLINK komandu check-sex, kas aprékina
X hromosomas inbridinga raditaju, un paraugkopa tika saglabatas sievietes ar
inbridinga raditaju < 0,2. Rasu neatbilstiba tika novertéta, izmantojot principalo
komponentu (PC) analizi ar programmu EIGENSOFT (Price et al., 2006) un
687 informativos priekste¢u markierus (AIMs), izmantojot defin&to slieksni, kas
augstaks par vidgjo raditaju + 6 standartnovirzes (SD). Radnieciba un iesp&jamie
dublikati tika noteikti, izmantojot paru identitates p&c izcelsmes (IBD) aprékinus
datos, kuros tika izsleégti markieri, kas atrodas nelidzsvarota saistiba (LD), lai
uzlabotu analizéto markieru neatkaribu. Tika izslégti iesp&jamie dublikati ar
PI_HAT vertibu tuvu 1. Novirzes no Hardija—Veinberga likuma (HWE) tika
identificétas, izmantojot p vertibas slieksni <1 x 107 sievietém bez audzgja
diagnozes un slieksni < 1 x 1022 sievietem ar KV vai OV diagnozi. Saja soli tika
izslegti 503 SNV. Papildus tika izslegti arT paraugi ar ekstrému heterozigotitati
(4,89 SD no vidgjas vertibas) un inbridinga koeficientu > 0,1, atstdjot

406 paraugus talakam analizém.

1.5. Genotipu imputacija

Lai veiktu imputaciju, tika izslégti papildus SNV ar retas aléles biezumu
(MAF) <0,01. TrikstoSie genotipi tika imputéti, izmantojot Igaunijas
populacijas dzila parklajuma visa genoma sekvenc&Sanas (WGS) datus
(n=2244) ka references paneli, ka aprakstits iepriek§ (Mitt et al., 2017).
Imputacijai tika istenota divpakapju pieeja: fazéSana ar EAGLE (Loh et al., 2016)
un imputacija ar BEAGLE (Browning et al., 2018). Rezultata tika generéti
genotipi aptuveni 38 miljoniem SNV. P&c imputacijas tika veikta QC, izsledzot
retus SNV ar MAF < 0,01 un devas R-kvadrata (DR2) raditaju < 0,8. Filtrétie dati

saturgja 7 911 505 labas kvalitates SNV turpmakam analizém.
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1.6. Genoma méroga asociaciju analize (GWAS),
izmantojot SAIGE

Pec datu QC filtréSanas un imputacijas soliem asociaciju analizei bija
pieejami 406 individi. Asociaciju analize tika veikta, izmantojot programmattiras
R v4.0.2 (R. C. Team, 2020) pakotni SAIGE v0.38 (Chen et al., 2016), lai
pielietotu jauktu logistiskas regresijas modeli. Modelis tika korigéts atbilstosi
radniecibai, pirmajiem 4 PC, vecumam rekrutéSanas/slimibas sakuma bridi un
BRCAL PV. Saja pétijuma radnieciba tika pielagota, lai mazinatu viltus pozitivu
asociaciju risku un nodro$inatu, ka parbauditic genétiskie varianti patiesi ir
saistiti ar pé€tamo iznakumu (ti., KV vai OV), nevis tiek ietekméti no
radnieciskam attiecibam. Jaukta logistiskas regresijas modela ievie$ana kopa ar
radniecibas un citu kovariatu pielagosanu palidz kontrolét iesp&jamos
neobjektivitates avotus, nodrosinot ticamakus rezultatus. Asociacijas analizei
tika izmantots genoma méroga nozimiguma slieksnis p<5x 10% Kkas
pec-GWAS analizes tika samazinats Iidz iesp&amam nozimiguma slieksnim

p<1x10°.

1.7. Pe&c-GWAS analize, izmantojot brivpiekluves platformas
FUMA un VEP

Funkcionalas karté$anas un anotacijas (FUMA) platforma tika izmantota,
lai anotétu, prioritiz€tu, vizualizétu un interpretétu GWAS rezultatus. Lai
identificétu neatkarigus nozimigus SNV, no GWAS rezultatiem tika atlasiti SNV,
kuru p vértiba bija mazaka vai vienada ar 1 x 1076 un r? < 0,6. Turklat, lai izskirtu
vadosos SNV no neatkarigiem nozimigiem SNV, tika izmantots para
salidzinajuma SNV slieksnis r? < 0,1. Talak tika noteikti genomiskie riska lokusi,
kuros esosie SNV bija augsta LD ar neatkarigajiem nozimigajiem SNV un to
r2 koeficients parsniedza 0,6. LD bloku apvieno$anai viena genomiskaja riska

lokusa tika izmantots maksimalais attalums 250 kb starp LD blokiem. Lai veiktu
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So analizi, ka references dati tika izmantoti gengctiskie dati no 1000 genomu
projekta 3. fazes.

Papildus, lai novertetu GWAS identificéto vadoSo SNV
ietekmi  uz géniem, transkriptu un regulativajiem regioniem, tika
izmantots  Ensembl varianta efekta prognozésanas (VEP) riks
(https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html).

SNP2GENE funkcija tika izmantota, lai aprékinatu LD struktiru,
raksturotu genomiskos riska lokusus, anoteétu SNV funkcijas un prioritizétu
kandidatgénus. Pamatojoties uz SNV pozicionalo kartesanu, tika noteikti tuvakie
kandidatgeni, kas atradas ne vairak ka 10 kb attaluma.

Papildus tika veikta ekspresijas kvantitativo pazimju lokusu (eQTL)
kartéSana, lai noteiktu saistibu starp GWAS identificétajiem SNV un izmainam
génu ekspresija. ST analize palidz izprast identificéto genétisko variantu
funkcionalas sekas un sniegt ieskatu iesp&jamos biologiskajos mehanismos, kas
ir novéroto genétisko asociaciju pamata. eQTL karté$anai tika izmantoti dati no
diviem audu tipiem, t.i., genotipa—audu ekspresijas (GTEX) projekta v8 kriits un
GTEX v8 olnicu audiem. Par nozimigam tika uzskatitas tikai tas eQTL vértibas,
kuru viltus atklasanas klida (FDR) bija mazaka par 0,05, un tas tika izmantotas

SNV kart€sanai génos.

1.8. Poligena riska modela (PRS) aprekini

Saja pétijuma izmantotajos PRS aprékinos tika ieklauta informacija par
2174072 SNV, kas ir sastopami gan Apvienotas Karalistes Biobankas
(https://lwww.ukbiobank.ac.uk/ (Bycroft et al., 2018)), gan Igaunijas Biobankas
individos (https://genomics.ut.ee/en/content/estonian-biobank (Mitt et al.,
2017)). Sie PRS tika izstradati, izmantojot datus no 428 747 Apvienotas
Karalistes Biobankas individiem un 105000 Igaunijas Genoma centra

dalibniekiem (Orliac et al., 2022). Saja promocijas darba veiktajos aprékinos tika
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ieklauta informacija par 2 041 044 SNV, jo datu kopa iztriika informacija par 133 028
SNV. Visiem PRS aprékiniem tika izmantota PLINK v2.00 funkcija score.

1.9. Statistiska analize

Statistiskajai analizei tika izmantotas programmattras R v4.0.2 (R Core
Team, Vine, Austrija) (R. C. Team, 2020) un RStudio v1.3.1093 (RStudio Team,
Bostona, MA, ASV) (R. Team, 2020). Visi veiktie statistiskie testi bija divpusgji,
un par statistiski nozimigam tika uzskatitas p vértibas zem 0,05.

Lai sasniegtu konkrétus pétfjuma meérkus, tika izmantotas dazadas
statistikas metodes un R pakotnes. Pieméram, lai novertetu vecuma sadalijuma
atSkiribas starp petijjuma grupam, tika izmantots Kruskala—Valisa tests (R bazes
pakotne stats), kam sekoja posthoc paru salidzinajumi ar Vilkoksona rangu
summas testu ar Bonferroni korekciju. BRCAL1 un CHEK2 dubultheterozigotu
izplatiba un to saistiba ar KV un/vai OV tika novértéta, izmantojot FiSera precizo
testu, lai noteiktu izredzu attiecibu (OR) un to statistisko nozimigumu. Turklat
tika izmantota Bioconductor pakotne Survival, 3.2-3 versija (Therneau, 2020),
lai izpétitu PV ietekmi uz kumulativo KV un/vai OV risku, izmantojot
Kaplana—Meiera apléses, savukart liknes atSkiribas tika novertétas, izmantojot
Log-rank testu. Lai prognozeétu kumulativo risku (varbatibu Iidz notikumam),
tika veikta Koksa regresijas analize.

Saistiba starp PRS un KV un/vai OV attistibas risku BRCA1 PV nesgjas
tika novertéta, izmantojot binomialas logistiskas regresijas modeli. Iznakuma
mainigajam bija trs kategorijas: 0 (nav vézis), 1 (KV) un/vai 2 (OV). Modelis
tika pielagots vecumam, vecuma kvadratam, BRCAl PV (c.4035del vai
€.5266dup) un pirmajiem diviem PC. OR un to 95 % ticamibas intervals (TI)
tika aprékinati, izmantojot R pakotni Epi (Carstensen, 2022). Lai izv€letos
optimalo binomialas logistiskas regresijas analizes modeli, tika veikta uztverja

darbibas raksturliknes (ROC) analize, izmantojot R pakotni pROC (Robin etal., 2011).
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1.10. Datu pieejamiba
GWAS analizes kopsavilkuma dati (angl. summary statistics) bis pieejami

https://dataverse.rsu.lv/ repozitorija.
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2. Rezultati
2.1. Petijjuma kohortas raksturojums

2.1.1. Pacientu raksturojums

Pétijuma kohorta sastavéja no 452 sievietem, kuras bija BRCA1 PV
(c.4035del vai ¢.5266dup) nescjas. STm sievietém bija diagnosticéts KV, OV, vai
tas bija bez véza diagnozes rekrut€Sanas bridi. Petjjuma kohorta sastavéja no
196 sievietem (43,4 %) ar diagnosticétu KV, 129 sieviettm (28,5 %) ar
diagnosticétu OV un 127 sievietem (28,1 %) bez véza diagnozes, kas kalpoja ka
grupa bez véZa diagnozes salidzinajumam. Vidgjais vecums KV vai OV
diagnosticésanas bridi bija attiecigi 46,52 gadi (diapazons 25-92 gadi,
SD =11,71) un 50,62 gadi (diapazons 27—79 gadi, SD = 8,80). Ar v&zi neskartas
grupas vidgjais vecums bija 38,36 gadi (diapazons 18-73 gadi, SD = 11,05). Tika
veikti pacientu vecuma salidzinajumi pa pariem starp dazadam grupam,
izmantojot Vilkoksona rangu summas testu ar nepartrauktibas korekciju, un tie
atklaja statistiski nozimigu p < 0,01 visas trijas grupas, noradot uz butiskam
vecuma at8kiribam starp katru grupu. Lai korekti veiktu turpmakas analizes, §is
vecuma atSkiribas starp KV un OV grupam un grupu bez véza diagnozes tika
pielagotas un standartizétas. P&tljuma kohortas raksturojums ir apkopots
2.1. tabula, un tas ir batisks, lai izprastu kohortas daudzveidibu un izdaritu
secinajumus par BRCA1 PV ietekmi uz v&za attistibu.

P&c daudzpakapju QC soliem un plasas datu filtréSanas pétijuma datu
kopa tika samazinata lidz 406 paraugiem. Galiga pétijuma kohorta, kas tika
izmantota turpmakajai GWAS un PRS analizei, sastavéja no 171 sievietes
(421%) ar KV diagnozi, 121 sievietes (29,8%) ar OV diagnozi un
114 sievietem (28,1 %) bez véza diagnozes. Vidgjais slimibas sakuma vecums
bija 46,67 gadi (diapazons 25-92 gadi) KV gadijuma un 50,55 gadi (diapazons
27-79 gadi) OV gadijuma.
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2.1. tabula

P&étijuma kohortas raksturojums

Kopi BRCAI:c.4035del | BRCAI:c.5266dup
Pétijuma kohorta 452 173 (38,28 %) 279 (61,72 %)
Kriits vazis 196 (43,36 %) 53 (11,73 %) 143 (31,64 %)
Olnicu vézis 129 (28,54 %) 69 (15,27 %) 60 (13,27 %)
Nav vézis 127 (28,10 %) 51 (11,28 %) 76 (16,81 %)
Vid&jais vecums 4540+ 11,72 47,67 + 12,02 43,99 + 11,35
Krits vazis* 46,52 11,71 49,68 + 12,56 4534 +11,19
Olnicu vézis* 50,62 + 8,80 52,00 +957 49.03 + 7,58
Nav vézis* 3836 + 11,05 39.73 + 10,64 3745+ 11,30

* Apzimg statistiski nozimigu (p <0,01) vecuma atskiribu starp visam 3 p&tjjuma grupam.

2.1.2. BRCA1 PV c.4035del un ¢.5266dup penetrance

pétijuma kohorta

Pétijuma kohorta tika sadalita divas apak$grupas, balstoties uz diviem
specifiskiem BRCA1 géna PV (c.4035del un ¢.5266dup) ar ciltstéva efektu.
Kopgja pétijuma kohorta sastavéja no 173 sievietém, kuras bija
BRCA1:c.4035del PV nesgjas (53 sievietes KV grupa, 69 sievietes OV grupa un
51 sieviete grupa bez v€Za diagnozes), un 279 sievietém, kuras bija
BRCA1:¢.5266dup PV nesgjas (143 sievietes KV grupa, 60 sievietes OV grupa
un 76 sievietes grupa bez véza diagnozes), ka paradits 2.1. tabula.

Talak tika aprékinata BRCAL PV penetrance, kas tiek defingta ka individu
proporcija, Kuri ir ar slimibu saistito PV nesgji un kuriem attistas atbilstosais KV
vai OV fenotips (Cooper et al., 2013). Rezultati ir sniegti 2.2. tabula. Petijuma
kohorta aprékinata penetrance starp BRCA1 PV (c.4035del un ¢.5266dup) nesgjam

bija attiecigi 31 % KV un 40 % OV gadijuma un 51 % KV un 22 % OV gadijuma.
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2.2. tabula
BRCAL PV c.4035del un c.5266dup penetrance pétijuma kohorta

BRCAI PV Kriits vézis (%) Olnicu vezis (%)
c.4035del 30,64 39,88
¢.5266dup 51,25 21,51

PV — patogens variants.

2.1.3. Ar vecumu saistita KV vai OV kumulativa incidence
BRCAL1 c.4035del un ¢.5266dup PV neséjas

Talak tika veikta Koksa proporcionalo risku regresijas analize, lai
noteiktu saistibu starp BRCAL PV (c.4035del vai ¢.5266dup) un laiku lidz
notikumam (véza diagnozei) $aja pétijuma kohortda, Kura sastavéja no
452 individiem. No tiem 325 individiem bija diagnosticéts veézis (196 KV
gadijumi un 129 OV gadijumi).

Analize atklaja statistiski nozimigu saistibu starp BRCAL:c.5266dup PV
un véZza raSanas vecumu ar regresijas koeficientu 0,3626 (p = 0,00169**).
Aprekinata riska attiectba (HR) BRCAL:c.5266dup PV bija 1,437
(95 % TI: 1,15-1,80), kas liecina, ka individiem ar $o variantu ir par 43,70 %
lielaks risks saslimt ar KV vai OV jaunaka vecuma salidzinajuma ar personam
ar otru BRCA1:¢.4035del PV.

Konkordances indekss, kas ir izmantota modela prognoze$anas
precizitates raditajs, bija 0,562 (standartklida (SE) = 0,015), kas norada uz vidgji
labu prognozésanas sp&ju. Papildu statistiskie testi konsekventi apstipringja $is
saistibas nozimigumu. Veicot ticamibas koeficienta (angl. likelihood ratio),
Wald un Log-rank testus, tika konstatéta nozimiga saistiba starp
BRCA1:c.5266dup PV un véza attistibu (attiecigi p =0,001, p=0,002 un
p = 0,002). Sie rezultati liecina, ka BRCA1:c.5266dup PV ir statistiski nozimigs

agrinakas véZa attistibas prognozetajs.
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Turpmakaja analize tika pétita BRCA1:¢.5266dup PV ietekme uz KV un
OV grupam atseviski (skattt 2.1. attelu).

Katrai grupai atseviski tika pieme&roti Koksa proporcionalo risku
regresijas modeli un iegiiti $adi rezultati: KV grupas analize, kura sastavéja no
323 individiem ar 196 v&za gadijumiem, Koksa regresijas analize atklaja
nozimigu saistibu starp BRCAl:c.5266dup PV un KV rasanas vecumu.

Aprekinata BRCAL:c.5266dup PV HR bija 1,564 (95 % TI: 1,14-2,15),
kas norada uz 56,40 % augstaku risku saslimt ar KV, salidzinot ar sievietem,
kuras ir otra BRCAL PV (c.4035del) nesgjas. Papildus veiktie statistiskie testi art
apstiprinaja S$is saistibas nozimigumu. Veicot ticamibas koeficienta testu, tika
iegita p =0,005, Wald un Log-rank testu rezultats bija p =0,006, un
konkordances indekss bija 0,56, noradot uz vidéju modela prognozesanas sp&ju.

Savukart OV grupas analize, kura tika ieklauti 256 individi ar 129 veza
gadijumiem, Koksa regresijas analize neuzradija Iidzigu tendenci. Saistiba starp
BRCAL:c.5266dup PV un agraku véza raSanas vecumu S$aja grupa nebija
statistiski nozimiga. Aprékinata HR BRCAL:c.5266dup PV bija 1,2198
(95 % TI: 0,86-1,73) ar p = 0,265.

Papildus veicot ticamibas koeficienta, Wald un Log-rank testus, iegttas
p vertibas bija aptuveni 0,3, kas norada, ka pieradijumi nav pietickami
parliecinosi, lai secinatu, ka BRCA1:c.5266dup PV biitiski ietekmé OV attistibas
vecumu pétijuma kohorta. Sie atskirigie rezultati liecina, ka BRCA1:c.5266dup
PV ir biitiska nozime véza attistibas vecuma KV grupa, bet ta iectekme OV grupa

ir mazak izteikta.
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2.1. attéls. KV un OV kumulativa incidence BRCA1 PV nesgjas

Sarkana linija att€lo BRCA1:c.4035del varianta nesgjas; zila linija att€lo
BRCAL:c.5266dup varianta nesgjas. A — grafiks vizualizé KV attistibas kumulativo
incidenci BRCA1 PV nesgjas; B — grafiks vizualizé OV attistibas kumulativo incidenci
BRCAL PV nesgjas. KV — kriits vézis, OV — olnicu vézis.
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2.2. Pétijuma dizains: uz hipotézi balstita vs. uz datiem balstita
analize

ST nodala sniedz parskatu par pétijuma dizaina struktiiru, iedalot to divas
pieejas — uz hipotézi balstits p&tfjums un uz datiem balstits p&tijums. Sis divas
pieejas butiski atSkiras ar to, ka tas nosaka un sasniedz pétjjuma mérkus.
Uz hipotézi balstitam p&tjjumam ir raksturiga konkrétas p&tjjuma hipotezes
izvirziSana pirms datu vakSanas un analizes. Turpreti uz datiem balstitam
pétijumam ir raksturiga datu izp&te bez ieprieks izvirzitas hipotézes.

Saja promocijas darba tika izmantota hibrida metodologija, kas apvienoja
gan uz hipotézi balstitu, gan uz datiem balstitu pieeju. ST kombinacija lava veikt
konkrétas hipotezes testeSanu, vienlaikus p@tot arl jaunas un neparedzgtas

asociacijas analiz€tajos datos.

2.2.1. Uz hipotézi balstita BRCAL un CHEK2 dubultheterozigotu
analize

Saja pétijuma sadala galvena uzmaniba tika vérsta uz hipotézi balstitu
pieeju, konkréti pétot individus, kuros ir novérojama dubultheterozigotitate
BRCA1 un CHEK?2 génos, jo abi mingtie géni ir iesaistiti viena DNS reparacijas
signalcela. ST analize tika veikta pétjuma sakuma, izmantojot datus no
380 individiem.

Analizétie CHEK2 varianti tika atklati 13 dubultheterozigotas gadijumos
(tostarp c.444+1G>A, n=1, ¢c.470T>C, n=11, del5395, n=1), ka noradits
2.3. tabula.
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2.3. tabula

CHEK?2 variantu frekvences pétijuma kohorta

Variants un gadijumi | Gadijumu skaits/kopa | Frekvence (%)
C.444+1G>A
Nav vézis 1/87 1,15
KV gadijumi 0/132 0,00
OV gadijumi 0/111 0,00
c.470T>C
Nav vézis 2/87 2,30
KV gadijumi 3/132 2,27
OV gadijumi 6/111 5,41
del5395
Nav vézis 0/87 0,00
KV gadijumi 1/129 0,78
OV gadijumi 0/109 0,00

KV — kriits vézis; OV — olnicu vézis.

Neviena no analiz&tajiem paraugiem vienlaikus netika atklats vairak ka
viens CHEK2 variants. Lai noveértétu CHEK2 alélisko variantu penetranci
saistiba ar KV vai OV attistibas risku BRCA1 PV nesgjas, tika salidzinata $o
CHEK2 variantu izplatiba KV un OV grupas pret grupu bez véza diagnozes
pétijuma kohortas ietvaros. Lai gan CHEK2 variantu izplatiba OV grupa bija
salidzino$i augsta (5,41 %), OV riska pieaugums nebija statistiski nozimigs
(OR =1,56; 95 % TI: 0,32-9,94; p = 0,73). Ari pétito CHEK2 variantu izplatiba
KV grupa bitiski neat$kiras no grupas bez véza diagnozes (OR = 0,88; 95 %
TI: 0,15-6,15; p = 1).

Dati par CHEK2 variantu ietekmi uz véza attistibas vecumu nebija
konsekventi. BRCAL:c.4035del PV nesgju vidi neviena pétita CHEK?2 varianta
klatbiitne butiski neietekméja vidéjo véza attistibas vecumu (p > 0,3 péc
Log-rank testa). Savukart BRCAL:c.5266dup PV nesgjas, kuras tika identificets
arl kads no analizétajiem CHEK2 variantiem, vidgjais OV diagnosticéSanas
vecums bija ieverojami zemaks — 8,5 gadu atSkirtba salidzinajuma ar

BRCA1:c.5266dup PV nesgjam bez identificéta CHEK2 varianta. Aprekinata HR
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bija 3,93 (95 % TI: 0,93-16,65). Lai gan Log-rank tests liecindja par statistiski
nozimigu at$kiribu (p = 0,043) un tendence liecinaja par saistibu starp BRCAL un
CHEK2 dubultheterozigotam un jaunaku OV attistibas vecumu, alternativa
Koksa regresijas analize nesashiedza statistiski nozimigu rezultatu (regresijas
koeficients: 1,37, p = 0,064).

2.2.2. Uz datiem balstita ar véZa risku saistitu variantu
identificéSana viena nukleotida varianta (SNV) limeni
BRCAL PV nesgjas

Saja sadala ir pareja uz datiem balstitu pieeju, kura galvena uzmaniba tika
vérsta Uz genétisko variantu identificé$anu, kas saistiti ar KV un OV attistibas
risku sievietém, kuras ir BRCA1 PV nesgjas, bez ieprieks izvirzitam hipotézém.
P&tijuma tika izmantota GWAS pieeja, lai identifictu $adus variantus.

Kopuma tika analiz&ti 7 911 505 SNV, lai noteiktu saistibu ar KV vai OV
attistibas risku 406 BRCA1 PV nesgjas. Pétijuma analitiskajos modelos tika
ieklauti tadi kovariati ka vecums rekrut€Sanas/slimibas diagnozes bridi,
radnieciba starp dalibniekiem un konkréta BRCA1 PV veids.

Bitiskakie rezultati, kas atspogulo analizéto SNV saistibu ar KV vai OV
attistibas risku, ir att€loti Manhetenas diagrammas 2.2. attéla un detalizétak
uzskaititi §1 darba 2.4. tabula. Atklato asociaciju noteikSanai tika izmantots
stingrs genoma méroga statistiska nozimiguma slieksnis p < 5 x 1078, savukart
p vértibas no 5 x 1078 lidz < 1 x 10°° tika uzskatitas par iespg&jama nozimiguma
slieksni. Statistiski nozimigakie SNV, kas saistiti ar KV attistibas risku, tika
identificéti 3. un 10. hromosoma, un no tiem visbutiskaka saistiba bija SNV, kas
atradas 10. hromosoma (skatit 2.2. A att€lu). Savukart nozimigakais ar OV
saistitais SNV bija 20. hromosoma, ka paradits 2.2. B attela.

Lai noveértétu iesp&jamas novirzes un analizéto datu kvalitati, tika izveidoti
kvantilu—kvantilu (Q-Q) grafiki, lai novértétu genomu faktorus KV un OV

grupas (3aja kopsavilkuma nav ieklauti). Aprékinatie inflacijas faktori () bija

27



0,995 KV un 1,003 OV grupa, kas norada, ka veiktaja analizé nebija biitiska
genomiska inflacija.
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2.2. attels. SNV saistiba ar KV vai OV attistibas risku
A — Manhetenas diagramma, kura vizualiz&tas —logiop veértibas SNV asociacijam ar

nozimigumu (p = 5 x 10°8); zila linija apzZimé genoma méroga iespgjamo nozimigumu
(p =1 x 10°%); 23. hromosoma apzimé X hromosomu.
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Talak pec-GWAS analizé tika izmantota FUMA platforma, kura tika
identificéti 18 genomiskie riska lokusi, kas saistiti ar KV, un 21 genomiskais
riska lokuss, kas saistits ar OV attistibas risku. Sajos lokusos atradas
27 neatkarigi nozimigi SNV KV grupa un 25 neatkarigi nozimigi SNV OV grupa,
kas sasniedza iepriek§ noteikto iesp&jama nozimiguma sliecksni p < 1 x 107 un
bija savstarp&ji neatkarigi ar r? < 0,6. Papildus més identificgjam 1152 kandidat-
SNV KV grupa un 633 SNV OV grupa, kuri atradas LD ar iepriek§ min&tajiem
neatkarigajiem nozimigajiem SNV.

2.4. tabula ir uzskaititi tris nozimigakie (p <1 x 107) identificétie

genétiskie varianti, kas izradija butiskako saistibu ar KV vai OV attistibas risku.

2.4. tabula

Visnozimigak saistitie varianti ar KV vai OV attistibas risku

Grupa| rsID | REF | ALT | MAF | _P | Beta | sp | Tuvakais
vertiba gens
KV | 2600813 | A | G | 007952 2’&? ~126 | 024 | FAM107B
7,76 % RPII-
KV | 14688094 | G | C | 04523 | S0 | 096|019 | Lo
OV | 7973249 | G | T | 001789 113(§7X 8,09 | 1,54 | C200r/194

KV — kriits vézis; OV — olnicu vézis; rsID — references SNV ID numurs; REF — references
aléle; ALT — alternativa aléle; MAF — retas aléles biezums; Beta — multivariativas linearas
regresijas koeficients; SE — standartklada.

Izplatita prakse péc-GWAS analizes ir kandidat-SNV anotacija tuvakajam
génam. Lémums zinot tuvako g&nu biezi vien ir praktisks, pamatojoties uz
pienémumu, ka tuvums korel ar lielaku varbutibu, ka atklatais SNV ietekmé
géna funkciju. Tomer ir butiski apzinaties, ka tuvakais géns ne vienmér var biit
funkcionalais gens, kas ietekm& noveroto saistibu ar analiz€to fenotipu

(Watanabe et al., 2017).
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Misu identificétie vadoSie SNV ir vertigi kandidati turpmakiem
funkcionaliem pétjjumiem, nodro§inot pamatu, lai izprastu sarezgitus
molekularus mehanismus, kas ietekmé BRCAL PV penetranci.

Statistiski nozimigaka saistiba ar KV attistibas risku tika noverota
rs2609813 variantam (beta = —1,26; p = 2,33 x 107; riska aléles G biezums =
0,08). Sikaka informacija par %o variantu ir pieejama 2.4. tabula. Sis vadogais
variants rs2609813 atrodas 10. hromosoma, un tas ir FAM107B (Family with
Sequence  Similarity 107 Member B) proteinu  kodgoSa  gena
(ENSG00000065809) intronisks variants. JaatzZimé, ka $aja introniskaja regiona
tika karteti vel 56 SNV, kas uzrada augstu LD ar vadoSo variantu. Pamatojoties
uz VEP riku, tiek prognozéts, ka $is introniskais variants ir regulatora regiona
variants, kas atrodas enhanseri.

Otrs visbitiskak saistitais SNV ar KV attistibas risku bija rs4688094
(beta= —0,96; p = 7,76 x 107; riska aléles C biezums = 0,45), ka paradits
2.4. tabula. Atklatais variants atrodas 3. hromosoma ieprieks neaprakstitas garas
nekodgjosas RNS (IncRNA) géna RP11-384F7.1 (ENSG00000243276), un tas
uzrada augstu LD ar 295 citiem SNV.

Vienigais variants, kas OV grupa sasniedza iespgjama nozimiguma
slieksni p < 1 x 107, bija vadosais variants rs79732499. Sis variants uzradija
zemako $aja petjuma novéroto p vertibu (beta = —8,09; p = 1,39 x 107) ar riska
aléles T biezumu 0,018 (skatit 2.4. tabulu). Tas atrodas 20. hromosomas
intergéniska regiona, un tuvakais kartétais géns ir DNAAF9 (Dynein Axonemal
Assembly Factor 9, agrak pazistams ka C200rf194), kas ir proteinu kodgjoss géns
(ENSG00000088854). Vadosais variants rs79732499 atrodas LD ar Cetriem
citiem SNV, kas kartéti $aja géna. Pamatojoties uz VEP riku, tiek prognozets, ka
§is intergéniskais variants atrodas starp géniem regul&josa regiona (enhanseri).

Talak més veicam eQTL kartéSanu, koncentrgjoties uz genétisko variantu

ietekmi uz génu ekspresiju, izmantojot publiski pieejamos GTEX kriits un olnicu
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audu datus. GTEXx datubaze satur 563 genotip&tus paraugus, no kuriem tika
izmantoti dati no normalu krits (n = 396) un olnicu (n = 167) audu paraugiem.
KartéSana tika veikta, lai atklatu potenciali funkcionalus variantus misu
analiz€tajos datos, prognozetu meérka génus un tos prioritiz€tu turpmakiem
eksperimentaliem pétjjumiem. Piem@rojot FDR slieksni, kas mazaks par 0,05, un
analizgjot petjjuma identificétos kandidat-SNV, olnicu audos netika konstatéti
nozimigi SNV génu cis-eQTL pari. Savukart kriits audos tika noverotas divas
nozimigas eQTL vertibas (skatit 2.5. tabulu).

2.5. tabula
eQTL rezultati kriits audos
rsID REF | ALT | MAF | p vertiba FDR NES Tuv_ﬁkais
rs10178186 C T 0,10 | 3,83x107 | 1,55x107' | —0,36 213;7115814
15434451 T C 0,035 | 290x10° 0,011 —0,42 | SLC145

rsID — references SNV 1D numurs; REF — references aléle; ALT — alternativa aléle; MAF —
retas aléles biezums; FDR — viltus atklasanas kltida; NES — normalizétais efekta lielums,
ko defing ka linearas regresijas slipumu un aprékina ka alternativas aléles (ALT) ietekmi
attieciba pret references aléles (REF) ietekmi cilvéka references genoma (pienemot,
ka eQTL efekta aléle ir ALT algle).

Visnozimigaka saistiba identificéta vadoSajam SNV rs10178186 ar
nekorigétu p vertibu 3,83 x 107 un riska aleles T frekvenci 0,10 (skatit
2.5. tabulu). Sis variants kopa ar 99 citiem variantiem, kas atrodas augsta LD,
tika kartéts proteinu kodgjosa géna ZNF514 (Zinc Finger Protein 514)
(ENSG00000144026), kas atrodas 2. hromosoma. Normalizétais efekta lielums
(NES) = —0,36 norada uz negativu saistibu starp rs10178186 variantu un ZNF514
géna ekspresiju.

Otra statistiski nozimiga eQTL asociacija tika identificéta vadosajam SNV
rs434451 ar nekorigétu p veértibu 2,90 x 107 un riska aléles C biezumu 0,96
(skatit 2.5. tabulu). Interesanti, ka §is bija vienigais variants, kas tika kartets

proteinu kod&josa géna SLC1A5 (Solute Carrier Family 1 Member 5)
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(ENSG00000105281), kas atrodas 19. hromosoma. NES = —0,42 norada uz

negativu saistibu starp rs434451 variantu un SLC1A5 géna ekspresiju.

2.2.3. Uz datiem balstita ar véZa risku saistitu variantu
identificéSana poligénu riska variantu (PRS) Iimenit
BRCAL PV nesgjas

Saja pétijuma tika izmantoti Getri dazadi PRS apvienotie modeli, kas
apziméti ar modelis1 1idz modelis4, lai noveértétu genétisko risku saslimt ar KV
vai OV BRCA1 PV nesgjas. Jaatzimée, ka $ie PRS modeli ir nozimigs sasniegums,
jo tie ir pirmie genoma méroga modeli, kas aptver vairak neka 2 000 000 SNV,
nodro§inot loti plasu genétisku parklajumu. Sikaka informacija par katru
izmantoto modeli ir sniegta 2.6. tabula.

2.6. tabula

Apvienoto modelu, Kkas lietoti riska aprekinos, raksturojums

Modelis Apraksts

modelisl Efekta lielums, kas aprékinats KV pacientos ar BayesW modeli
modelis2 Efekta lielums, kas aprékinats KV pacientos ar BayesRR-RC modeli
modelis3 Efekta lielums, kas aprékinats OV pacientos ar BayesW modeli
modelis4 Efekta lielums, kas aprékinats OV pacientos ar BayesRR-RC modeli

KV — kriits vézis; OV — olnicu vézis.

Izmantojot binomialo logistisko regresijas analizi, tika novertéta Cetru
PRS (modelis1—4) saistiba ar risku saslimt ar KV vai OV. ST pétijuma mérkis bija
noteikt nesen izstradato genoma méroga PRS modelu (BayesW vs. BayesRR-RC)
efektivitati KV un OV riska prognozésana regionam specifisku BRCAL PV
nesgjas Latvijas populacija. Tas tika panakts, salidzinot PRS aprékinato efektu
lielumu BRCAL PV nesgjas ar véza diagnozi (KV un/vai OV) salidzinajuma ar
BRCAL PV nesgjam bez véza diagnozes (ar vézi neskarta grupa).

Starp Cetriem testetajiem PRS skaidri izc€las modelisl, kur§ uzradija
vissp&cigako asociaciju ar KV attistibas risku. Analizéta modelal OR bija 1,37

(95 % T =1,03-1,81, p = 0,0291), ka noradits 2.7. tabula.

32



2.7. tabula

Binomialas logistiskas regresijas analizes rezultati trijas dazadas
pétijuma grupas

OR B %TI p vertiba
KV + OV vs. Nav vézis
modelis] 1,14 0,89-1,46 0,3119
modelis2 1,11 0,86-1,42 0,4205
modelis3 1,00 0,78-1,28 0,9781
modelis4 0,89 0,69-1,14 0,3514
BRCAI:c.5266dup 1,73 1,03-2,91 0,0375*
KV vs. Nav vezis
modelis1 1,37 1,03-1,81 0,0291*
modelis2 1,33 1,01-1,76 0,0423*
modelis3 1,00 0,76-1,31 0,9825
modelis4 0,95 0,72-1,25 0,7109
BRCA1:¢.5266dup 2,55 1,44-4,53 0,0013**
OV vs. Nav vezis
modelis] 0,94 0,68-1,31 0,7180
modelis2 0,91 0,65-1,27 0,5800
modelis3 0,99 0,71-1,38 0,9530
modelis4 0,81 0,57-1,14 0,2250
BRCA1:¢.5266dup 0,93 0,48-1,79 0,8170

KV — kriits vézis; OV — olnicu vézis; KV + OV — apvienoti abi véza veidi; OR — izredzu
attieciba; 95 % TI — 95 % ticamibas intervals, kas noteikts PRS asociacijai ar KV un OV
risku BRCAL PV nesgjas. Riska aprékinos tika izmantoti Cetri dazadi apvienotie PRS
modeli (skatit 2.6. tabulu). * p vertiba, kas zemaka par 0,05; ** p vertiba, kas zemaka par 0,01.

Neatkarigi no konkréta izmantota PRS neviens no analizEtajiem
modeliem neuzradija statistiski nozimigu saisttbu ar OV attistibas risku
(p > 0,05), ka paradits 2.7. tabula.

Talak tika veikta laukuma zem uztvérgja darbibas raksturliknes (AUC)
analize, lai novertétu tris dazadu riska paredz&Sanas modelu, kuros ieklauti
dazadi kovariati, tostarp PRS, prognoz&$anas precizitati (skatit 2.3. attglu). Ipasi
jaatzime, ka riska paredzgSanas modelis, kas ietvéra diagnozes vecumu, vecuma
kvadratu, BRCA1 PV un visefektivako PRS (modelisl), uzradija augstako
AUC vertibu 0,7587.
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Veicot So tris riska paredzéSanas modelu AUC vértibu salidzinasanu,
izmantojot ‘bootstrap’ metodi, m&s konstatgjam statistiski nozimigu atkiribu, it
seviski starp modeli, kura ka kovariati bija icklauti tikai vecums un vecuma
kvadrats, un modeli, kura ka kovarati bija ieklauti vecums, vecuma kvadrats,

BRCAL PV un visefektivakais PRS (modelis1) ar p = 0,0368.
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2.3. attels. AUC (laukumu zem uztvéréja operatora liknes) salidzinajums,
lai noteiktu optimalo binomialas logistiskas regresijas analizes modeli

Ar melnu apzimets modelis, kura ir ieklauts tikai vecums un vecums kvadrata;
ar sarkanu — modelis ar papildus pievienotu BRCAL PV; ar zilu — modelis
ar papildus pievienotu BRCAL PV un visefektivako PRS (t.i., modelis1).
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3. Diskusija

3.1. Galvenie rezultati pétijjuma kohorta

Saja pétjuma tika analizéta saistiba starp konkrétiem BRCA1 PV
(c.4035del un ¢.5266dup) un KV vai OV attistibu. So PV sadalfjums p&tijuma
kohorta (skattt 2.1. tabulu) ir saskana ar iepriek$€jiem pétijumiem, apstiprinot to
nozimigumu Latvijas populacija (Gardovskis et al., 2005; Tikhomirova et al.,
2005). Tika analizéta So divu BRCAL PV penetrance un ietekme uz KV vai OV
attistibas vecumu. Papildus pétijuma paraugi kalpoja par pamatu GWAS un PRS
analizei, lai identificétu genétiskos faktorus, kas ietekmé regionam specifisko
BRCAL PV penetranci. Sada detalizéta modificgjoso faktoru analize var uzlabot
izpratni par konkrétu BRCAL PV ietekmi uz KV un OV attistibas risku, ka arl
virzit turpmakos pétfjumus, personaliz€tu riska novertg§jumu un profilakses
stratégiju izmantojumu.

ST pétijuma mérkis bija novértét specifisku BRCA1 PV penetranci KV un
OV pétijuma kohorta. Lai gan ar vézi neskarto individu vecums, kas bija mazaks
neka pargjas grupas, varetu ietekmét penetrances apléses, tomer Sis pétjjums
sniedz vertigu ieskatu par regionam specifisko BRCA1 PV penetranci.

ST pétijuma rezultati apstiprina konceptu, ka penetrance var atikirties
atkariba no konkréta BRCAL PV lokalizacijas. Piem&ram, BRCA1:¢.5266dup PV
uzrada lielaku penetranci KV grupa salidzinajuma ar OV grupu, bet
BRCAL:c.4035del PV uzrada lidzigu penetranci abos véza veidos (skatit
2.2. tabulu). Siem PV ir novérojama genotipa—fenotipa korelacija un atskiriga
kliniska izpausme, ko, iesp&jams, ietekmé PV atrasanas vieta un funkcionala
ietekme uz BRCAL proteinu. leprieksgjie petijumi liecina, ka PV, kas atrodas
BRCAL1 géna 3’ gala (piemé&ram, ¢.5266dup), ir saistiti ar augstaku risku saslimt
ar KV, bet PV, kas atrodas 10. eksona (pieméram, c.4035del), gandriz vienlidz
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biezi ierosina KV un OV BRCA1 PV nesgjas (Milne & Antoniou, 2016; Plakhins
etal., 2011).

Analizetajos datos BRCA1:c.4035del PV neuzradija statistiski nozimigus
pieradijumus par paaugstinatu KV attistibas risku salidzindgjuma ar OV, kas
apstiprina noverojumu, ka S$is specifiskais BRCA1l PV ir saistits ar relativi
lidzsvarotu risku abiem véza veidiem. Tas izce] BRCAL PV pozicijas potencialo
nozimi riska novértésana (Kuchenbaecker, Hopper et al., 2017).

Talak tika veikta Koksa proporcionala riska regresijas analize pétijuma
kohorta (452 individi), kas atklaja statistiski nozimigu BRCA1:c.5266dup PV
ietekmi uz agraku v&za attistibu (apvienojot KV un OV grupas) salidzinajuma ar
BRCA1:c.4035del PV. BRCA1:c.5266dup PV nesgjas vidgjais véza diagnozes
vecums bija 46,52 gadi, savukart BRCA1:c.4035del PV nesgjas vid&jais veza
diagnozes vecums bija 50,62 gadi (skatit 2.1. tabulu). Riska koeficients 1,437
norada uz 43,70 % paaugstinatu agraka véza attistibas risku BRCA1:c.5266dup
PV nesgjas.

KV grupa BRCA1:c.5266dup PV demonstrgja 56,40 % augstaku KV
attistibas risku, kas atbilst ieprieks zinotajiem datiem par Latvijas KV pacientém
(Plakhins et al., 2011). Sie rezultati uzsver nepieciesamibu péc personalizétas
pieejas genétiskaja konsulté$ana, ieklaujot informaciju par Siem diviem
regionam specifiskiem BRCA1 PV riska stratégijas izveida, piem&ram, izvéloties
pastiprinatu skriningu vai BRRM.

BRCAL:c.5266dup PV biitiski ietekméja agrinaku véza rasanos KV grupa,
bet ne OV grupa, uzsverot BRCAL PV specifisko ietekmi uz genotipa—fenotipa
korelaciju (Milne & Antoniou, 2016; Plakhins et al., 2011). Mijiedarbiba ar
citiem genétiskiem vai vides faktoriem varétu potenciali modific&t
BRCA1:c.5266dup PV ietekmi uz OV attistibas risku. Iesp&jams, vélina stadija,
kura lielakoties tiek diagnosticéts OV, ietekm&ja pétjjuma registréto OV

diagnozes vecumu, potenciali samazinot BRCAL:c.5266dup PV ietekmi uz
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attistibas vecumu salidzinajuma ar KV grupu, kura agrina diagnostika ir

izplatitaka (Thulesius et al., 2004).

3.1.1. Uz hipotezi balstita BRCA1 un CHEK2 dubultheterozigotu
analize

Talak tika pétita CHEK2 géna variantu ietekme uz BRCA1 PV penetranci,
jo CHEK2 kopa ar BRCAL abi ir iesaistiti viena DNS reparacijas signalcela.
CHEK?2 varianti biezi tiek noveéroti KV un OV pacientiem un ir plasi pé&titi
vairakas Eiropas valstts (Myszka et al., 2011; Narod & Lynch, 2007), tom&r
pétijumi Latvijas populacija ir ierobezoti. Tikai divos iepriek§gjos pétijumos, ko
veiku$i Irmejs et al. un Plonis et al., ir analizéta konkrétu CHEK2 variantu
saistiba ar KV, OV un kolorektala v&za attistibas risku (Irmejs et al., 2006; Plonis
etal., 2015).

Lai gan daudzi p&tijumi liecina, ka SNV modific&josos génos ietekmé PV
penetranci, pétijumi BRCAL un CHEK2 dubultheterozigotas ir reti. Ieprieks$gjos
pétijumos, galvenokart koncentr&joties uz KV pacientiem, ir identificéti tikai
1 Iidz 15 $adu dubultheterozigotu gadijumi starp tiikstosiem pacientu (Cybulski et al.,
2009; Meijers-Heijboer et al., 2002; Sokolenko et al., 2014; Turnbull et al., 2012).

Atskiriba no iepriek§ veiktajiem pétfjumiem, kuros galvenokart tika
salidzinats BRCA1 un CHEK2 dubultheterozigotu biezums starp KV pacientiem
un veselam kontrolém no vispargjas populacijas, $1 pétijuma galvenais mérkis
bija izvertét hipotézi, ka CHEK2 varianti varétu ietekmét BRCAL PV penetranci.
ST pétfjuma mérkis bija novértet BRCA1 un CHEK?2 dubultheterozigotu klatbiitni
KV un OV pacientém salidzinajuma ar neskarto grupu, kurai uz rekruteSanas
bridi nebija diagnosticéts vezis, bet tas bija BRCAL PV nesgjas.

Tika identificéti 13 BRCA1 un CHEK2 dubultheterozigotu gadijumi
(skattt 2.3. tabulu), kuru biezums atbilst ieprieks€jiem pétjjumiem. Rezultati
liecina par tendenci, ka dubultheterozigotam OV tiek diagnosticéts agrak neka

BRCAL PV nesgjas bez CHEK2 varianta, tomér §is novérojums nebija statistiski
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nozimigs. Lidz ar to rezultati saskan ar ieprieks€jiem pétijumiem, kas neuzrada
butisku CHEK2 variantu ietekmi uz véza attistibas risku BRCAL PV nesgjas
(Cybulski et al., 2009; Sokolenko et al., 2014, Sukumar et al., 2021).

Ieprieksgjos pétijumos citas populacijas, ka arT Latvija tieck noverots
zemaks CHEK2 variantu biezums BRCAl PV nesgjas salidzinajuma ar KV
pacientiem bez BRCAL PV, kas liecina par negativu mijiedarbibu starp Siem
variantiem (Cybulski et al., 2009; Irmejs et al., 2006; Meijers-Heijboer et al.,
2002; Plonis et al., 2015; Sokolenko et al., 2014; Turnbull et al., 2012). Sis
noverojums varétu biit saistits ar samazinatu $tinu dzivotsp&ju, kuras abi géni ir
defektivi, jo to produkti ir iesaistiti viena DNS reparacijas signalcela (Bartek &
Lukas, 2003; Collins & Garrett, 2005; Lee et al., 2000).

Kopuma nav iegiti  statistiski nozimigi pieradjjumi  par
patogéno/iesp&jami patogéno CHEK2 variantu ietekmi uz KV vai OV attistibas
risku BRCAL PV nesgjas. Nelielais paraugu skaits var ierobezot analizes
statistisko spéku, un ir nepiecieSami pétijumi liclakas kohortas, lai palielinatu So

rezultatu ticamibu.

3.1.2. Uz datiem balstita ar véza risku saistitu variantu
identificéSana viena nukleotida varianta (SNV) limeni
BRCAL PV nesgjas

Lai veiktu uz datiem balstitu variantu identificé8anu SNV Iimeni, kas
saistiti ar KV vai OV attistibas risku BRCAL PV nesgjas, tika Tstenota GWAS
analize. ST pétfjuma mérkis bija novértét biezos genétiskos variantus, kas saistiti
ar KV un OV, ka potencialos véza attistibas riska modifikatorus BRCA1 PV
nesgjas. Ta ka petjjuma kohorta bija salidzinosi neliela, GWAS statistiskais speks
bija pietiekams tikai biezo genétisko variantu identificéSanai.

Saja darba tika pétita regionam specifisko BRCA1 PV (c.4035del un
¢.5266dup) genétiskie modifikatori un to saistiba ar KV vai OV attistibas risku

Latvijas iedzivotaju kliniskaja kohorta. Izmantojot GWAS pieeju, tika identificéti
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18 genomiskie riska lokusi, kas saistiti ar KV attistibas risku, un 21 genomiskais
riska lokuss, kas saistits ar OV attistibas risku. Neraugoties uz daudzam plasa
méroga GWAS, kas veiktas gan vispargja populacija, gan BRCAL PV nesgju vidi,
kuras veiksmigi identificéti vairak neka simts ar KV un OV attistibas risku
saistitu lokusu, neviens no $aja pétijuma identificétajiem riska lokusiem ieprieks
nav aprakstits. Turklat $aja kohorta neizdevas reproducét ieprieksejo GWAS
rezultatus (Couch et al., 2013; Kuchenbaecker et al., 2015; Milne & Antoniou,
2016; Milne et al., 2017; Yang et al., 2022).

Tas, ka Saja pétijuma netika identificéti iepriek§ aprakstitiec genomiskie
riska lokusi, visticamak, skaidrojams ar unikalo p&tijuma dizainu un iesp&jamam
metodologijas atSkiribam. Pirmkart, lielaka dala ieprieks identificéto ar véza
risku saisttto SNV tika atklati vispargja populacija (Amos et al., 2017; Jurj et al.,
2020; Michailidou et al., 2017; Phelan et al., 2017). Tomér ir pieradits, ka biezi
SNV, kas identific&ti vispargja populacija, var nepaaugstinat KV vai OV attistibas
risku BRCAL PV nesgjas (Coignard et al., 2021). Turklat lielakaja dala asociaciju
pétfjumu ar BRCA1 PV nesgjam ir izmantots gadijuma kontroles dizains, kur
kontroles grupa sastav no veselam sievietém no vispar€jas populacijas bez
diagnosticetiem BRCALl PV (Milne & Antoniou, 2016). Turpretl $1 p&tjjuma
dizains specifiski koncentrgjas uz BRCA1 PV nesgjam, lai varétu identific&t
nesgjam raksturigus SNV, kas saistiti ar KV un OV attistibas risku (Coignard
etal., 2021). Lidz ar to $1 pétijjuma rezultati var nebt tiesi salidzinami ar
vairakumu iepriek$€jo pétijumu rezultatiem. Turklat citi pétijumi lielakoties ir
koncentrgjusies uz lielu konsorciju paraugu analizi, kas sastav no plasa spektra
BRCA1 PV (Rebbeck et al., 2018), tomér $aja pétijuma tika analiz&ti paraugi ar
Latvijas populacijai un Baltijas regionam raksturigiem regionam specifiskiem
BRCAL PV (Gardovskis et al., 2005; Janavicius et al., 2014; Tamboom et al.,
2010; Tikhomirova et al., 2005).
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Saja péetijuma tika identificéti 27 neatkarigi nozimigi SNV KV grupa un
25 SNV OV grupa, kas parsniedza iespéjama nozimiguma slieksni (p < 1 x 1075)
un liecina par So SNV potencialo lomu véza attistibas riska modulésana. Turklat
analiz&tie dati saturéja ieverojamu skaitu kandidat-SNV, kas atrodas LD (r? > 0,6)
ar identific@tajiem neatkarigajiem nozimigajiem SNV, ka rezultata KV grupa tika
iegiiti 1152 kandidati un OV grupa — 633 kandidati. Lielaka dala So kandidatu
tika identificéti genoma nekodgjoSos regionos, noradot uz regulativo regionu
nozimi un ietekmi uz véza attistibas risku un uzsverot nepiecieSamibu péc
turpmakas padzilinatas funkcionalas izpétes. Turklat lielaka dala pieejamo
GWAS rezultatu liecina, ka vairakums biezo variantu, kas saistiti ar véza
attistibas risku modificé$anu, atrodas genoma nekodgjo$ajos regionos, un tiek
uzskatits, ka tie ietekmé v&za risku, regulgjot noteiktu génu ekspresiju (Amos
etal., 2017; Edwards et al., 2013; Yang et al., 2022).

Nakamajas rindkopas detalizéti apliikosim $aja pétjjuma atklatos
nozimigakos GWAS rezultatus, kas piedava vértigu pamatu turpmakiem
pétijumiem un jaunus ieskatus sarezgitaja genétisko modifikatoru un regionam
specifisko BRCA1 PV mijiedarbiba Latvijas populacija. 2.4. tabula ir uzskaititi
tris petjjuma atklatie nozimigakie genétiskie varianti, kas saistiti ar KV vai OV
attistibas risku. Interesanti, ka visi tris varianti uzradija negativu efekta lielumu
(beta), kas liecina par potencialu aizsargajoSu ietekmi uz véza attistibu.

KV pacientém statistiski nozimigak saistitais vadoSais variants bija
introniskais variants rs2609813 FAM107B géna. Proteinu kodgjoSais géns
FAM107B, kas pieder saimei ar sekvences lidzibu 107 (FAM107), joprojam ir
nepietickami izpétits, un pieejamie biologiskie dati ir ierobeZoti. Neraugoties uz
to, S0 génu saimes loceklu N-terminala doména (DUF1151) struktiira ir
konservéta starp dazadam sugam, kas liecina par to lomu génu transkripcijas
regulésana. FAM107B proteins, iespgjams, ietekmée citoskeleta parkartosanos,

un tam ir nozime $tinu migracija un proliferacija. Tom&r molekularie mehanismi,
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kas ir FAM107B biologisko funkciju pamata, joprojam nav skaidri izpétiti
(Nakajima & Koizumi, 2014).

Balstoties uz ieprieksgjiem pétjjumiem, FAM107 génu saime tiek
uzskatita par audzgju supresorgénu kandidatiem, un ir noveérota korelacija starp
FAM107A géna, kas iepriek§ pazistams ka DRRI1, samazinatu aktivitati un
palielinatu kancerogenézi dazados laundabigos audzgjos, tostarp nesiksinu
plausu veza, nieru SGnu v&za, prostatas véza un astrocitomas gadijumos
(Liu et al., 2009; van den Boom et al., 2006; Wang et al., 2000). Lai gan
FAM107B géna struktiira ir Iidziga, ta specifiska loma ka audz&ju supresorgénam
joprojam nav skaidri pieradita. Petfjumos ir novérota samazinata FAM107B
ekspresija dazados audz&ju audos, tostarp kriits, vairogdziedzera, kunga un
resnas zarnas vEza §tnas, kas liecina par ta potencialu lomu audzgju attistiba.
Eksperimentali pieradijumi liecina, ka paaugstinata FAM107B ekspresija inhibé
véza $unu proliferaciju (Nakajima et al., 2010; Nakajima et al., 2012), savukart
FAM107B inhibicija ievérojami palielina kunga v&za $tnu proliferaciju un
migraciju, kas atbalsta hipotézi, ka FAM107B ir potencials audzgja supresorgéns
(Guo et al., 2017). Turklat samazinata FAM107B ekspresija ir novérota KV
audos, Tpasi agresivos fenotipos, kas saistti ar palielinatu slimibas recidivu risku
un samazinatu dzivildzi (Nakajima et al., 2012).

Apréekinatais negativais efekta lieclums variantam rs2609813, kas tiek
paredzets ka regulativa regiona variants, liecina par ta iesp&amu protektivu
efektu uz KV attistibu, potenciali ietekméjot citu génu ekspresiju BRCA1 PV
nesg€jas. Kopuma FAM107B ir daudzsoloss kandidataudzgja supresorgéns KV,
un turpmakajos pétijumos butu veértigi koncentréties uz §1 regulativa regiona
varianta darbibas mehanismu izpéti.

Otrs statistiski nozimigakais ar KV saistitais SNV bija rs4688094, kas
atrodas ieprieks neaprakstitas INCRNA géna RP11-384F7.1, un ta biologiska

funkcija nav zinama. Tapgc ir griti prognozet §a varianta funkcionalas sekas.
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LncRNA ir atklatas ka svarigi véZza attistibas un progresé$anas regulatori,
kas ietekmé dazadus biologiskos procesus, pieméram, proliferaciju, apoptozi,
metastazes un terapijas rezistenci (Arun et al., 2018; Liu et al., 2021). Izmainita
INcCRNA regulacija tiek saistita ar dazadam ar vézi saistitam ipasibam, darbojoties
gan ka onkoggni, gan audz&ju supresorgéni (Fonseca-Montaiio et al., 2023). Tas
var regulét citu génu ekspresiju dazados Iimenos, tostarp ietekméjot hromatina
modifikaciju, transkripciju un péctranskripcijas RNS apstradi, noradot uz to
potencialu mérkterapijas izstradé (Gutschner & Diederichs, 2012). Turklat
izmaintta specifisku INCRNA regulacija ir saistita ar dazadiem KV apakstipiem
un kliniskajiem iznakumiem, atbalstot to potencialu pielietoSanu ka
diagnostiskos un prognostiskos biomarkierus (Su et al., 2014; Zhao et al., 2021).

Saja pétijuma aprakstita INCRNA RP11-384F7.1 iepriek§ nav pétita
saistiba ar KV. Turklat noverotais negativais efekta lielums liecina par iesp&jamu
protektivu ietekmi uz KV attistibas risku, kas saistits ar riska aleli C. Sie rezultati
uzsver nepiecieSamibu turpinat pétit rs4688094 varianta funkcionalo ietekmi un
ta ietekmi uz RP11-384F7.1 ekspresiju.

Vienigais vadoSais variants, kas OV grupa parsniedza iesp&jamu
nozimiguma slieksni, bija rs79732499, kas atrodas intergeniska regulativa
regiona. Sis variants uzrada augstu LD ar vairakiem SNV C200rf194 géna, kas
pazistams ari ka DNAAF9, noradot uz iesp&jamu ietekmi uz DNAAF9.

Informacija par DNAAF9 funkcijam ir ierobezota, tacu pasreizgjas
zinasanas liecina, ka tas ir iesaistits mikrocauruliSu mijiedarbiba un tubulina
montazas procesa (Casalou et al., 2020). Saskana ar UniProt datubazes datiem
Sis geéns ir iesp&ams ARL3 (ADP ribozilésanas faktoram Iidziga GTPaze
3) efektors. Lai gan ARL3 funkcionala loma v&za attistiba joprojam nav zinama,
noverojumi glioma liecina, ka ARL3 ir nozime angiogenéz&é un imiino §inu

infiltracija audzgja mikrovidé (Casalou et al., 2020; Wang et al., 2019).
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Neraugoties uz identificéta rs79732499 varianta negativo efekta lielumu,
kas liecina par iesp&amu protektivu ietekmi BRCALl PV nesgjas, preciza
DNAAF9 funkcija OV attistiba joprojam nav zinama. Lai izprastu tas funkciju
un potencialo ietekmi uz OV, ir nepieciesami papildu petijumi.

Talak tika petita SNV ietekme uz génu ekspresiju kriits un olnicu audos,
izmantojot eQTL kartésanu GTEX datos. Lai gan olnicu audos netika novérotas
nozimigas SNV génu asociacijas, tomér kriits audos tika identificéti divi SNV,
rs10178186 un rs434451, kas ietekm& genu ekspresiju Sajos audos (skatit
2.5. tabulu).

Pirmais identificétais eQTL variants rs10178186 ir saistits ar samazinatu
ZNF514 gena ekspresiju. Cinka pirkstu proteini (ZNF), tostarp ZNF514, ir
transkripcijas faktori, kas, ka tiek uzskatits, ir nozimigi kancerogengzg, audzgja
progres€$ana un metastazu veidosana dazados véza veidos. Neraugoties uz So
proteinu lielo skaitu, lielaka dala ZNF nav labi izpétiti (Luo et al., 2018; Ye et al.,
2021).

Lai gan iepriek$gjos pétijumos ir noradits uz noteiktu ZNF lomu véza
attistiba, ir nepiecieSami papildu funkcionalie p&tijumi, lai pilniba izprastu to
potencialo lomu un ietekmi uz KV attistibu. Pieméram, ZNF165 ir saistits ar
triskar§i negativa KV (TNBC) attistibu, potenciali veicinot agresivaku
kancerogengzi (Gibbs et al., 2020). Un pretgji, hipermetiléts ZNF154 promoters
tiek saistits ar labakiem dzivildzes raditajiem rezecgjama aizkunga dziedzera
véza gadijuma (Wiesmueller et al., 2019).

Otrais eQTL variants rs434451 ir saistits ar samazinatu SLCI1A5
ekspresiju. Sis géns kode §inu virsmas iz§kiduSo vielu transportieri, kur§ ir
svarigs neitralu aminoskabju, it ipasi glutamina, uznemsanai, kas ir bitisks véza
§unu metabolismam (Alfarsi et al.,, 2021; van Geldermalsen et al., 2016).
Novérota negativa saistiba starp rs434451 variantu un SLC1AS5 ekspresiju

BRCA1 PV nesgjas liecina par potencialu lomu glutamina metabolisma
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moduléSana un lidz ar to arT véza attistiba KV gadijuma. Farmakologiskie
pétijumi ir pieradijusi, ka SLC1A5 mediéta transporta inhib&Sana samazina
glutamina uznemsanu, ka rezultata samazinas veéza S§linu proliferacija un
palielinas $tnu nave, 1pasi TNBC $iinas (van Geldermalsen et al., 2016). Turklat
SLC1AS ekspresija ir saistita ar jutibu pret endokrino terapiju luminala KV
gadijuma, kas liecina par tas potencialo lietderibu ka arsteSanas atbildes reakcijas
prognozgjosu biomarkieri (Alfarsi et al., 2021).

Iepriek$€jos pétijumos ir uzsvérta SLC1A5 géna un ar to saistito
transportieru nozime véza $iinu metabolisma, augsana un proliferacija. Lai gan
prekliiskajos p&tijumos ir iegiiti daudzsolosi rezultati ar SLC1AS inhibitoriem,
paslaik netiek veikti kliniskie p&tijumi, kuros parbauditu to efektivitati un
drostbu (Nachef et al., 2021). Lai pilniba izprastu SLC1A5 géna lomu un ta
mérkterapijas potencialu KV gadijuma, ir nepiecieSami turpmaki p&tijumi.

Visbeidzot, ir nepiecieS$ami papildu pétijjumi, lai izprastu ZNF514 un
SLC1A5 ekspresijas potencialo nozimi KV attisttba BRCA1 PV nesgjas.
NepiecieSami padzilinataki pétijumi par preciziem mehanismiem, kas nosaka to

nozimi audzg&ja augsana, progreséSana un atbildes reakcija uz terapiju.

3.1.3. Uz datiem balstita ar véZa risku saistitu variantu
identificéSana poligénu riska variantu (PRS) Iimeni
BRCAL PV nesgjas

Saja pétfjuma tika analizéta divu nesen zinotu genoma méroga PRS
(Orliac et al., 2022), kas satur 2 174 072 SNV, asociacija ar KV un OV attistibas
risku BRCA1 PV nesgjas. Lai gan joprojam nav skaidrs, kada ir labaka pieeja
SNV kopas atlasei un to efektu lielumu aprékinasanai, lai izveidotu visefektivako
PRS, musu pétijums koncentrgjas uz genoma méroga SNV ietekmes novertésanu
apvienotajos PRS modelos. Pétijuma mérkis bija noteikt, vai genoma méroga
PRS ir efektivi riska paredz&sana, kas varétu palielinat prognozésanas precizitati,

salidzinot ar parasti izmantotajam PRS izstrades pieejam (Dareng et al., 2022).
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Nemot véra, ka lielaka dala PRS, tostarp $aja pétijuma analizgtie, ir
aprekinati no vispargjo populaciju petijumiem, ir svarigi riipigi izvertet un validet
to veiktsp&ju, jo ipasi individos, Kuri ir BRCAL PV nesgji (Jones et al., 2017;
Mavaddat et al., 2019; Michailidou et al., 2017). Variabla BRCAL géna PV
penetrance rada butiskas griitibas novertet katra individa véZza rasanas varbiitibu,
vecumu un lokalizaciju. Tadg] ir svarigi izpétit efektivas strategijas, lai uzsaktu
profilaktisko skriningu un klinisku riska samazinaSanu augsta riska sievieteém
(Chen et al., 2020; Downs et al., 2019). PRS ir potencials stratificét individus,
pamatojoties uz vinu slimibas risku (Mars et al., 2020). Tomér, lai sasniegtu $o
mérki un integrétu PRS kliniskaja prakse, ir butiski noteikt optimalo SNV
kopumu, kas veido visefektivako PRS.

ST pétijuma rezultati demonstré vislabaka BayesW PRS efektivitati, lai
prognozétu individa KV attistibas risku. Lai gan BayesRR-RC PRS ar1 labi
prognozgja KV attistibas risku, tomér BayesW PRS bija efektivaks
(skatit 2.7. tabulu).

Ieprieksgja pétijuma Kuchenbaecker et al. izstradaja tris PRS KV
(vispargjam KV, ER pozitivam un ER negativam KV), ka ar vienu PRS QV.
Vinu pétijuma tika izmantoti dati par 15252 BRCA1l PV nesgjam, atklajot
statistiski nozimigu saistibu starp PRS un risku saslimt gan ar KV, gan OV.
Visnozimigaka saistiba ar KV attistibas risku bija PRS, kas izveidots
ER negativam KV (HR=127, 95% TI=123-131, p=8,2x10%)
(Kuchenbaecker, McGuffog et al., 2017).

Lidzigus novérojumus atkartoja ari Barnes et al. pétijuma, kura bija
icklautas 9473 BRCAL PV nesgjas ar diagnosticetu KV (Barnes et al., 2020),
demonstrgjot, ka ER negativs PRS uzradija visspécigako saistibu ar KV attistibas
risku BRCAL PV nesgjas (HR = 1,29, 95 % Tl = 1,25-1,33, p = 3 x 107"?). Nemot
vera, ka ER negativs KV ir domingjosais audzgja apakstips BRCAL PV nesgjas
(Foulkes et al., 2004), $ie petijumi uzsver KV apakstipam specifisku PRS saistibu
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ar KV attistibas risku. Sie rezultati pierada, ka visefektivaka KV attistibas riska
prognozesana ietver visaptverosas klmiskas informacijas integréSanu analize
(Barnes et al, 2020; Kuchenbaecker, McGuffog et al., 2017). Diemzel
nepietiekamu klinisko datu del $aja promocijas darba nebija iesp&jams ieklaut
informaciju par ER statusu, kas bija pieejama tikai nelielai dalai (< 80)
KV paciensu.

Cita petijuma Mavaddat et al. pieradija specigu saistibu starp PRS un KV
attistibas risku vispargja populacija (OR =1,61, 95% TI=1,57-1,65, ar
AUC = 0,630, 95 % TI = 0,628-0,651) (Mavaddat et al., 2019). Miisu rezultati
atbilst ieprieks veiktajiem p&tjjumiem, noradot, ka aprékinata KV OR individiem
ar BRCA1 PV ir zemaka neka iepriek$ publicétiem aprékiniem vispargja
populacija. Tas liecina, ka PRS ietvaros pastav potenciala SNV apaksgrupa, kuru
efekts, iesp&jams, nekombingjas multiplikativi ar BRCA1 PV statusu. Tomér ir
butiski pieminét, ka tieSo salidzinajumu potencialie ierobeZojumi var rasties no
atskiribam pétijjumu dizaina un kohortas izméra (Kuchenbaecker, McGuffog
etal., 2017).

Atskirtba no ieprieksgjiem pétijjumiem, kas konsekventi noradija uz
bitisku saistibu starp PRS un OV attistibas risku, maisu pétijjuma $ada saistiba
netika novérota (Barnes et al., 2020; Kuchenbaecker, McGuffog et al., 2017).
Petijuma dati liecina, ka genoma méroga PRS bija efektivaks, lai prognozetu
risku saslimt ar KV neka ar OV BRCAl PV nesgjas (OR = 1,37, 95 %
Tl = 1,03-1,81, p = 0,029 KV grupa vs. OR = 0,99, 95% TI = 0,71-1,38,
p = 0,95 OV grupa). Novérotos rezultatus, iespgjams, ietekméja ierobezotais

kohortas izmérs — 121 BRCA1 PV nesgjas ar diagnosticétu OV.

46



3.2. Pétijuma priekSrocibas un ierobezojumi

Uz 2023. gada  novembri NCBI Clinvar  datubaze
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) saturgja 3264 parmantojamu BRCA1
PV ierakstus (tostarp del&cijas, duplikacijas, indeli, insercijas un SNV, visi
<50 bp). Tikmer §is promocijas darbs koncentrgjas uz genétiski homogénu
kohortu, kas sastav&ja no sievietém, kuram bija identificéts viens no diviem
regionam specifiskiem BRCAL1 PV (c.4035del vai ¢.5266dup). Lielaka dala
pasreiz€jo penetrances apléSu ir iegiitas liela m&roga pétijumos, kuros ir
apvienoti dati no vairakam populacijam, biezi vien nenemot veéra penetranci, kas
raksturiga PV ar ciltstéva efektu atseviskas populacijas. Populacijai raksturiga
genétiska struktiira var ietekmét p&tijumu rezultatus, jo noteikti modificgjoso
genu SNV var bt biezak sastopami viena populacija, bet reti cita (Narod, 2002).
To apstiprina Pankratov et al. pétijums, kura ierosindja, ka vietgjas populacijas
vésture un gené&tiska strukttra var bitiski ietekmét asociaciju analizes rezultatus
(Pankratov et al., 2020). Tapéc pétijjumi populacijas, kuras ir novérojams
ciltsteva efekts, ir lietderigi, lai novérteétu regionam specifisko BRCA1l PV
penetranci un noteiktu modificgjosos genétiskos faktorus.

Papildus tam miisu rezultati ir neatkarigs nesen izveidoto genoma méroga
PRS novértgjums tiesi Latvijas populacijas regionam specifisko BRCA1 PV
nesg€jas, lai gan izmantotie PRS sakotngji tika izstradati vispargja populacija,
izmantojot Apvienotas Karalistes Biobankas un Igaunijas Genoma centra
dalibnieku datus (Orliac et al., 2022). M@&s uzskatam, ka Siem genoma méroga
PRS ir potencials nodro§inat lidzvertigas vai pat labakas véza riska
prognoz&$anas iespé&jas salidzinajuma ar ieprieks izstradatajiem PRS.

Tomer $aja petijuma mes saskaramies arT ar vairakiem ierobezojumiem,
pirmkart, sakara ar nelielo individu skaitu ar dubultheterozigotisku BRCAL un
CHEK?2 genotipu. Tas galvenokart bija saistits ar ierobezoto kohortas lielumu un

§1 genotipa retumu (Cybulski et al., 2009). Lai parbauditu hipotézi, ka
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dubultheterozigotam var bat lielaks KV vai OV attistibas risks, ir nepiecieSama
lielaka kohorta, ko potenciali var panakt ar konsorciju datiem vai lielakiem
sadarbibas pétijumiem. Papildu dubultheterozigotas varetu tikt identificetas,
pieaugot visa eksoma sekvencesanas (WES) vai WGS pielietojumam.

Citi ierobezojumi ietver nelielo KV un OV gadijumu skaitu ar identificétu
parmantojamu BRCA1 PV un iesp&jamas atlases novirzes, jo paraugi ir kltniska
kohorta, kas atlasita p&c diagnostiskas parmantoto PV testéSanas. P&tijuma
koncentrésanas uz diviem konkrétiem BRCAL PV var pilniba neatspogulot visu
BRCAL PV nesgju populaciju. Papildus miisu PRS analizi ierobezZoja trakstosie
SNV, ko varétu uzlabot, imputacijas posma izmantojot populacijai specifisku
references paneli no Latvijas populacijas genoma datubazes (LGDB), tiklidz bis
pieejami attiecigiec WGS dati (Rovite et al., 2018).

Bitiska vecuma atSkirtba starp analiz€tajam grupam, iesp€jams,
ietekm&ja penetrances apléses, ko varétu novérst turpmakajos pé&tijumos,
izmantojot vecuma saskanotu pétijjuma kohortu. Turklat detalizétas kliniskas
informacijas trikums par audz&ju fenotipiem padarija $1 pétijuma rezultatus par
vid&jo novert&jumu starp visiem KV un OV fenotipiem.

Visbeidzot, sarezgita SNV mijiedarbiba un identificéto nekodg&joso
variantu parsvars izcel kritisku nepiecieSamibu pec plasam pec-GWAS analizém
un padzilinatiem funkcionaliem pé&tijumiem, lai interpretétu identificéto SNV
ietekmi uz konkrétiem fenotipiem (Milne & Antoniou, 2016; Yang et al., 2022).

3.3. Nakotnes perspektivas

Izpratne par to, ka identificetie gen&tiskie varianti ietekm& konkrétu
BRCA1 PV (c.4035del un c.5266dup) penetranci, ir loti svariga, lai precizak
novertétu risku un izstradatu potencialas profilaktiskas un terapeitiskas

strat€gijas individiem, kuri ir So BRCA1 PV nesgji (Mars et al., 2020).
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Viens no nakotnes virzieniem varétu ietvert longitudinalus p&tijjumus,
kuros dalibnieki tiek rekrutéti jaunaka vecuma un novéroti ilgaku laika periodu.
Turklat, ieklaujot plasakus datus par modific€jamiem riska faktoriem, tostarp
sméekesanu, alkohola patérinu, fiziskam aktivitatém un uztura paradumiem, tiktu
uzlabota riska novertesana (Milne & Antoniou, 2016). Cits perspektivs virziens
varétu bat dazadu tehnologiju, pieméram, WGS, izmantoSana, kas potenciali var
atklat papildu variantus, kurus nav iesp&jams noteikt, izmantojot hromosomu
mikrorindu analizes sistému. Ta, pieméram, LGDB ir daudzsolosa iniciativa, ar
kuras palidzibu varétu pétit BRCA1 PV Latvijas populacija (Rovite et al., 2018),
ka ari citu to penetranci ietekm&josu genétisko faktoru, tostarp PRS, izpé&ti. ST
iniciativa, izmantojot WGS datus, palielina iesp&u atklat vairak kliniski
nozimigus variantus.

Nakotné ir nepiecieSama S$aja pétjuma atklato rezultatu validacija,
izmantojot lielaku p&tijuma kohortu, kas sastav no regionam specifisko BRCAL
PV nesgjam, un Sis pétijums var kalpot ka preliminarie dati plasakam visu
pieejamo PRS salidzindjumam. Ir svarigi uzsvert, ka $aja analiz€ netika nemti
véra sekundaro laundabigo audzgju riski, koncentrgjoties tikai uz primaru KV
vai OV diagnozi. Nakotné butu lietderigi izpétit, vai testétie PRS palidz

prognozét sekundaro vézu risku BRCA1 PV nesgjas.
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Secinajumi

. Balstoties uz veikto pétijumu, neviens no analizétajiem CHEK2 variantiem
butiski neietekm& BRCAL géna patogéno variantu (c.4035del un ¢.5266dup)
penetranci.

. Veiktaja petijuma kriits véza pacientu grupa introniskais variants rs2609813
FAM107B géna ir statistiski visbutiskak saistits ar BRCAL patogéno variantu
penetranci (p = 2,33 x 107, OR = 0,28).

. Veiktaja pétijuma olnicu v&za pacientu grupa variants rs79732499, kas
atrodas genoma nekodgjosa un, iesp&ams, regulgjosa regiona, ir statistiski
visbiitiskak saistits ar BRCAL patogéno variantu penetranci (p = 1,38 x 1077,
OR =0,00031).

. Veiktaja pétijuma analiz€to genoma méroga PRS modelu vida BayesW PRS
modelis vislabak palidz novertét kriits véza attistibas risku BRCAL patogéno
variantu (c.4035del vai c.5266dup) nesgjas, un ta izmantoSana nakotné varétu
uzlabot kriits véza pacientu riska grupu stratifikaciju un profilakses stratégiju

izveli BRCAL patogéno variantu nesgjas.
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Priekslikumi

Nemot veéra LGDB iniciativas attisttbu un Latvijas donoru skaita
pieaugumu, mées ierosinam sistematisku regionam specifisko BRCAl PV
skriningu Latvijas populacija, izmantojot pieeju, kas balstita uz primaru genotipa
noteik3anu. Sis varétu biit progresivs solis cela uz personalizétaku un efektivaku
veselibas apriipes sistému, kuru iedvesmojusas vairaku citu globalo biobanku
projektu veiksmigas pieredzes, piemé&ram, [gaunija vai Australija (Leitsalu et al.,
2021; Rowley et al., 2019). Pieeja, kas orienteta uz primaru genotipa noteiksanu,
piedava inovativu veidu, ka identificét individus ar kliiski nozimigiem PV
augstas penetrances BRCA1 géna neatkarigi no vinu gimenes anamnézes vai
mediciniskam indikacijam. Papildus $ada pieeja lautu veikt véZa riska
stratifikaciju, balstoties uz personalizétiem PRS.

Minéta priekslikuma galvenais mérkis ir uzlabot riska stratifikaciju un
ilgtermina rezultatus regionam specifisko BRCA1l PV nesgjos Latvijas
populacija, kuri, iesp&jams, nav informéti par savu genétisko predispoziciju uz
KV vai OV attistibu. Uzlabota riska stratifikacijas strat€gija dotu iesp&ju
individiem un veselibas apripes sniedzgjiem pienemt l€mumu par
meérktiecigakiem un efektivakiem profilakses pasakumiem, potenciali samazinot
KV un OV saslimstibu un ietekmi uz sabiedribas veselibu.

Individiem, kuriem identificéti kliniski nozimigi PV vai augsta riska PRS
raditaji, tiktu nodrosinata plasa genétiska konsultéSana par véza risku. Konkréta
strategija varétu uzlabot augsta riska individu un vinu radinieku ilgtermina
rezultatus, prioritiz&jot genétisko skriningu un atkartotu sazinasanos ar
individiem, Kuriem tiktu atklati parmantojami kliniski nozimigi PV, tadgjadi

veicinot kopgjo Latvijas iedzivotaju veselibu.
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Pateicibas

Pirmkart, es velos izteikt sirsnigu pateicibu saviem promocijas darba
vaditajiem Edvinam Miklasevi¢am un Baibai Vilnei par atbalstu un vadibu
mana doktorantiiras cela. Pateicos E. MiklaSevi¢éam par man piedavato iesp&ju
izstradat promocijas darbu, par pétijuma t€mas ideju un par to, ka man iemacijat
patstavibu p&tnieciba. B. Vilnei esmu parada dzilu pateicibu par ieraSanos RSU
un par to, ka pienémat mani zem sava “sparna” un pacietigi vadijat cauri
sarezgitajai bioinformatikas pasaulei. Varu drosi apgalvot, ka bez Jiisu palidzibas
nebiitu iesp&jams pabeigt analizes un izstradat So promocijas darbu.

Izsaku arT pateicibu savai zinatniskajai konsultantei Jelenai Maksimenko
un kol&giem no Paula Stradina Kliniskas universitates slimnicas Krits kirurgijas
nodalas par nenovért€jamo palidzibu pétijjuma dalibnieku atlaseé un paraugu
vakSana.

Sirsnigu pateicibu izsaku savai recenzentei asoc. prof. Madarai
Auzenbahai par veltito laiku, lai recenz&u manu promocijas darbu, ka ari
sniegtajiem vértigajiem komentariem un padomiem. Jasu ieguldijums
neap$aubami ir uzlabojis §1 darba kvalitati. Izsaku pateicibu ari visiem
promocijas darba apspriesanas komisijas locekliem par darba izverteSanu un
vertigajiem ieteikumiem.

Vélos izteikt pateicibu saviem kolégiem no Rigas Stradina universitates
Onkologijas un molekularas genétikas institiita par nepartraukto atbalstu un
padomiem darba tapSana.

Ipasu paldies saku saviem kolégiem Bérnu kliniskaja universitates
slimnica par degsmi, ko mes kopigi izjitam pret genétiku, par nebeidzamo
atbalstu un motivaciju, kas ir bijis mana speka avots griitos brizos.

Esmu arT loti pateiciga kolégiem no Tartu universitates Genomikas
institGta par vinu sadarbibas garu, nenoveért&jamiem padomiem, apmacibam un

daliSanos ar pieredzi GWAS analizé. Bez jusu atbalsta es nevarétu pabeigt $o
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darbu. Tpasu pateicibu vélos izteikt Tiit Nikopensius, Reedik Magi, Krista
Fischer, Triin Laisk un Urmo V&sa.

Esmu loti pateiciga saviem draugiem un gimenei par nebeidzamo atbalstu
un ticibu maniem spekiem. Ipass paldies pienakas manam viram par vina
apbrinojamo pacietibu, nenogursto$o sapratni un nepartraukto iedrosinajumu
visa doktorantiiras cela garuma.

Visbeidzot, es izsaku pateicibu visiem, kas mani atbalstja un
uzmundringja cela uz doktora gradu. Katram no jums ir bijusi nozimiga loma
manas akadémiskas un personigas izaugsmes veicinasana, un par to esmu jums

patiesi pateiciga.

63



