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1 UVOD

Nadorova onemocnéni predstavuji druhou nejcastéjsi pricinou umrtnosti v Ceské republice
(CR). Kazdoro¢né umira v souvislosti s nadorovym onemocnénim vice nez 27 tisic osob (23 %

24

nemocnosti.

Incidence zhoubnych novotvarii setrvale roste (obrazek 1). V roce 2018 bylo v CR nové
diagnostikovano 87 361 onemocnéni, coz je 822,1 na 100 000 osob (véetné¢ nemelanomovych
koznich novotvart). Je nutno zduraznit, ze od roku 1977, kdy bylo zahajeno systematické

sledovani, vzrostla incidence na vice nez dvojnasobek.

Obrazek 1: Vyvoj incidence a mortality zhoubnych novotvari (C00-C97) dle pohlavi, piepocet
na 100 000 osob. (UZIS; data ziskana 1.12.2022)
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Mezi nejcastejsi nadorova onemocnéni (pomineme-li nemelanomové kozni novotvary) pattily
v roce 2018 (UZIS; data ziskana 1.12.2022) u Zen karcinom prsu (26,5 % vsech novych
nadorovych onemocnéni u zen; 7200 pifipad) a u muzd karcinom prostaty (25,0 % vsech
novych nadorovych onemocnéni u muzl; 7900 piipadli), dale pak karcinomy tlustého stieva a
konecniku (12,4 %; 7700 ptipadt) a karcinomy plic (11,0 %; 6600 piipadit).

Pfestoze mortalita zhoubnych nadorovych onemocnéni v poslednich letech stagnuje
(obrazek 1), umira na nadorova onemocnéni roén¢ 27 699 osob (za rok 2018). Nejcastejsi

pric¢inou imrti na nddorova onemocnéni v roce 2018 byla nadorova onemocnéni priiddusnice,
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pradusky a plice (19,2 % vSech umrti na rakovinu). Na druhém misté figurovala nadorova
onemocnéni tlustého stfeva a koneéniku, jez zapfiCinila 12,2 % vSech umrti na nadorova
onemocnéni. Tteti nejCastéjsi malignitu predstavovala pohlavné specificka onkologicka
onemocnéni — karcinom prsu u Zen a karcinom prostaty u muzu, ktera tvotila 13,1 a 9,1 % vsech
Gmrti na nadorovd onemocnéni. Ctvrtou hlavni pfiinou Gmrti na nadorovd onemocnéni
pak byla nadorova onemocnéni slinivky bfisni zahrnujici 7,8 % vSech umrti na nadorova

onemocnéni (pokud se vSak tyka incidence, piedstavuji nadorova onemocnéni slinivky biisni

pouze 3,6 % z celkového poctu vSech diagnostikovanych onkologickych onemocnéni).

Zatimco u karcinomu prsu pozorujeme piiznivy trend zvySujiciho se podilu pacientek
diagnostikovanych v ¢asném klinickém stadiu, u pacientti s karcinomem slinivky bii$ni tomu
tak bohuzel neni. V roce 2000 tvorily pacientky s karcinomem prsu ve stadiu | a Il celkem 62,0
%, v roce 2010 pak 71,1 % a v roce 2020 dokonce 77,6 %. V ostrém kontrastu je podil pacientl
ve stadiu I a II u karcinomu pankreatu (primarné resekabilni onemocnéni), kteti v roce 2000
tvofili pouhych 9,3 %, vroce 2010 pak 19,7 % a vroce 2020 jen 17,1 %. U pacientek
s karcinomem vajeéniku bylo ve stadiu | a 1l v roce 2000 diagnostikovano 26,1 % pacientek,
vroce 2010 27,1 % pacientek a v roce 2020 23,9 % pacientek; u pacienti S karcinomem
tlustého stieva a kone¢niku pak 42,6 % v roce 2000, 47,3 % v roce 2010 a 46,5 % v roce 2020
(obrazek 2). (www.SVOD.cz; data ziskana 01.12.2022)

Obrazek 2: Casovy vyvoj zastoupeni jednotlivych klinickych stadii karcinomu prsu u Zen (A), karcinom
tlustého stfeva a kone¢niku (B), karcinom slinivky biisni (C) a karcinom vaje¢niku (D) v CR.
(www.SVOD.cz; data ziskana 01.12.2022)
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Uvedené udaje z poslednich dvou dekad jasné ukazuji, ze u nejcetnéjSich nadorovych
onemocnéni doslo k vyznamnéj§imu posunu smérem K ¢asnéj$im stadiim pouze v piipadé
karcinomu prsu. Podil resekabilnich stddii karcinomu pankreatu se sice numericky
zdvojnasobil, ale stale predstavuji pouze minoritni ¢ast pacientti a dlouhodobé vysledky terapie
tohoto onemocnéni zistavaji velmi neptiznivé. Casna stadia u karcinomd tlustého stieva a rekta,

stejné jako karcinomi ovaria a tuby, osciluji kolem obdobnych hodnot.

Jak je uvedeno v predchozim textu, incidence nadorovych onemocnéni v poslednich desitkach
let stoupa. Ovlivnéni tohoto trendu je mimotadné obtizné, a proto se zdravotnicky systém
zamé&fuje spiSe na snizeni mortality nddorovych onemocnéni. Jednou z nejucinnéjsich a zaroven
nejlevnéjSich moznosti snizeni mortality je v€asny zdchyt s moznosti kurabilniho feSeni.
S timto cilem byl v roce 2002 zahajen mamograficky skrining, ktery mél v nasledujicich letech
za nasledek postupné zvySeni procenta pacientek ve stddiu I, tedy drobné tumory
bez metastatického postizeni lymfatickych uzlin (LU) nebo s mikrometastazou v LU, jeZ jsou
z vétsi Casti kurabilni. (Majek O. et al, 2011; Ondrusova M. et al, 2012) Nasledn¢ byl v roce
2008 zahdjen skrining karcinomu délozniho ¢ipku a v roce 2009 skrining karcinomu tlustého
stieva a kone¢niku. Zavedeni skriningu tlustého stieva a kone¢niku nevedlo zatim k vyraznému
vzestupu procentualniho zastoupeni stadii I a II, nicméné v souvislosti s moznosti odstranéni
prekurzorovych 1ézi pfi kolonoskopii doslo k mirnému poklesu celkového poctu pacientl
s touto diagndzou. (Suchanek S. et al, 2014; Kral J. et al, 2020) Pro uplnost je nutno dodat, Ze
v soucasné dobé& probiha v CR pilotni skriningovy program zaméfeny na pacienty s vysokym
rizikem karcinomu plic a pfipravuje se skriningovy program pro ¢asnou detekci karcinomu
prostaty.

Pro fadu nadorovych onemocnéni bohuzel plosny skrining neexistuje, jejich diagnostika
I terapie jsou mimofadné obtizné a vysledky 1éEby piinejmensim neuspokojivé. V relativni
incidenci karcinomu pankreatu se Ceska republika celosvétové fadi na piedni pozice a

Vv poslednich letech zaznamenavame navic vzestupnou tendenci (www.SVOD.cz; data ziskana

01.12.2022). Jedinou skutecné u¢innou moznosti terapie je chirurgické feSeni lokalizovaného
onemocnéni bez postizeni lymfatickych uzlin nebo bez kontaktu s cévami. Bohuzel v tomto
stadiu onemocnéni jsou pacienti diagnostikovani pouze ve velmi nizkém procentu (Benzel J.,
Fendrich V., 2018), zejména z diivodu pozdnich symptomu a obtizné diagnostiky, ktera se musi
opirat o magnetickou rezonanci nebo endoskopické ultrazvukové vysetteni. Na vzniku pfiblizné
6-9 % vSech adenokarcinomu pankreatu se podileji hereditarni nadorové syndromy, jez vznikaji
u pacientt se zarode¢nymi mutacemi gend zahrnujicich BRCA2, PALB2, CDKN2A, BRCAL,
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MLH1, MSH2, MSH6, ATM, PRSS1, STK11. (Llach J. et al, 2020; Goggins M. et al, 2020)
Praveé tato jasn¢ definovand rizikovd skupina zdravych nosi¢li by méla byt predmétem
podrobného skriningu s cilem zachytit co nejCasnéjsi stadium onemocnéni Vznikajiciho
s vyznamng (i fadove!) vyssi pravdépodobnosti, nez je tomu u obecné populace.

Podobné karcinomy ovaria a tuby jsou neziidka diagnostikovany ve fazi pokrocilého
onemocnéni. | pfes dobrou odpovéd’ na terapii Casto opakované recidivuji a vedou k tmrti
pacientky. Dédicna dispozice se u karcinomil ovaria a tuby pohybuje Vv nasi populaci az okolo
30 % (Walsh T. et al, 2011; Koczkowska, M. et al, 2018; Krivokuca A. et al, 2019) a podili se
nani nosicky zarode¢nych patogennich variant v genech BRCAl a BRCAZ2, méné casto
pak v dalich predispozi¢nich genech (BRIP1, RAD51C, RAD51D, MLH1, MSH2, STK11,
ATM, BARD1, CDH1, CHEK2, NBN, PALB2, PTEN, TP53). (Lilyquist J. et al, 2017; Carter
N.J. et al, 2018; Daly M.B. et al, 2021) Je tieba zdlraznit, Ze velka ¢ast téchto gynekologickych
karcinomt je dobfe preventabilnich, tedy pii znalosti celoZivotniho rizika (at’ uz empirického
nebo na zikladé piitomné patogenni mutace V predispozi€nim genu) lze provedenim
preventivni salpingoophorectomie ve vhodném véku dosahnout radikalniho snizeni rizika

vzniku nadorového onemocnéni. (Domchek S.M. et al, 2006)

Vysledky onkologické 1€€by zlstavaji neuspokojivé i pies neustaly pokrok ve vSech modalitach
protinadorové terapie. Jednim z kliCovych momentii mize byt i zména koncepéniho cile
U obtizn¢ 1écitelnych nadorovych onemocnéni, kde pred uplnym vyléenim by bylo namisté
upfednostnit postupné prekondvani relapsti chronického onemocnéni a prodluzovéani cast
do progrese/relapsu. To vyzaduje nejen disponovat rozsahlymi farmakologickymi moznostmi,
ale i stanovit jednozna¢na diagnosticka kritéria pro aplikaci nejvhodnéjsiho postupu 1é¢by
v daném cCase u konkrétniho pacienta a mit tak moznost cilit terapii na pfitomné molekularni
cile nezavisle na konkrétni diagnéze spise nez indikovat plosnou terapii toliko dle stadia
onemocnéni a lokalizace primarniho tumoru. Proto krucidlni moment moderni precizni
onkologie piedstavuje identifikace pacientd profitujicich ze zajisStovaci adjuvantni terapie,
jez sice muze vést ke snizeni rizika navratu nemoci, ovSem zaroven muze mit za nasledek
zavazné nezadouci ucinky vcetné¢ Gmrti. I zde bychom tedy méli mimo jiné vychazet
Z molekuldrnich a imunologickych markert spiSe nez z prostého rozsahu onemocnéni, ktery
zdaleka nemusi odpovidat biologickému chovani nddorového onemocnéni a souviset, ponékud
zjednoduSené fecCeno, jen s délkou piitomnosti onemocnéni v organismu. Za ptiklad mohou
poslouzit pacienti s kolorektalnim karcinomem stadia I1I, kdy je prokazano, ze 30 % pacientt

recidivuje navzdory adjuvantni chemoterapii (Auclin E. et al, 2017), jeji podani je v jejich
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piipadé nadbytecné a mozna by profitovali z jiného typu terapie (napiiklad imunoterapie) nebo

by neprofitovali z terapie viibec a pak nedava smysl vystavovat je nezadoucim G¢inktim 1é¢by.

Naprosto shodné otazky si klademe pii volbé strategie 1€cby u lokalné velmi pokrocilych nebo
metastatickych nadorovych onemocnéni, kde by kromé celkového stavu pacienta rozhodujici
roli ve volb¢ 1éCebné strategie mély hrat prognostické a prediktivni markery, jejichz pomoci by
méla byt terapie individualizovdna na miru konkrétnimu pacientovi s cilem dosahnout
kurability nebo maximalniho prodlouZeni celkového preziti pii zachovani dobré kvality Zivota.
Ukazuje se, ze pro nalezeni vhodnych molekularnich nebo imunologickych cilii nehraje tak
vyznamnou roli rozsah onemocnéni a Ze dlouhodobych remisi lze dosdhnout i u pacient
s rozsahem onemocnéni povazovaném jesté¢ pred né€kolika lety za nevylécitelné s velmi
kratkym ptredpoklddanym prezitim.

Moderni onkologie tak stoji pted fadou naro¢nych vyzev a pravé pochopeni nadorové biologie,
identifikace hereditarnich rizik a individualizace prevence, nalezeni novych skriningovych
metod a markert, roz$ifeni palety moznych molekularnich cili a zkoumani mechanismi
primarni nebo sekundarni resistence na terapii, je spolu s rozsifenim 1écebného armamentaria

o nové 1é¢ebné modality cestou k vyraznému zlepSeni vysledkt onkologické terapie.

Tato prace navazuje na predchozi disertacni praci autora ,,Analyza prognostickych znaki u

pacientt s karcinomem prsu a kolorektalnim karcinomem*® (Praha, 2019).



2 CILE PRACE

Precizni onkologie si klade za cil dosdhnout lepSich vysledkt 1éEby pomoci aplikace
prognostickych a prediktivnich markert umoziujicich individualizaci pfistupt K prevenci,
diagnostice a terapii nadorovych onemocnéni. Vybranymi aspekty individualizace
protinadorové 1éCby se zabyva predkladana prace, kterd se zaméfila na feseni dil¢ich ukola

Vv nasledujicich tfech klicovych oblastech:

Dédi¢na nadorova predispozice

Zvlastni skupinou nemocnych tvoii pacienti s dédi¢nymi nadorovymi syndromy. Systematické
péci o tyto pacienty se na Onkologické klinice 1. LF UK a VEN vénujeme dlouhodobé. Analyza
predispozi¢nich genti a s nimi souvisejicich rizik vzniku nadorového onemocnéni umoziuje
zavést individualni skriningovy program, indikovat preventivni vykony a ¢asné detekovat
nadorova onemocnéni u extrémné rizikovych osob. (Lhota F. et al, 2016; Soukupova J. et al,
2018; Borecka M. et al, 2016; Borecka M. et al, 2016; Kleiblova P. et al, 2019; Lhotova K et
al, 2020; Wieme G. et al, 2021) Jedna se (v nékterych piipadech) 0 jedina preventabilni
onkologickd onemocnéni. Vyznam identifikace dédi¢né nadorové predispozice se dlouhodobé
posouvad z roviny ryze prognostické do roviny prediktivni, nebot’ pfitomnost germinalni
varianty podstatné urcuje biologické chovani, a tim 1 klinicky projev onemocnéni (Vocka M. et
al, 2019; Wieme G. et al, 2021). Zaroven ma piitomnost uréitych zarode¢nych mutaci fadu
terapeutickych konsekvenci. U pacientii S patogennimi mutacemi geni homologni rekombinace
je pozorovana lepsi odpovéd’ na terapii platinovymi derivaty a soucasné lze u nich podanim
PARP inhibitori v udrzovaci terapii dosdhnout vyrazného prodlouzeni casi
do relapsu/progrese onemocnéni. U pacientti s prokazanym defektem oprav chybného parovani
bazi (mismatch repair) je pak indikovano podani inhibitord kontrolnich bodi, jez ma
az ohromujici terapeutické vysledky. Pritomnost prognostickych molekularnich marker
u pacientek s karcinomem délohy (v¢etné¢ mutace v genu POLE) potom rozhoduje o podani

adjuvantni terapie.

Diagnostika ¢asnych stadii

Zékladem uspésnosti protinddorové 1éCby je stile Casnd detekce, kterd umozni spolehlivé
identifikovat pfitomnost nadorového loziska v dobé, kdy obsahuje terapeuticky (a imunitng)
»zvladatelny* pocet transformovanych nadorovych bunék. Pro ¢asnou detekci zvazujeme nové
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metody a biomarkery, jez by byly spolehlivé a dostate¢né senzitivni a jeZ nam umozni
zasahnout v¢as v dobé prekancerdzy ¢i v nizkém stadiu onemocnéni (Miskovicova M. et al,
2020; Hrabak P. et al, 2022). Spektroskopické metody predstavuji jednu z metod, které dokazi
s velkou presnosti detektovat rozdily v plazmé pacientl s karcinomem tlustého stieva,
a to v¢etné odliSeni stadia onemocnéni (Miskovicova M. et al, 2020). Zaroven se zda, Ze je
téchto metod mozné vyuzit v pribéhu kolonoskopického vysSetfeni k rozliSeni adenomu
S riznym stupném dysplazie, tumort in Situ a malignich 1ézi v realném case a tim potencialné

urychlit diagnosticky proces. (AZV NU20-09-00229)

Snad jest¢ podstatngjsi roli hraje ¢asna diagnostika u pacientt s karcinomem pankreatu.
U pacientl s Casnymi stadii karcinomu pankreatu byly analyzovany hladiny sérovych markert

pouzitelnych pro identifikaci potencialné kurabilnich pacientu. (Hrabak P. et al, 2022)

Individualizace 1é¢by ¢asnych a pokrocilych stadii

Navzdory veskerym pokrokim V diagnostice zlstava procento pokro€ilych onemocnéni
Vv piipad¢ karcinomu tlustého stfeva i karcinom pankreatu stale pomérné vysoké. U fady
pacientl je tfeba individualizovat terapeuticky pfistup a zvazovat piinos a soucasné rizika
adjuvantni terapie nejen na zaklad¢ stadia, ale i dle biologického chovani nadorového
onemocnéni. V soucasné dobé vime, Ze u urcitého procenta pacientli daného stddia dochézi
Kk recidivam onemocnéni i v piipadé podani zajistovaci terapie a cCast pacienti je tak
pravdépodobné 1éCena zbytecné. Prozatim nicméné nelze jednoznacné urcit, ktery pacient bude
z konkrétni terapie profitovat. Jednou z potencialnich moznosti fundovangjsiho odhadu rizika
recidivy je vySetfeni tumor infiltrujicich lymfocyti a jejich jednotlivych subtypd. Ve snaze
0 zavedeni jednotné kvantifikace vzniklo konsorcium Immunoscore, na némz participujeme.
V ramci spoluprace s univerzitnim pracovistém VvV Erlangenu mél autor této prace moznost
vyhodnotit Immunoscore u 250 vzorku pacienti ze VSeobecné fakultni nemocnice v Praze.
(Pages F. et al, 2018, Mlecnik B. et al, 2020, Mlecnik B. et al, 2022)

Pti rozhodovani o 1é€ebném postupu u pacientll s generalizovanym nadorovym onemocnénim
je dulezité identifikovat pacienty, kteti budou z intenzivni terapie profitovat a u nichz jsme
za urcitych podminek schopni dosahnout uplného vyléceni. S cilem zjistit potencidlni vyuziti
v diagnostice, ke zjisténi rozsahu nadorového onemocnéni a vztahu vstupni hodnoty
k celkovému pfieziti pacientl jsme analyzovali fadu sérovych markerti. (Vocka M. et al, 2015;

Vocka M. et al, 2018; Vocka M. et al, 2019; Vocka M. et al, 2019)
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Dédi¢na nadorova predispozice

Hereditarni nadorové syndromy piedstavuji skupinu nadorovych onemocnéni, u kterych lze
vysledovat jasny podil dédi¢nosti na jejich vzniku. Tato skupina piedstavuje piiblizné 5 %
vSech nadorovych onemocnéni, avSak u nékterych nadorovych diagnéz muze byt podil
hereditarni formy onemocnéni vyrazné vyssi (napt. az 30 % u karcinomu ovaria). Analyza
predispozi¢nich genti umoznuje identifikaci 0sob s celozivotné zvySenym rizikem nadorovych
onemocnéni, Z nichz néktera lze vyznamné snizit (pomoci preventivnich chirurgickych vykoni
¢i chemoprofylaxe) nebo je mozné s pomoci individualni skriningovych programti dosdhnout
casné detekce nddorového onemocnéni s vysokou Sanci na tispésnou 1écbu.

Mutac¢ni analyzu nadorové dispozice ke vzniku dédi¢né formy karcinomu prsu a ovaria zaved|
Doc. MUDr. Petr Pohlreich, CSc., na Ustavu biochemie a experimentalni onkologie 1. LF UK
ve spolupraci s Onkologickou Kklinikou VSeobecné fakultni nemocnice v roce 1997. Testovani
Vv tehdy nové ziizené Laboratofi onkogenetiky zahrnovalo zpocatku pouze analyzy hlavnich
predispozi¢nich genit BRCAL1 a BRCAZ s cilem nalézt alterace vedouci k posunu ¢teciho ramce
a Stim spojenym vznikem piedc¢asné terminovaného proteinového produktu, které tvofii
prevaznou vétSinu patogennich mutaci ve zminovanych genech (Pohlreich P. et al, 2003;
Pohlreich P. et al, 2005). Nasledné byly do vySetieni doplnény téz analyzy velkych piestaveb
(vypadku/duplikaci postihujicich i nékolik exoni) vySetfovanych gent (Zikan M. et al 2008;
Ticha I. et al, 2009).

Na zacatku milénia pak vznikla na Onkologické klinice 1. LF UK a VFN dispenzarni
ambulance, jez doposud zastiesuje preventivni péci a dispenzarizaci u vysoce rizikovych nosica
hereditarnich mutaci.

V pribéhu dalSich let doSlo k postupnému rozsifeni poctu vySetfovanych gentll, zpifesnéni
doporuceni pro sledovani a rozsiteni kritérii pro indikaci genetického testovani. Revoluci
v diagnostickém procesu prinesla aplikace sekvenovani nové generace (NGS) na pocatku
druhého desetileti. V souvislosti se zvySujicimi se pozadavky na mnoZzstvi mutacnich analyz
postupné vSechna pracovisté piesla na panelové sekvenovani, které umozinuje analyzy stovek

genu u desitek az stovek pacientll soucasné.
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Hereditary  truncating  mutations of DNA repair and other genes
in BRCA1/BRCA2/PALB2-negatively tested breast cancer patients.

Clin Genet. 2016;90(4):324-33.

Lhota F., Zemankova P., Kleiblova P., Soukupova J., Vocka M., Stranecky V., Janatova M.,
Hartmannova H., Hodanova K., Kmoch S., Kleibl Z.

Metody NGS vyznamné zrychlily a rozsifily moznosti vySetfovani dédi¢nych alteraci znamych
a kandidatnich nadorovych predispozicnich genii. Pro tuto analyzu bylo vybrano 325 vysoce
rizikovych pacientli s karcinomem prsu, u kterych byla vyloucena mutace v hlavnich
predispozi¢nich genech BRCA1/BRCA2/PALB2, a 105 nenadorovych kontrol, jez spliiovaly
indika¢ni kritéria pro analyzu nadorové predispozice. U vySetfovanych osob byla provedena

analyza dédi¢nych variant 581 genti na platformé SOLiD.

V celém souboru byla u 108 pacientil (32,3 %) identifikovdna alesponi 1 trunkacni varianta
(vedouci k posunu cCteciho ramce a predCasného ukonceni proteinového produktu),
z nichz 36 variant se nachazelo v genech ucastnicich se oprav poskozené genomové DNA.
Nejcastéji se vyskytujicimi alteracemi byly zmény v genech kddujicich proteiny Fanconiho
anemie, rozsahlého repara¢niho komplexu oprav mezitetézcovych spojeni DNA, ktery zahrnuje
i vSechny hlavni predispozi¢ni geny karcinomu prsu — BRCA1, BRCA2 a PALB2.
Mezi nejcast&jsi varianty mimo geny Ucastnici se reparace DNA patfily geny kodujici proteiny
ucastnici se metabolismu a signalizace steroidnich hormont (15 variant), pfedevsim pak geny
pro cytochromy p450, jez prispivaji k biosyntéze estrogenti (CYP11A1, CYP17A1, CYP19A1)
nebo jejich katabolismu (CYP3A5, CYP1A2). Vzhledem k tomu, Ze estrogeny mohou ovlivnit
etiologii karcinomu prsu, je mozné o téchto variantich uvazovat jakozto 0 potencialnich

modifikatorech rizika vzniku karcinomu prsu.

Prace ukazala, ze panelové NGS je vhodnym piistupem k analyze hereditarni nadorové
predispozice, umoznujicim V relativné kratkém case ziskat vysledky analyzy nékolika stovek
genll s moznou spojitosti se vznikem dédicného nadorového onemocnéni. Patogenni ci
pravdépodobné patogenni mutace byly nalezeny u témét tietiny vySetfovanych vysoce
rizikovych osob, pficemz u 30 z 325 nemocnych (9 %) jsme tyto mutace objevili v genech jasné
asociovanych se zndmymi dédi¢nymi nadorovymi syndromy.

Z pohledu klinické onkogenetiky vsak prace rovnéz poukdzala na ziejmé limitace zahrnujici
predevsim Siroky rozsah panelu znemoznujici uréeni klinického vyznamu fady nalezenych
dédi¢nych variant s ohledem na nadorovou predispozici.
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Validation of CZECANCA (CZEch CAncer paNel for Clinical Application) for targeted

NGS-based analysis of hereditary cancer syndromes.
PL0S One. 2018;13(4):e0195761.

Soukupova J., Zemankova P., Lhotova K., Janatova M., Borecka M., Stolarova L., Lhota F.,
Foretova L., Machackova E., Stranecky V., Tavandzis S., Kleiblova P., Vocka M.,

Hartmannova H., Hodanova K., Kmoch S., Kleibl Z.

Velikost panelu mize byt v mnoha ohledech omezujici s velkymi naroky na zpracovani a
zaroven muze byt spojena se ziskanim velkého mnoZzstvi casto nevyuzitelnych dat.
Z toho divodu vznikl v roce 2015 panel CZECANCA (CZEch CAncer paNel for Clinical
Application) v. 1.0, ktery zahrnoval 219 gent s prokazanym nebo piedpokladanym zvySenim
rizika vzniku dédi¢nych nadorovych onemocnéni s cilem racionalizovat velikost panelu. Byly
do n¢j zatazeny geny tii skupin: skupina A — geny s prokazanou (nezpochybnitelnou) asociaci
s nadorovou hereditou se znamym a vyznamné zvySenym relativnim rizikem pro nosice
(RR >5); skupina B — geny s prokazanou jasnou asociaci s nadorovou hereditou (evidentni
na zaklade¢ nékolika publikovanych studii) a vyznamné zvySenym relativnim rizikem pro nosice
(RR 2— 5) nebo v ptipadé, ze RR neni stanoveno pro nedostatek studii; a skupina C — geny
S nejasnou, avsak predpokladanou asociaci s nddorovymi hereditami. (Soukupova J. et al, 2016)
Pied zavedenim sekvenacniho panelu CZECANCA do rutinni diagnostiky bylo provedeno
dikladné testovani parametri panelu na souboru 389 vzorkli dfive analyzovanych
na pfitomnost zarode¢nych mutaci v predispozi¢nich genech, ztoho u 137 vzorkli byla
prokazana pritomnost patogenni jednonukleotidové varianty (single nucleotid variants, SNVs)
nebo kratkych inserci a deleci a u celkem 35 vzorki byla jiz dfive prokazana rozsahlejsi
pfestavba. Kvalitativni parametry a vysledky internich kontrol kvality byly doplnény
0 nezavislé hodnoceni European Molecular Genetics Quality Network (www.emqn.org)
s dosazenim 100% senzitivity pii detekci variant a také analyzou referenénich vzorkt z Coriell

Institute for Medical Research s dosazenim senzitivity vice nez 98,6 %.

Vysledky potvrdily funkénost panelu CZECANCA umoziujici spolehlivou detekci nejen SNV
a malych inzerci nebo deleci, ale také hodnoceni rozsahlejSich prestaveb vySetfovanych gent.
Provedené analyzy téz prokazaly vysokou uniformitu analyzy ze spolupracujicich laboratofi
CZECANCA konsorcia, které umoziuje slouceni mezilaboratornich vysledkii pro vytvoreni

frekvenc¢ni databaze hereditarnich variant predispozi¢nich genti u vysoce rizikovych osob v CR.
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Mutation analysis of the PALB2 gene in unselected pancreatic cancer patients in the Czech

Republic.
Cancer Genet. 2016;209(5):199-204.

Borecka M., Zemankova P., Vocka M., Soucek P., Soukupova J., Kleiblova P., Sevcik J., Kleibl
Z., Janatova M.

Rada studii prokazala, Ze piiblizné 10 % pacienti s adenokarcinomem pankreatu ma
prvostupniového ptibuzného s timtéz onemocnénim, a podil dédi¢nosti na vzniku tohoto
onemocnéni je tedy ziejmy. (Maisonneuve P., Lowenfels A.B., 2010) Za hlavni predispozi¢ni
geneticky faktor jsou povazovany germindlni alterace genu BRCAZ2, které se podileji na vzniku
az 6 % vsech karcinomu pankreatu. Dal§i vyznamny predispozi¢ni gen piedstavuje PALB2,
jehoz patogenni mutace jsou spojovany se zvySenym rizikem karcinomul prsu, méné pak
s rizikem vzniku karcinomi vajeéniku, pankreatu, prostaty, kolorektalnim karcinomem a
malignim melanomem. (Erkko H. et al, 2007; Aoude L.G. et al, 2014) VétSina studii se zaméfila
na charakterizaci dédicnych mutaci PALB2 ve vysoce rizikovych rodinach pievazné
s vyskytem karcinomu prsu (u nas Janatova M. et al., 2013), avSak prace vénujici se cilené
pacientiim s karcinomem pankreatu chybéla.

V ramci analyzovaného souboru bylo testovano celkem 152 pacientt s adenokarcinomem
pankreatu na pfitomnost mutaci v genu PALB2 a vyskyt nalezenych germinalnich variant
U pacientli byl porovndvan s vyskytem V kontrolni skupiné¢ 1226 zdravych osob. Trunkac¢ni
varianty byly zachyceny u 3 pacientii (2 %) oproti jedné osobé v kontrolni skupiné (0,08 %;
p =0.005). Rodinnd anamnéza byla zcela negativni u jednoho znosi¢d, u jednoho
nesignifikantni (karcinom zaludku a tumor bez dal$i specifikace) a u jednoho byl
u prvostupiiové pribuzné diagnostikovan karcinom prsu v 53 letech.

Vysledky prvni analyzy mutaci v genu PALB2 u pacientdl s karcinomem pankreatu v CR
prokézaly, ze patogenni zdrodetné mutace v tomto genu jsou spojeny se zvySenym rizikem
vzniku karcinomu pankreatu v Ceské republice. S ohledem na nezanedbatelny podil nosiét
pti¢innych alteraci na vzniku tohoto onemocnéni by méli byt testovani vSichni pacienti

S karcinomem pankreatu nezavisle na rodinné anamnéze.
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The ¢.657del5 variant in the NBN gene predisposes to pancreatic cancer.
Gene. 2016;587(2):169-72.

Borecka M., Zemankova P., Lhota F., Soukupova J., Kleiblova P., Vocka M., Soucek P., Ticha
., Kleibl Z., Janatova M.

Gen NBN koduje nibrin, protein podilejici se na tvorbé multiproteinového komplexu MRN
(MRE11-RAD50-NBN), ktery je inicidlnim senzorem poSkozeni DNA pii opravé
dvoufetézcovych zlomi DNA (Carney J.P. et al., 1998). Heterozygotni mutace NBN
predisponuji k rakoviné prsu (Gorski B. et al., 2003; Matéjua M. et al., 2012). Nejcastéjsi
patogenni mutaci v genu NBN je endemicka slovanska mutace ¢.657 661del (oznacovana také
jako c.657del5), jejiz vysoka pfitomnost ve stfedoevropskych populacich véetng Ceské
republiky zapfic¢inuje i celosvétoveé nejvyssi vyskyt vzacného Nijmegen-breakage syndromu
(syndromu Seemanové) zpisobeného bialelnim nosi¢stvim ¢.657_661del.

Pfi testovani moznosti vyuziti panelového sekvenovéani pro diagnostiku hereditarnich
nadorovych syndromu (Lhota F, 2016), byla u pacienta s karcinomem pankreatu s bohatou
rodinnou anamnézou nddorovych onemocnéni nalezena mutace c.657 661del v genu NBN.
Nasledné byla analyza provedena na souboru 241 neselektovanych pacientd s karcinomem
pankreatu. Nalezeno bylo celkem 5 nosi¢i patogennich variant (2,07 %) v genu NBN
oproti dvéma zachytum v 915 zdravych kontrolach (0,22 %). Pozitivni rodinna anamnéza

nebyla zjiSténa u zadného z nosicu téchto variant.

Ptiklad genu NBN jasné ukazuje nutnost analyz v ramci jednotlivych populaci, protoze jeho
vyskyt v americké nebo zapadoevropské populaci se vyznamné lidi od vyskytu v Ceské
republice ¢i napt. Polsku. Rozsahla némecka analyza 5589 BRCA1/BRCA2 negativnich
pacientek indikovanych ke genetickému testovani zachytila patogenni mutace v genu NBN
u 12 pacientek (0,21 %) oproti 65 nosickam (0,17 %) ve 36 687 zdravych kontrolach. (Hauke J.
et al, 2018). V kontrastu s tim bylo v ¢eské populaci zachyceno 41 patogennich mutaci v 4832
ptipadech karcinomu prsu (0,85 %) oproti 7 mutacim v souboru 2453 kontrol (0,29 %; OR 2,99;
95 % CI 1,34 to 6,67; p = 0,008. (nepublikovand data CZECANCA konsorcia). Vysledky
analyzy tak rovnéz upozoriiuji na nezbytnost analyz nadorovych fenotypt v populacich

s vyskytem zakladatelskych (founder) variant.
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Identification of deleterious germline CHEK2 mutations and their association with breast

and ovarian cancer.
Int J Cancer. 2019;145(7):1782-1797.

Kleiblova P., Stolarova L., Krizova K., Lhota F., Hojny J., Zemankova P., Havranek O., Vocka
M., Cerna M., Lhotova K., Borecka M., Janatova M., Soukupova J., Sevcik J., Zimovjanova
M., Kotlas J., Panczak A., Vesela K., Cervenkova J., Schneiderova M., Burocziova M.,
Burdova K., Stranecky V., Foretova L., Machackova E., Tavandzis S., Kmoch S., Macurek L.,
Kleibl Z.

Gen CHEK2 koduje kindzu CHK2 zprostfedkovavajici odpovéd na pfitomnost
dvoufetézcovych zlomi v DNA. Zarode¢né patogenni mutace v genu CHEK2 jsou spojeny se
zvySenym rizikem vzniku karcinomu prsu, nicméné riziko vzniku onemocnéni u nosi¢ek mutaci
CHEK?2 bylo publikovano s velmi rozdilnym vyznénim. (Young E.L. et al, 2016; Espenschied
C.etal., 2017)

V analyzovaném souboru 1928 vysoce rizikovych pacienti analyzovanych na nadorovou
predispozici ke karcinomu prsu a ovaria bylo identifikovano 10 trunkac¢nich mutaci a
26 missense variant. Zatimco frekvence trunkacnich mutaci se vyznamné lisila mezi souborem
pacientit (2,39 % nosic¢i) a kontrol (0,33 % nosici z 3360 nenddorovych kontrol;
p= 1,1X10'14), celkovad frekvence missense alteraci byla srovnatelna (4,56 % vs. 3,90 %;
p=0,42). U zminovanych 26 missense variant bylo provedeno funkéni vySetieni ve spolupraci
s Ustavem molekularni genetiky Akademie véd Ceské republiky, které umoznilo vyhodnotit
enzymovou aktivitu CHEK2. Z hlediska poruchy funkce bylo 11 variant hodnoceno jako
varianty s vyznamnou poruchou kinadzové aktivity, 5 variant jako s ¢aste¢nou poruchou funkce;
10 variant prokazalo zachovani plné kinazové aktivity. Funk¢né defektni missense varianty

jsou pravdépodobné spojeny s niz§im rizikem nez trunkac¢ni mutace.

Varianty nejasného vyznamu piedstavuji znacnou ¢ast nalezenych variant v rdmci rutinnich
genetickych vySetfeni. Analyzy funkéniho vyznamu jednotlivych variant umozni klasifikovat
nalezené¢ VUS popsané CZECANCA konsorciem, coz zvysi klinickou vypovédni hodnotu.
BohuzZel hodnoceni vyznamu u stfedné penetrantnich genii je zt€Zovano faktem, ze patogenni
mutace Casto asociuji s jinymi tumory nez toliko s karcinomem prsu a vaje¢nikd, a je tedy tieba
Vramci mezinadrodni spoluprace vytvofit dostate¢né velké soubory pacientli spolu

S podrobnymi klinicko-patologickymi informacemi.
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Multigene Panel Germline Testing of 1333 Czech Patients with Ovarian Cancer.
Cancers. 2020;12(4):956.

Lhotova K., Stolarova L., Zemankova P., Vocka M., Janatova M., Borecka M., Cerna M.,
Jelinkova S., Kral J., Volkova Z., Urbanova M., Kleiblova P., Machackova E., Foretova L.,
HazovaJ., Vasickova P., Lhota F., Koudova M., Cerna L., Tavandzis S., Hruskova L., Kosarova
M., Vrtel R., Stranecky V., Kmoch S., Zikan M., Macurek L., Kleibl Z., Soukupova J.

Nadorova onemocnéni ovaria a tuby (OC) ptredstavuji heterogenni skupinu onemocnéni,
zZ nichz K nejéastejsim patii ser6zni karcinom s nizkym stupném diferenciace. Jedna se o jeden
z mala dobfe preventabilnich tumord u pacientek s vysokym rizikem. Genetické testovani
usnadiiuje 1écbu a preventivni strategie snizuji mortalitu OC u pfenaSecli mutace. Prevalence
zarodecnych mutaci se vSak mezi populacemi li§i a zbyvéa identifikovat mnoho vzacné
mutovanych OC predispozi¢nich gent.

V ramci analyzy 1333 pacientii s OC a 2278 kontrol panelem CZECANCA byly zarode¢né
mutace identifikovany v 18 predispozi¢nich genech u 32,0 % pacientt proti 2,5 % u kontrol
(p <0.001). Analyza zbyvajicich 201 gent odhalila somatické mozaiky v genu PPM1D a
zarodecné mutace v SHPRH a NAT1, asociované s vysokym/stfednim rizikem OC, nicméné

potvrzeni vyznamu téchto zmén bude vyZadovat dalsi vyzkum.

Zajimavym vysledkem jsou nélezy u nosicii patogennich variant v NBN a BARD1 spojené se
zvysenym rizikem OC v kontrastu s diive publikovanymi pracemi. (Ramus S.J. et al, 2015; Lu
H.M. et al, 2019) Podobné jako v ptipadé vyse uvedeného ¢lanku tykajiciho se vyznamu NBN
v predispozici karcinomu pankreatu se i zde ukazuje, ze zastoupeni mutaci v urcitych
predispozi¢nich genech se muze liSit mezi jednotlivymi populacemi a Snim i vyznam
konkrétniho genu pro riziko nadorovych onemocnéni.

V ramci prevence vzniku OC je klicové provedeni preventivni salpingoophorektomie
u pacientek s vysokym celozivotnim rizikem. Zda se, ze ve slovanské populaci je procento
hereditarnich karcinomu vajeéniku vyssi (dosahuje az 30 %) a s ohledem na vyskyt n¢kterych
konkrétnich mutaci v dané populaci je k tomuto riziku nutno pfistupovat obezietné.
Z uvedeného vyplyva, Ze tém¢ef tietina pacientek s OC piedstavuje adeptky cilené 1écby (napf.
PARPI). Z pohledu preventivni onkologie je nezbytna dalsi analyza klinicko-patologickych
charakteristik onemocnéni u nosi¢ek germinalnich variant, kterd umozni lep$i nacasovani
preventivni salpingoophorektomie s ohledem na omezeni nezadoucich dusledki pred¢asné

menopauzy.
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Estrogen Receptor Status Oppositely Modifies Breast Cancer Prognosis
in BRCA1/BRCA2 Mutation Carriers Versus Non-Carriers.

Cancers 2019;11(6):738.

Vocka M., Zimovjanova M., Bielcikova Z., Tesarova P., Petruzelka L., Mateju M., Krizova L.,
Kotlas J., Soukupova J., Janatova M., Zemankova P., Kleiblova P., Novotny J., Konopasek B.,
Chodacka M., Brychta M., Sochor M., Smejkalova-Musilova D., Cmejlova V., Kozevnikovova

R., Miskarova L., Argalacsova S., Stolarova L., Lhotova K., Borecka M., Kleibl Z.

Nédorova onemocnéni vznikajici na podkladé dédi¢né dispozice se mohou od sporadickych
onemocnéni vyrazné lisit. Exprese estrogennich receptorii (ER) je dulezitym prognostickym a
prediktivnim ukazatelem u pacientek se sporadickym karcinomem prsu. Rada praci hodnotila
prognosticky vyznam pfitomnosti mutaci genu BRCA1 a BRCA2 u pacientek s karcinomem
prsu protichtudné (van den Broek A.J. et al, 2015; Baretta Z. et al, 2016; Copson E.R. et al,
2018).

Na souboru 1133 pacientek s karcinomem prsu (234 nosi¢ek BRCA1/BRCA2 mutaci a
899 nenosicek) jsme analyzovali vyznam pfitomnosti mutaci BRCA1 a BRCA2 na klinické a
patologické charakteristiky ve vztahu k pteziti pacientek. Analyza pozitivity parametru ER
ve vztahu Kk prognoze prinesla piekvapivy vysledek. U nosi¢ek mutaci v genech
BRAC1/BRCA2 byla pozitivita ER spojena s 3,14krat vys$sim rizikem navratu onemocnéni
(95 % CI 1,69-5,81; p = 0,003) a 5,70krat vyssim rizikem Gmrti v souvislosti s karcinomem
prsu (95 % CI 2,27-14,4; p <0,001) ve srovnani S nenosi¢kami (Obrazek 3).

Obrazek 3: Kaplan-Meierovy kiivky porovnavajici DFS a DSS dle stavu estrogenovych receptorti
u nosic¢ek mutace BRCA1, BRCA?2 a nenosicek.
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Na zéklad¢ faktorti identifikovanych v piedchozich analyzach (vék a stav ER) jsme se rozhodli
ovétit jejich kombinovany efekt na prognozu pacientek. Nosicky mutaci v genech
BRCA1/BRCA2 s ER-pozitivnim karcinomem prsu diagnostikovanym ve veéku 35 a vice
vykazovaly 4,56krat vyssi riziko recidivy onemocnéni (95 % CI 2,00-10,37) a 8,24krat vyssi
riziko tmrti v souvislosti s karcinomem prsu (95 % CI 2,37-28,72]) oproti ER-pozitivnim

nenosickam stejného véku.

K potvrzeni vyznamného vlivu véku v dobé diagndzy a stavu ER jsme provedli multivariacni

analyzu, do niz jsme zahrnuli vSechny parametry signifikantné rozdilné v ramci predchozi

univariacni analyzy (Obrazek 4).

A DFS BRCA1/2 carriers
age (continuous)

meno. st. (post vs. pre)

stage (Ill vs. I-1)

grade (3 vs. 1-2)

ER (posit vs. negat)

HR (95% CI)
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Obrazek 4: Grafické znazornéni
vysledkh  multivariaéni  analyzy
rizikovych faktord pro DFS a DSS
(multivariable Cox proportional-
hazard model):

Veék v dobé diagnozy (spojity),
monoaktivita (postmenopauzalni vs
premenopauzalni), stadium nemoci
(1 vs. I-IT), stupen diferenciace
(grade 3 vs 1-2) a stav ER (pozitivni
vs. negativni).



Multivariaéni analyza potvrdila zcela opa¢ny vliv stavu ER na piezivani u nosi¢ek mutaci
BRCA1/BRCA2 (negativni faktor, statisticky vyznamny u DFS) a nenosi¢ek (pozitivni
prognosticky faktor, statisticky vyznamny jak u DFS, tak u DSS). V¢k v dobé diagndzy ztstal
vyznamnym faktorem pouze u nenosicii, podobné téz nizky stupen diferenciace (statisticky

vyznamny pouze v ramci DSS).

Uvedené vysledky jasné ukazuji, ze nadorova onemocnéni nosicek BRCA1/BRCA2 se mohou
liSit oproti sporadickym karcinomiim se stejnou charakteristikou. Hormondln€ pozitivni
karcinom prsu (bez ohledu na muta¢ni stav BRCAL/BRCA2) je v soucasnosti povazovan
za onemocnéni s relativné pfiznivou progndzou, umoziujici Casto vynechani adjuvantni
chemoterapie. Naproti tomu nosi¢ky mutaci BRCAL/BRCA2 s hormonalné pozitivnimi
karcinomy prsu by mély byt vnimany jako extrémné rizikové pacientky stran pfipadné recidivy
onemocnéni a podle toho by knim mélo byt pfistupovano. Zatazeni PARP inhibitort

do adjuvantni terapie nezavisle na stadiu onemocnéni by zde mélo byt samoziejmosti.
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Prevalence of Germline Pathogenic Variants in Cancer Predisposing Genes in Czech and

Belgian Pancreatic Cancer Patients.
Cancers. 2021; 13(17):4430. 12(4):956.

Wieme G., Kral J., Rosseel T., Zemankova P., Parton B., Vocka M., Van Heetvelde M.,
Kleiblova P., Blaumeiser B., Soukupova J., van den Ende J., Nehasil P., Tejpar S., Borecka M.,
Gomez Garcia E.B., Blok M.J., Safarikova M., Kalousova M., Geboes K., De Putter R., Poppe
B., De Leeneer K., Kleibl Z., Janatova M., Claes K.B.M.

Publikovana studie umoznila srovnani zarodecnych mutaci V predispozi¢nich genech
u neselektovanych ¢eskych a vysoce rizikovych belgickych pacientii s karcinomem pankreatu.
Nejcastéji mutované geny v nasi studii zahrnovaly ATM, BRCA1 a BRCA2 (zjisténo u 25/35;
71,4 % pacientlr). Patogenni mutace v genu BRCAZ2 tvotily 17 % u belgickych a 50 % u ¢eskych
pacientq.

Je zajimavé, ze zatimco u belgickych a Ceskych pacientek s karcinomem prsu je frekvence
zarode¢nych mutaci v genu BRCA1 vyssi nez v genu BRCA2, patogenni mutace v genu BRCA2
prevazuji u pacientek s karcinomem pankreatu v obou populacich. (Claes K. et al, 2004;
Pohlreich P. et al, 2005). Riziko spojené s mutacemi BRCA2 by mohlo byt vyssi u karcinomu
pankreatu nez u karcinomu prsu dle analyzy vySetfovanych pacientd Oproti datim gnomAD

(BRCA1 OR = 6,0 vs. BRCA2 OR = 11,7).

Dalsi dualezitou informaci pfinesla analyza celkového preziti, jiz jsme provedli u 223 ¢eskych
pacientt, kteti zahrnovali 31 nosi¢l patogennich germindlnich mutaci. Riziko umrti bylo
vyznamn¢ sniZeno u nosic¢il patogennich variant ve srovnani s nenosici (15,9 vs. 12,4 mésice,
HR 0,66;95 % CI 0,45-096; p = 0,031). Zména progndzy byla spojena zejména s nosi¢stvim
patogennich mutaci v genech kodujicich proteiny, které se podileji na opravach
dvoufetézcovych zlomi DNA pomoci procesu homologni rekombinace (tzv. HR geny: ATM,
BRCA1, BRCA2, BRIP1, ERCC4, FANCE, FANCG a PALB2; obrazek 5). Ve skupiné HR genti
jsme identifikovali téméi dvojnasobny median pteziti v porovnani s nenosici dédi¢nych mutaci
(21,4 vs. 12,4 mésici). Podobny vysledek zaznamenaly i nedavné studie provadéné u pacienti
s karcinomem pankreatu v Japonsku (Hata T. et al, 2021) ¢i USA (Uson P.L.S. et al, 2021;
Goldstein J.B. et al, 2020). Naopak pieziti u nosi¢t germinalnich variant v genech, které koduji
geny nepodilejici se na procesu HR, bylo velmi nepfiznivé, nicméné toto zjisténi bude

vyzadovat konfirmaci na rozsahlejsim souboru.
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Obrazek 5: Celkové preziti pacientd s karcinomem pankreatu v zavislosti na ptitomnosti patogennich
mutaci v predispozi¢nich genech (vlevo) a v predispozi¢nich genech rozdélenych na geny kodujici
proteiny oprav DNA pomoci homologni rekombinace (HR geny) a ostatni predispozi¢ni geny (non-HR
geny).
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Znalost ptitomnosti patogennich mutaci v genech BRCA1/BRCA2 ma v soucasné dob& kromé
prognostického vyznamu také vyznam prediktivni. U pacientli s metastatickym karcinomem
pankreatu s prokazanou germinalni mutaci BRCA1/BRCA2 je mozné zadat platce zdravotni
péfe o0 uhradu olaparibu v monoterapii jakozto udrZovaci terapie po piedchozi
terapii platinovym derivatem po dobu nejméné 16 tydnt. Kompletni remise trvajici 30 mésict
U pacienta s metastatickym karcinomem pankreatu, ktery nesl patogenni germinalni alterace
v genech BRCA2 a souc¢asné CHEK2, byla nedavno dokumentovana u pacienta ze Slovenska
(Pazderova N. et al, 2020).

Analyza predispozi¢nich gentd a rizik s nimi souvisejicich je nevyhnutelnym piedpokladem
individualniho skriningového a preventivniho planu umoznujiciho nddorovym onemocnénim
uspésné predchazet, pripadné je detekovat v casnych stadiich. Stanoveni rizik pro jednotlivé
geny by mélo byt populacné specifické s ohledem na endemicky vyskyt urcitych variant.
Vzhledem k dtikaziim o rozdilném chovani nadorovych onemocnéni u nosi¢t Oproti nenosi¢im
by mély byt identifikovany diivody této diferenciace, aby se napfisté mohly stat podkladem pro
odlisny terapeuticky postup, jak tomu jiz u nékterych malignit je. Zaroven pak pfitomnost
urcitych zarodecnych mutaci ptedstavuje vhodny cil pro tzv. terCovou (cilenou) terapii

(napt. PARP inhibitory).
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3.2 Diagnostika ¢asnych stadii

V ptipadé netspésnych preventivnich opatieni je kliCovym momentem uspésné terapie
nadorovych onemocnéni Casna diagnostika. Pro v€asnou detekci jsou potom zcela zasadni
senzitivni metody a markery, které umozni zachytit onemocnéni ve stadiu prekancer6zy nebo
ve velmi Casném stadiu. Niz$i stadium totiZz umoziuje mensi zasah do organismu a vyznamné
zlepsuje dlouhodobé vysledky terapie, a to vcCetné nadorovych onemocnéni se Spatnou
prognozou (napi. karcinom pankreatu). Zaroven pii feSeni prekancer6z ¢i nizSich stadii

onemocnéni neni vzdy nutné podani adjuvantni terapie.
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Novel spectroscopic biomarkers are applicable in non-invasive early detection and staging

classification of colorectal cancer.
Neoplasma. 2020; 67(6):1349-1358.

Miskovicova M., Fryba V., Petruzelka L., Setnicka V., Synytsya A., Tatarkovic M., Ulrych
J., Vocka M.

Ramanova spektroskopie poskytuje presné informace nejen o sekundarni struktufe proteini, ale
umoziuje také rozliSeni mezi normalnimi a malignimi tkanémi. (Tatarkovi¢ M. et al, 2015; Das
N.K. et al, 2017) Pro ovéteni nového diagnostického piistupu zalozeného na kombinaci
konven¢nich metod molekularni spektroskopie (Ramanova a infraervena spektroskopie
s Fourierovou transformaci [FT-IR]) s elektronovym cirkularnim dichroismem (ECD) a
Ramanovou optickou aktivitou (ROA) bylo otestovano 63 vzorkl krevni plazmy (30 vzorkt

pacientl s karcinomem tlustého stfeva a rekta a 33 vzorkt zdravych kontrol).

Podle naSich pozorovani se nejvyraznéjsi spektralni rozdily mezi krevni plazmou pacientl
s karcinomem kolon nebo rekta (CRC) a zdravych kontrol vyskytuji ve spektralnich oblastech,
které priméarné odrazeji zmény v sekundarni struktute protein. Navic velmi nizké intenzity
karotenoidovych pasti v Ramanovych spektrech pacienti s karcinomem kolon a rekta mohou

souviset s rozsahem onemocnéni.

Jednotlivé spektralni metody (FT-IR, Raman, ROA, ECD) maji omezenou schopnost odlisit
kontrolni skupinu od pacientti (obrazek 6), jejich kombinace vSak dokaze vyznamné zvysit
presnost rozliseni (90 % senzitivita pii 85 % specificité). V podskupiné pacientl
s lokalizovanym tumorem bez postizeni uzlin (stadium I a IT) dosahovala celkova piesnost 82 %
a u pacientl ve stadiu III (postizeni regionalnich uzlin) 64 %.

V publikované praci jsme ukazali, Ze chiroptickou spektroskopii 1ze v kombinaci s Ramanovou
a FT-IR spektroskopii pouzit pro rozliSeni kontrolni skupiny od pacienti s CRC a souc¢asné pro
stanoveni rozsahu nadorového postizeni. Dosazené vysledky naznacuji, ze chiropticka
spektroskopie by se mohla stat novou rychlou podptrnou metodou v klinické diagnostice CRC
zalozenou na analyze krevni plazmy, ktera je pro pacienty minimalné invazivni a zdroven nabizi

potencialné v€asnou detekci pro pacienty s CRC, neni-li pfitomna regionalni lymfadenopatie.
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Obrazek 6: Vysledky analyzy vzorkli plazmy pacientll s karcinomem kolon a rekta stadia I-II, stadia
I1I-IV a zdravych kontrol metodou infradervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (A),
Ramanovych spekter (B), Ramanovy optické aktivity (ROA) (C), elektronového cirkularniho
dichroismu (ECD) (D).
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V navaznosti na publikovana data probiha grantovy projekt ,,Vyvoj novych analytickych

pfistupt pro v€asné odhaleni adenomatoznich polypti a prevenci kolorektalniho karcinomu*

(AZV NU20-09-00229) ovefujici presnost a vyuzitelnost spektroskopického vysSetieni

Vv pribéhu kolonoskopického vysetieni s cilem odlisit benigni 1éze, adenomy s nizkym nebo

vysokym stupném dysplazie, karcinomy in situ a invazivni tumory tlustého stieva.
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Novel biochemical markers for non-invasive detection of pancreatic cancer.
Neoplasma. 2022; 69(2):474-483.

Hrabak P., Soupal J., Kalousova M., Krechler T., Voéka M., Hanus T., PetruZelka L., Sva¢ina
S.,Zak A., Zima T.

Navzdory mnozstvi finanénich prostiedku, jez jsou investovany do vyzkumu diagnostickych a
terapeutickych moznosti u pacientd s karcinomem pankreatu, zistavaji vysledky 1é¢by tohoto
nadorového onemocnéni 1 nadale velmi Spatné. V soucasné dobé¢ je jedinou skute¢né tispéSnou
terapeutickou moznosti radikalni chirurgické feSeni, které ovSem vyzaduje vCasny zachyt.
V soucasné dobé bohuzel neexistuje zadny spolehlivy marker vyuzitelny pro casnou
diagnostiku. Siroce vyuzivan je nadorovy marker CA19-9, piestoze jeho specificita
ani sensitivita neni uspokojujici. Ke zvyseni hladiny tohoto glykoproteinu dochazi naptiklad
U pacientd s akutni nebo chronickou pankreatitidou, cholangitidou, cirhézou jater C¢i
obstruk¢énim ikterem. Jeho citlivost u malych (<3 cm) nadort slinivky bfi$ni je vSak velmi
nizka. (Scara S. et al, 2015).

ROC Curve - PC vs DM, ChP, Healthy Controls Obrazek 70 ROC  kfivky
1.0 1 _ jednotlivych skupin markera.
/ RF: CA19-9, S100P, AAT,
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g AN e ' MMP7, S100A11; LR: albumin.
g 061 J : AAT, S100P, CRP, CA19-9,
= TFF1, MMP-7; RF bez CA19-9:
§0-4“ : SAA, prealbumin, HSP27, TP,
3 RF-Ca19-9 only adiponectin, CEA, IGF-2, AMS-
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Cilem vyzkumu proto bylo identifikovat markery pro c¢asnou diagnostiku pacientd
s lokalizovanymi karcinomy pankreatu oproti kontrolni skupin€ slozené z pacientt s diabetem
2. typu, s chronickou pankreatitidou a zdravych kontrol. V ramci analyzovanych markert bylo
identifikovano 5 proteinti s potencialem odlisit ¢asné tumory od kontrolni skupiny, které dosud
nebyly v této klinické situaci testovany a publikovany (Midkine, S100P, S100A11, Reg3A,

DJ-1). Metodou nahodného lesa (random forest analysis) byl identifikovan panel slozeny
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z markert S100 kalcium vazici protein P (S100P), alpha-1-antitrypsin (AAT), albumin,
adiponectin, insulinovy rustovy faktor 1 (IGF-1), matrixova metaloproteinaza 7 (MMP7), S100
kalcium vazici protein 11 (S100Al11l) a CA19-9, ktery vyznamné zlepSuje sSensitivitu a
specificitu v identifikaci pacientti s ¢asnym karcinomem pankreatu oproti kontrolni skupiné nez
samotny marker CA19-9 (Obrazek 7).

Identifikované markery poukazuji na komplexnost kancerogeneze. Zatimco nékteré z nich se
pifimo ucastni kancerogeneze (DJ-1, IGF-1, MMP7, S100A11, S100P), dalsi souviseji
Snutricnim stavem pacienta (prealbumin) ¢&i odrazeji ptitomnost systémového zanétu
(adiponektin, AAT). Zda se, ze tyto vysledky v zésadé potvrzuji ptedchozi poznatky a ukazuji
na pritomnost nadorového mikroprostiedi nezbytného pro vznik a Sifeni rakoviny. Prestoze
vysledky vypadaji slibng, bude tfeba potvrdit data na rozsahlejsim souboru pacientt a oziejmit

ptinos casnéjsi diagnostiky na zlepSené prezivani pacientli.
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3.3 Individualizace 1é¢by ¢asnych a pokrocilych stadii

V ptipadé lokalizovaného onemocnéni po radikélni resekci jsou prognostické markery nutné
pro spravné rozhodnuti o indikaci adjuvantni terapie, tak aby pacient nebyl zbyte¢né vystaven
nezadoucim G¢inkiim terapie a soucasné aby bylo minimalizovano riziko navratu nemoci.
Prognosticky vyznam pfitomnosti tumor infiltrujicich lymfocyta (TIL) v nadorové tkani byl
analyzovan fadou praci u riznych naddorovych onemocnéni, véetné karcinomu tlustého stieva a
konec¢niku. (Galon J. et al, 2006; Laghi L. et al, 2009; Mlecnik B. et al, 2011; Fridman W.H.
et al, 2012; Galon J. et al, 2014). Stanoveni TIL v§ak bylo hodnoceno semikvantitativné ¢asto
se znaénou diferenci mezi jednotlivymi pracovisti, ba dokonce i v ramci téhoz pracoviste.
V roce 2012 vzniklo konsorcium Immunoscore sdruzujici 14 velkych center ze 13 zemi, v¢etné
VFN v CR. Jeho cilem bylo zavedeni reprodukovatelné a spolehlivé metody klasifikace rizika
rekurence karcinomu tlustého stieva a koneéniku, kterd je zalozena na kvantifikaci CD8+
(cytotoxickych) a CD3+ T-lymfocytl v centralni ¢4sti tumoru a v invazivnim okraji naddoru. Na

validaci Immunoscore je zaméteno nékolik nasledujicich ¢lanki.

V sérii  dalSich praci jsme se vénovali otdzce identifikace prognostickych markeri
U metastatického karcinomu tlustého stfeva. Vysledky lé¢by vétSiny generalizovanych
nadorovych onemocnéni zavisi na moznosti vyuZit chirurgického odstranéni metastdz nebo
jejich residui po onkologické terapii. Jatra jsou nejcastéjSim sidlem metastatického procesu
karcinomu tlustého stfeva a rekta s incidenci pfiblizné 25 % (synchronni 13,8-17,1 % a
metachronni 7,6-15,1 %). (Engstrand J. et al, 2018; van der Geest L.G. et al, 2015; Hackl C.
etal, 2014) U 20-35 % nemocnych je metastaticky proces pfitomen pouze V jatrech, z toho
20-25 % je primarné resekabilni a dalSich pfiblizn¢ 10 % se miiZe resekabilnimi stat po vhodné
zvolené indukéni terapii. Nejvyssi miru konverze do resekability prokazaly trojkombinace
cytostatik a cilena terapie zaméfend proti receptoru pro epidermdlni ristovy faktor (EGFR)
U pacienti bez mutaci v genech K-RAS, N-RAS a BRAF. (Chrabaszcz S. et al, 2022)
U pacientil po GspéSném chirurgickém vykonu po indukéni terapii bylo dosazeno Sletého preziti

u 30-35 % na rozdil od kombinované systémové terapie (ptiblizn¢ 20 %).

Chemoterapie v kombinaci s cilenou terapii nese kromé prodlouzeni celkového preziti fadu

zavaznych nezadoucich ucinkd, jez vyznamné zhorSuji kvalitu zivota nemocnych a vzacné
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mohou vést k pfedCasnému umrti v souvislosti s terapii. Hledani prognostickych a prediktivnich
markerti je proto s ohledem na biologické chovani tumoru a jeho prognézu pro optimalni

zvoleni terapie U konkrétniho pacienta zcela klicové.

Resersi dostupné literatury jsme nejprve identifikovali 32 proteinovych markert spojenych
s diagnostikou kolorektalniho karcinomu, jez byly nésledné vySetfeny v naSem souboru
97 pacienti s histologicky verifikovanym metastatickym kolorektdlnim karcinomem
(u58 z nich byly k dispozici sérové vzorky s odstupem 3 mésict) a 59 zdravych kontrol

s negativni kolonoskopii pfedchazejici odbéru.
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International validation of the consensus Immunoscore for the classification of colon

cancer: a prognostic and accuracy study.
Lancet. 2018;391(10135): 2128-2139.

Pages F., Mlecnik B., Marliot F., Bindea G., Ou F.S., Bifulco C., Lugli A., Zlobec I., Rau T.T.,
Berger M.D., Nagtegaal I.D., Vink-Borger E., Hartmann A., Geppert C., Kolwelter J., Merkel
S., Griitzmann R., Van den Eynde M., Jouret-Mourin A., Kartheuser A., Léonard D., Remue
C., Wang J.Y., Bavi P., Roehrl M.H.A., Ohashi P.S., Nguyen L.T., Han S., MacGregor H.L.,
Hafezi-Bakhtiari S., Wouters B.G., Masucci G.V., Andersson E.K., Zavadova E., Vocka M.,
Spacek J., Petruzelka L., Konopasek B., Dundr P., Skalova H., Nemejcova K., Botti G.,
Tatangelo F., Delrio P., Ciliberto G., Maio M., Laghi L., Grizzi F., Fredriksen T., Buttard B.,
Angelova M., Vasaturo A., Maby P., Church S.E., Angell H.K., Lafontaine L., Bruni D., El
Sissy C., Haicheur N., Kirilovsky A., Berger A., Lagorce C., Meyers J.P., Paustian C., Feng Z.,
Ballesteros-Merino C., Dijkstra J., van de Water C., van Lent-van Vliet S., Knijn N., Musina
A.M., Scripcariu D.V., Popivanova B., Xu M., Fujita T., Hazama S., Suzuki N., Nagano H.,
Okuno K., Torigoe T., Sato N., Furuhata T., Takemasa I., Itoh K., Patel P.S., Vora H.H., Shah
B., Patel J.B., Rajvik K.N., Pandya S.J., Shukla S.N., Wang Y., Zhang G., Kawakami Y.,
Marincola F.M., Ascierto P.A., Sargent D.J., Fox B.A., Galon J.

V ramci analyzy >3500 vzorkid lokalizovaného karcinomu tlustého stfeva bylo vySetfeno
250 vzorki z VFN, které autor piedkladané habilitacni prace zpracoval pro stanoveni
Immunoscore na Institutu patologie v Erlangenu (Pathologisches Institut Universitatsklinikum,
Erlangen, Némecko) vV ramci mezinarodni spoluprace. Na zaklad¢ ptitomnosti bunék lymfocyth
V centralni ¢asti tumoru a v invazivnim okraji byli pacienti dle Immunoscore stratifikovani
do 3 skupin (low, medium, high).

Immunoscore prokdzalo vysokou uroven reprodukovatelnosti mezi vySetfujicimi osobami a
jednotlivymi centry (r = 0,97 pro nadorovou tkan; r = 0,97 pro invazivni okraj; p <0,0001).
Pteziti bez onemocnéni po 5 letech bylo zaznamenano u 428 (75 %) pacientii s vysokym,
688 (70 %) pacientt se sttednim a 271 (57 %) pacientd s nizkym Immunoscore (obrazek 8).
Pacienti s prokazanou mikrosatelitovou nestabilitou (MSI) méli Castéji vysoké Immunoscore

(45 %) oproti pacientiim se stabilitou mikrosatelitovych oblasti (MSS; 21 %).
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Obrazek 8: Preziti bez nemoci na zakladé Immunoscore.

A
100 — Low Immunoscore
—— Intermediate Immunoscore
= 80 ——High Immunoscore
g 60
T 407
§ HR for high vs low 0-31 (95% C1 0-23-0-41); p<0-0001
é‘ 20- HR for intermediate vs low 0-57 (95% C1 0-47-0-69); p<0-0001
HR for high vs intermediate 0.56 (95% C1 0-42-0-73); p<0-0001
c-index=0.61 (95% Cl 0.55-0-67)
T 1 1 1 i £ &t 7 3
Number at risk
Low Immunoscore 702 566 468 411 368 321 259 194 150
Intermediate Immunoscore 1271 1069 930 839 763 675 526 406 324
High Immunoscore 708 594 535 469 417 359 273 208 172

Pfitomnost mikrosatelitové nestability v ramci Immunoscore skupiny nevedla Kk rozdilu
V preziti bez nemoci. Prognosticky vyznam Immunoscore pro celkové preziti byl celkové lepsi
nez u existujicich parametrii rizika nadoru, jako je stupen diferenciace, stav MSI, mucindzni
koloidni typ, stranova lokalizace, zilni embolie, lymfaticka invaze, perineuralni invaze a
VELIPI (obrazek 9). Navic pfidani Immunoscore k modelu, ktery kombinuje v§echny klinické
proménné, vyznamné zlepSilo predikci celkového preziti (p <0,0001). Kromé& toho bylo

Immunoscore prediktivni také pro pacienty s nadory T4 a N2.

Obrazek 9: Prediktivni vyznam jednotlivych klinickych parametrti a Immunoscore pro pieziti pacientii

s lokalizovanym karcinomem tlustého stieva.
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Na zakladé uvedenych vysledku Ize pomoci Immunoscore identifikovat pacienty s vysokym
rizikem relapsu onemocnéni, a to nezavisle na staddiu onemocnéni a dalSich charakteristikdch
nadorového onemocnéni véetné mikrosatelitové nestability. Pro jednoznacné zatazeni
do rutinni praxe prozatim chybi $ir§i dostupnost metody (finan¢ni i mistni) a soucasné bude
zapotiebi prospektivnich studii, jez by potvrdily pfinos adjuvantni terapie u pacienti
stratifikovanych na zakladé¢ Immunoscore (u vysokého skore predevsim zodpovédét, zda ji
vibec podavat, u nizkého skore pak urcit, jak dlouho ji podavat, pfipadné v jaké konkrétni

kombinaci a zda viibec jeji podani vede K lepsim vysledkim terapie).
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Multicenter International SITC Study of the Consensus Immunoscore for the Prediction

of Survival and Response to Chemotherapy in Stage 111 Colon Cancer.
JCO 2020; J Clin Oncol. 2020;38(31):3638-3651

Mlecnik B., Bifulco C., Bindea G., Marliot F., Lugli A., Lee JJ., Zlobec I., Rau T.T., Berger
M.D., Nagtegaal 1.D., Vink-Borger E., Hartmann A., Geppert C., Kolwelter J., Merkel S.,
Griitzmann R., Van den Eynde M., Jouret-Mourin A., Kartheuser A., Léonard D., Remue C.,
Wang J.Y., Bavi P., Roehrl M.H.A., Ohashi P.S., Nguyen L.T., Han S., MacGregor H.L.,
Hafezi-Bakhtiari S., Wouters B.G., Masucci G.V., Andersson E.K., Zavadova E., Vocka M.,
Spacek J., Petruzelka L., Konopasek B., Dundr P., Skalova H., Nemejcova K., Botti G.,
Tatangelo F., Delrio P., Ciliberto G., Maio M., Laghi L., Grizzi F., Fredriksen T., Buttard B.,
Lafontaine L., Bruni D., Lanzi A., El Sissy C., Haicheur N., Kirilovsky A., Berger A., Lagorce
C., Paustian C., Ballesteros-Merino C., Dijkstra J., van de Water C., van Lent-van Vliet S.,
Knijn N., Musina A.M., Scripcariu D.V., Popivanova B., Xu M., Fujita T., Hazama S., Suzuki
N., Nagano H., Okuno K., Torigoe T., Sato N., Furuhata T., Takemasa I., Itoh K., Patel P.S.,
Vora H.H., Shah B., Patel J.B., Rajvik K.N., Pandya S.J., Shukla S.N., Wang Y., Zhang G.,
Kawakami Y., Marincola F.M., Ascierto P.A., Fox B.A., Pages F., Galon J.

Podani zajistovaci (adjuvantni) chemoterapie se doporucuje u vSech pacientii s karcinomem
tlustého streva stadia III. Riziko umrti klesd o 10—15 % po adjuvantni terapii fluoropyrimidiny
a 0 20 % pii kombinaci fluoropyrimidint a oxaliplatiny. (André T et al, 2004; Twelves C. et al,
2005; Yothers G. et al, 2011) Skute¢ny prospéch z adjuvantni terapie ma pouze 20 % pacientd,
pfiCemz ostatni jsou vystaveni zbytecné toxicité, jelikoz asi 50 % z nich by dosahlo
srovnatelného vysledku pouze opera¢nim vykonem a 30 % recidivuje 1 po podani chemoterapie.

(Auclin E. et al, 2017)

Smyslem multicentrické studie, jiz se Ucastnila i skupina nemocnych z VFN, bylo zjisténi
prognostického vyznamu Immunoscore u pacientl s karcinomem kolon stadia III a vyznamu
adjuvantni terapie u této skupiny. Pacienti s vysokym Immunoscore méli Oproti pacientim
s nizkym skore niz§i procento relapst (Sleté preziti bez relapsu u vysokého doséhlo 27,7 %
proti 63,6 % u nizkého Immunoscore, HR 0,34; 95 % CI 0,14-0,83; p = 0,0176) a vyznamné se
lisilo téz celkové preziti (HR 0,34; 95 % CI 0,15-0,70; p = 0,0045).

U pacientid s vysokym Immunoscore bylo podani adjuvantni terapie Spojeno s delSim piezitim

jak u skupiny s nizkym rizikem relapsu dle patologickych charakteristik (HR 0,42; 95 % Cl,
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0,25-0,71; p = 0,0011), tak u pacienti s vysokym rizikem (HR 0,5; 95 % CI, 0,33-0,77;
p = 0,0015). Pacienti s nizkym Imunoscore z terapie neprofitovali (p = 0,12; Obrazek 10).

Obrazek 10: Vyznam podani adjuvantni chemoterapie u pacientl s karcinomem tlustého stfeva
S vysokym a nizkym rizikem relapsu.
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Pacienti s karcinomem tlustého stieva stadia III s nizkym Immunoscore nemaji prospéch
Z chemoterapie, zatimco pacienti se sttednim a vysokym Immunoscore z podani chemoterapie
jednoznacéné profituji. Nepodani chemoterapie na zaklad¢ nizkého Immunoscore u pacienti
stadia III vSak pted eventualnim zavedenim do klinické praxe bude vyZadovat prospektivni

randomizovanou studii.
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Clinical Performance of the Consensus Immunoscore in Colon Cancer in the Asian

Population from the Multicenter International SITC Study.
Cancers (Basel). 2022;14(18):4346.

Mlecnik B., Torigoe T., Bindea G., Popivanova B., Xu M., Fujita T., Hazama S., Suzuki N.,
Nagano H., Okuno K., Hirohashi Y., Furuhata T., Takemasa I., Patel P., Vora H., Shah B., Patel
J.B., Rajvik K.N., Pandya S.J., Shukla S.N., Wang Y., Zhang G., Yoshino T., Taniguchi H.,
Bifulco C., Lugli A., Lee J.J., Zlobec I., Rau T.T., Berger M.D., Nagtegaal 1.D., Vink-Borger
E., Hartmann A., Geppert C., Kolwelter J., Merkel S., Griitzmann R., Van den Eynde M.,
Jouret-Mourin A., Kartheuser A., Léonard D., Remue C., Wang J., Bavi P., Roehrl M.H.A,,
Ohashi P.S., Nguyen L.T., Han S., MacGregor H.L., Hafezi-Bakhtiari S., Wouters B.G.,
Masucci G.V., Andersson E., Zavadova E., Vocka M., Spacek J., Petruzelka L., Konopasek B.,
Dundr P., Skalova H., Nemejcova K., Botti G., Tatangelo F., Delrio P., Ciliberto G., Maio M.,
Laghi L., Grizzi F., Marliot F., Fredriksen T., Buttard B., Lafontaine L., Maby P., Majdi A.,
Hijazi A., El Sissy C., Kirilovsky A., Berger A., Lagorce C., Paustian C., Ballesteros-Merino
C., Dijkstra J., Van de Water C., van Lent-van Vliet S., Knijn N., Musina A.M., Scripcariu
D.V., Marincola F.M., Ascierto P.A., Fox B.A., Pagés F., Kawakami Y., Galon J.

Analyza pacientll asijského plivodu vySetfenych v ramci Immunoscore konsorcia potvrdila
ptedchozi vysledky v ramci celého souboru. Vysoké Immunoscore prokazalo jednozna¢nou
souvislost s prodlouzenym casem do relapsu a celkovym ptezitim, a to véetné mikrosatelitové
stabilnich pacientt (p < 0,0001) a pacientt stadia Il (p = 0,0052), v¢etné nizce (p = 0,0146) a
vysoce rizikovych pacienti ve stadiu II (p = 0,0055). Vysoké Immunoscore jednoznaéné
souvisi s prodlouzenym pfezitim pacientii s karcinomem tlustého stfeva v asijské populaci,

podobné jako v celém souboru pacientd Immunoscore.

Na zaklad¢ dostupnych dat neni pochyb o tom, Ze Immunoscore ma u pacientd s lokalizovanym
karcinomem tlustého stfeva prognosticky vyznam nezavisle na bézn€ uZzivanych
prognostickych faktorech. Prediktivni vyznam pro podani chemoterapie u jednotlivych stadii
bude vSak pied zavedenim do klinické praxe nutno potvrdit prospektivni randomizovanou studii
stratifikujici podle hodnoty Immunoscore namisto podle stadia onemocnéni a dalSich rutinné
pouzivanych rizikovych faktor a randomizujici mezi rameno s chemoterapii (kombinovanou

nebo monoterapii) proti samotnému sledovani.
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Dalsi otazkou potom ziistava zafazeni imunoterapie do algoritmu terapie lokalizovanych
tumort tlustého stieva, jez zatim prokazalo velmi povzbudivé vysledky u pacientii
s prokazanou mikrosatelitovou nestabilitou. Neni v§ak zatim jednozna¢né zfejmé, zda skupinou

vhodnou pro tento typ terapie nebude pravé skupina pacienti s vysokym Immunoscore.
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Trefoil factor family (TFF) proteins as potential serum biomarkers in patients

with metastatic colorectal cancer.
Neoplasma. 2015;62(3):470-7.

Vocka M., Langer D., Petrtyl J., Vockova P., Hanus T., Kalousova M., Zima T., Petruzelka L.

V uvedené studii jsme ve spolupraci s Ustavem lékai'ské biochemie a laboratorni diagnostiky
1. LF UK a IV. interni klinikou 1. LF UK analyzovali potencialni nové diagnostické a
prognostické nadorové markery u pacientii s metastatickym kolorektalnim karcinomem s cilem
l1épe stratifikovat pacienty dle progndzy a vybrat vhodné kandidaty pro ptipadné radikdlni
resekéni vykony Vv oblasti jater. Jako kandidatni marker jsme zvolili TFF-3 (trefoil factor 3),

sekre¢ni protein z lektinové skupiny produkovany bunikami stievniho epitelu.

Sérové koncentrace TFF-3 (AUC 0,916) prokéazaly mirné lepsi detekéni schopnost ve srovnani
se standardnimi nadorovymi markery CEA (AUC 0,905) a CA19-9 (AUC 0,802). Sérové
koncentrace TFF-3 vyznamn¢ korelovaly s rozsahem jaterniho postizeni (Obrazek 11). Vstupni
sérova koncentrace TFF-3 korelovala s medianem celkového piezivani na rozdil od vstupnich
sérovych hladin CEA a CA19-9. Pacienti se vstupni koncentraci TFF-3 <3,4 ng/ml vykazovali
median celkového preziti 19,9 mésice oproti pacientim s hodnotou >3,4ng/ml, ktefi dosahli
medianu pieziti pouze 7,8 mésice (p <0.0001; Obrazek 11).

Obrazek 11: A — Sérové koncentrace TFF-3 (ng/ml) u pacientl s riznou velikosti jaternich metastaz.
B — Kaplan-Meierovy kiivky celkového preziti u pacienti dle vstupni koncentrace TFF-3.
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Pacienti s nizkymi sérovymi koncentracemi TFF-3 jsou vhodnymi kandidaty pro radikalni

resekci jaternich metastdz nebo intenzivni induk¢ni terapii s cilem dosdhnout resekability.

38



Growth/differentiation factor 15 (GDF-15) as new potential serum marker in patients

with metastatic colorectal cancer.
Cancer Biomark. 2018;21(4):869-874.

Vocka M., Langer D., Fryba V., Petrtyl J., Hanus T., Kalousova M., Zima T., Petruzelka L.

V dal$i publikované studii jsme coby kandidatni marker pro stratifikaci pacienta
s metastatickym kolorektalnim karcinomem zvolili GDF-15 (growth differentiation factor 15),
ligand vazici se na TGFB receptory a Gcastnici se reakce tkani na poskozeni bun€k, zdnét nebo
hypoxii. (Zimmers T. et al, 2005)

Sérové koncentrace GDF-15 vykazovaly u pacientii ve studii dobré predikéni charakteristiky.
Statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan U pacientli s ponechanym primarnim tumorem
stieva ¢i lokalni recidivou (p = 0,035), metastatickym postizenim jater (p = 0,006) a plicnim
postizenim (p = 0,015). Mezni hodnota byla pro GDF-15 stanovena na 3,5 ng/ml, pfi které bylo
dosazeno sensitivity 71,1 % pii specificité 98,7 % (AUC 0,921). Pacienti se vstupni koncentraci
GDF-15 niz$i nebo rovnou vypoctené mezni hodnoté 3,5 ng/ml méli median celkového pieziti
20,6 mésice oproti pacientim s hodnotou v rozmezi 3,5 a 7,0 ng/ml s medianem 14,6 mésice
(p = 0.053) a pacientim s hodnotou vyssi nez 7,0 ng/ml s medianem 6,4 mésice (p <0.001;
Obrazek 12).

Obrazek 12: Kaplan-Meierovy kiivky celkového pieziti pacientti dle vstupni koncentrace GDF-15.
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Serum levels of TIMP-1 and MMP-7 as potential biomarkers in patients with metastatic

colorectal cancer.
Int J Biol Markers. 2019; 34(3):292-301.

Vocka M., Langer D., Fryba V., Petrtyl J., Hanus T., Kalousova M., Zima T., Petruzelka L.

Dalsimi zkoumanymi sérovymi markery s prokazanou obdobnou senzitivitou a specificitou
jako CEA byly tkanovy inhibitor matrixové metaloproteazy 1 (TIMP-1) a matrixova
metaloproteaza 7 (MMP 7).

Sérové koncentrace obou markerd vyznamné korelovaly s pfitomnosti primarniho tumoru
(p =0,001; p = 0,012) a metastatického postizeni jater (p = 0,002; p = 0,037) a plic (p =0,014;
p = 0,005). Jednozna¢na souvislost s rozsahem jaterniho postizeni byla prokdzana u obou
zminovanych markert (p <0,001; p = 0,009). Rozdil v celkovém pteziti byl zaznamenan
U pacienti se sérovymi koncentracemi TIMP-1 <600 ng/ml oproti >1200 ng/ml (18,8 mé&sice
vs. 4,4 mésice; p <0,001), stejn¢ jako MMP-7 <4,9 ng/ml oproti >9,8 ng/ml (24,0 mésice vs.
7,5 mésice; p <0,001; obrazek 13). Kombinace obou zkoumanych parametra vedla k dalsimu
prohloubeni rozdilu v celkovém pieziti (26,1 vs. 4,6 mésice; HR = 0,25; 95% CI = 0,11-0,59;
p = 0,002).

Obrazek 13: Kaplan-Meierovy ktivky celkového preziti u pacientd dle vstupni koncentrace TIMP-1 a
MMP-7.
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Novel serum markers HSP60, CHI3L1, and IGFBP-2 in metastatic colorectal cancer.
Oncol Lett. 2019; 18(6):6284-6292.

Vocka M., Langer D., Fryba V., Petrtyl J., Hanus T., Kalousova M., Zima T., Petruzelka L.

Jiné sérové markery, jeZ jsme u pacientii s metastatickym kolorektalnim karcinomem doposud
studovali, predstavovaly protein teplotniho Soku 60 (HSP60), protein podobny chitinaze-3
(CHI3L1) a protein vazici insulinovy rastovy faktor 2 (IGFBP-2).

Sérové koncentrace zkoumanych proteinil se u pacientl s postizenim jater vyznamné nelisily.
Rozdil v celkovém pfeziti byl zaznamenan u HSP60 a IGFB-2, nicméné vyrazné¢ méné
vyznamny nez u TFF-3 a GDF-15. Z pohledku klinického vyuziti se tak trojice biomarkert
HSP60, CHI3L1 a IGFBP-2 jevi jako nejmén¢ vyuzitelna pro stratifikaci rizika.

Stanoveni sérovych markert je v soucasné dobé dobie dostupné, cena je relativné nizka a
material pro vySetieni 1ze ziskat pomérné snadno. Bohuzel jejich mnohdy niZsi specificita vede
U naprosté vétsiny z nich k postupnému odklonu od jejich uziti v ramci dispenzarizace zdravych
pacientii nebo Vv diagnostice nadorovych onemocnéni (NCCN guidelines, ASCO guidelines,
ESMO guidelines). Zaroven jsou do rutinni praxe zavadény molekularni analyzy provadéné
Z nadorové tkan€é metodami NGS, fada pracovist’ se zabyva stanovenim pfitomnosti fragmenti
nadorové DNA v Krvi ¢i zkoumanim cirkulujicich nadorovych bunék. Jedna se o metody nové,
jez Casto vyzaduji dostatené mnozstvi kvalitniho biologického materidlu a jsou pomérné
finanén€ 1 Casov€ narofné, nicméné predstavuji budoucnost diagnostiky a sledovani

nemocnych.
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4 ZAVER

V priubéhu poslednich dvou dekad doslo k dramatické zméné celého oboru klinické onkologie.
Nové metody molekularni biologie umoznily rychlé a rozsdhlé analyzy germindlnich a
soucasné¢ somatickych mutaci v nadorové tkani. Znalosti zmén ptitomnych v nadorové tkani
umoznily pfipravu preparati cilicich na tyto zmény a pfechod od 1écby ,,naslepo® k 1écbé
V pravém slova smyslu cilené. Pfitomnost germinalnich mutaci v genech dédi¢né nadorové
dispozice umoznila racionalizaci péce o zdravé nosi¢e se zvySenym celozivotnim rizikem
nadorovych onemocnéni. S rozSitfujici se znalosti fungovani imunitniho systému i hlubS§im
poznanim néadorového mikroprostfedi a protinddorové imunity narostl vyznam imunologie.
Po objeveni vyznamu proteind PD-1 a CTLA4 (Ishida Y. et al, 1992; Leach D.R. et al, 1996)
navic V terapii nadorovych onemocnéni ptibyla velmi u¢inna 1ééebna moznost — imunoterapie.
Navzdory veskerym posunum vsak zistava prognoza celé fady nadorovych onemocnéni stale

velmi neutésena.

Kli¢ovy nastroj prevence predstavuje analyza predispozi¢nich genil a s nimi souvisejicich rizik
vzniku nadorového onemocnéni, jelikoz vcas provedené preventivni vykony mohou zcela
zabranit vzniku mnohych zavaznych a obtizné léCitelnych onemocnéni (napf. preventivni
salpingoophorektomie v prevenci karcinomu ovaria a tuby). Zaroven pfitomnost nékterych
germinalnich variant vede k odliSnému biologickému chovani nadorovych onemocnéni (napf.
hormonalné pozitivni tumory u nosi¢ek BRCA1/BRCA?2), které je tieba zohlediiovat pii volbé
terapic a dle moznosti pak pii 1é¢bé vyuzivat kombinaci s cilenou terapii (PARP inhibitory
unosi¢ti mutaci v genech homologni rekombinace; Wagener-Ryczek S. et al, 2021) ¢i
imunoterapii (mikrosatelitova nestabilita prokdzand v nddorové tkani, Casto na podkladé
germinalnich mutaci v genech Lynchova syndromu; Muro K. et al, 2016; O'Neil B.H. et al,
2017; Frenel J.S. et al, 2017; Marabelle A. et al, 2020; Le D.T. et al, 2020).

Dostate¢na pozornost by méla byt vénovana téz stiedné a nizce penetrantnim geniim, jejichz
vyznam se Sice muize zdat relativné maly, piesto spravné provedeny individualizovany skrining
muze vést k casnému zachytu nadorového onemocnéni. Zde je dilezité zdiraznit, Ze vyznam
nékterych méné penetrantnich genli nelze dogmaticky hodnotit na zaklad¢ velkych
mezinarodnich konsorcii publikujici soubory desitek tisic pacienti, protoze se jedna o soubory
geograficky heterogenni populace s velmi odlisnou ¢etnosti vyskytu studovanych nadort (Srov.

vyznam ,,slovanské mutace* ¢.657 661del v genu NBN). Nasim dlouhodobym cilem je proto
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prispét k poznani vyznamu mutaci ve stfedn¢ penetrantnich predispozicnich genech pro vznik
urc¢itych nadorovych onemocnéni a popsat klinicko-patologické charakteristiky téchto malignit

a jejich vliv na prognozu.

V blizké budoucnosti nas velmi pravdépodobné ¢eka prechod z jednotlivych panell urcenych
pro diagnostiku dédi¢nych nadorovych onemocnéni na tzv. celoexomové sekvenovani (whole-
exome sequencing, WES) a celogenomové sekvenovani (whole-genome sequencing, WGS).
Jedna se o vySetfeni, jez bude pacientim provadéno jednou za Zzivot a dle pozadavkl
konkrétniho 1€kate bude ze ziskanych dat mozno zjistit dispozici pro nadorova onemocnéni,
dispozici pro kardiomyopatie, dédi¢né trombofilie apod. S velkym mnozstvim zpracovavanych
dat v8ak nepochybné nastanou potize S jejich uchovanim a zpracovanim, a to jak v roviné
ptistrojové, tak personalni. Zaroven pak vyvstanou ziejma eticka dilemata, jako je pravo
cloveéka nevedét, jeZ muze stat v opozici viaci rozumné redukei rizika ze strany platce zdravotni

péce, resp. statu.

Jak bylo vysSe zminéno, zdkladem uspéSnosti protinddorové 1éCby je Casna detekce nizkych
stadii nddorovych onemocnéni. Piestoze tomuto tématu neni vénovana dostate¢na pozornost,
predstavuje skuteéné jednu z nejzasadnéjSich slozek uspesné protinadorové terapie a zaroven
nejvyssi mérou ovliviiuje pacientovy Sance na dlouhodobé preziti. S rozvojem technologii
pirichazi nové moznosti zaloZené na laserovych a spektroskopickych analyzach v realném case,
kdy Ize v pribéhu endoskopickych vysetieni odlisit benigni a maligni 1éze. Mimoto se velka
pozornost zamétuje na molekularni vysetieni z krve s cilem zachytit fragmenty nadorové DNA
nebo cirkulujici nadorové bunky, s veétsi €1 mensi tspéSnosti u jednotlivych diagnoéz. Piestoze
jsou uvedené metody naro¢né na piistrojové vybaveni, kvalitu odebraného materialu ¢i rychlé
zpracovani vzorku, postupné odsouvaji stanoveni proteinovych markertt v krvi, jejichz
koncentrace mohou byt modifikovany fadou benignich onemocnéni. Vyznam markerti v rdmci
sledovani pacientt v remisi je ¢im dal vice zpochybniovan a vytlacovan dostupnéj$imi a stale

presné&jSimi zobrazovacimi metodami.

I ptes dil¢i uspéchy v ramci stanoveni vyznamu sérovych proteinovych nddorovych markeri se
zda, ze budou V diagnostice ¢asem nahrazeny stanovenim cirkulujici nadorové DNA ¢i
nadorovych bunck, zobrazovacimi metodami, analyzami imunitniho systému (bunék,
protilatek, cytokind atd.). Podobné i pfi rozhodovani o 1é€ebném postupu budou predevsim

vyuzivany podrobné informace o pfitomnosti somatickych mutaci v nadorovych bunkéch a
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informace o nadorovém mikroprostiedi véetné informaci o buiikach imunitniho systému,

0 expresi povrchovych receptorti a ligandi ¢i o produkei cytokinii.

Piikladem vlivu fungovani imunitniho systému na rozhodovani ohledné terapie je moznost
stanoveni tumor infiltrujicich lymfocytt a jejich jednotlivych subtypti v nadorové tkani.
Immunoscore predstavuje prvni validovanou metodu vyuzivajici softwarovou kvantifikaci
dvou populaci lymfocytii v nadorové tkani a Vv invazivnim okraji u pacientd s karcinomem
tlustého stfeva a rekta, kterd je dobfe reproducibilni a jejiz vysledky ukazuji, Ze vV porovnani se
standardné vyuzivanymi faktory vcetné TNM klasifikace dokaze s vy$$i piesnosti stanovit
riziko névratu nemoci. Bohuzel zatim chybi prospektivni klinicka studie, jez by podpoftila
vyuziti tohoto parametru pii rozhodovani o podani ¢i naopak nepodani adjuvantni terapie.
V nejbliz§i dobe lze podobné analyzy nadorového mikroprostiedi ocekavat téz u dalSich

nadorovych onemocnéni.

Veskeré analyzy nadorové tkané budou v blizké budoucnosti doplnény o analyzu stavu
imunitniho systému, kterd se jist¢ brzy stane pevnou soucésti vstupniho vysetieni kazdého
pacienta jesté pied zahdjenim onkologické terapie. Radu nadorovych onemocnéni pak bude
mozno UspéSn¢ 1éCit bez nutnosti chirurgického zasahu, jak ukazuji velmi slibna data
neoadjuvantniho podéani imunoterapie u MSI-high karcinomu rekta (Cercek A. et al, 2022) a
fady dalSich nadorovych onemocnéni (Pei F. et al, 2022; Coutzac C. et al, 2022; André T. et al,
2023). Mnoha maligni onemocnéni pak bude mozno 1é¢it kombinaci cilené terapie a inhibitord
kontrolnich bodi, pfipadn€ mimo télo modifikovanymi buikami imunitniho systému ¢i dalSimi

moduléatory imunitni odpovédi.
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7 SEZNAM ZKRATEK

Zkratka Vyznam

AAT protein alpha-1-antitrypsin

AMS-P pankreaticka amylaza (amylase pancreatic)

ATM gen ataxia telangiectasia mutated

AUC plocha pod ktivkou (area under the curve)

BARD1 gen BRCALl-associated RING domain 1

BRAF protein kédovany genem BRAF (B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase)

BRCA1 gen breast cancer 1, early onset

BRCA2 gen breast cancer 2, early onset

BRIP1 gen BRCAL interacting protein C-terminal helicase 1)

CA19-9 cluster antigen 19-9

CEA karcinoembryonalni antigen

CDH1 gen Cadherin-1

CDKN2A gen cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

Cl konfidenéni interval (confidence interval)

CRC karcinom kolon nebo rekta (colorectal cancer)

CTLA-4 protein kodovany genem CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4)

CYP gen cytochrom P450

CZECANCA  Czech cancer panel for clinical application

DFS pteziti bez nemoci (Disease free survival)

DNA kyselina deoxyribonukleova (deoxyribonucleic acid)

DJ-1 protein kodovany genem PARKY (Parkinsonism associated deglycase)

DSS nadorové specifické preziti (Disease specific survival)

ECD elektronovy cirkularni dichroismus

EGFR receptor pro lidsky epidermalni rustovy faktor ErbB-1 ¢ili HER1 (epidermal growth factor
receptor)

ER estrogenovy receptor

ERCC4 gen ERCC excision repair 4, endonuclease catalytic subunit

FANCE gen Fanconi Anemia Complementation Group E

FANCG gen Fanconi Anemia Complementation Group G

FT-IR infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

GDF-15 protein Growth/differentiation factor 15

HR hazard ratio

HR geny geny homologni rekombinace

HSP27 protein kodovany genem HSP27 (Heat shock protein 27)

HSP60 protein kédovany genem HSP60 (Heat shock protein 60)

CHEK2 gen pro checkpoint kinase 2

CHI3L1 protein kédovany genem CHI3L1 (Chitinase-3-like protein 1)

IGF-1 protein kodovany genem IGF-1 (insulin-like growth factor 1)
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IGF-2 protein kédovany genem IGF-2 (insulin-like growth factor 2)

IGFBP-2 protein kodovany genem IGFBP-2 (insulin-like growth factor binding protein 2)
K-RAS protein kodovany genem Kras (K rat sarcoma oncogene)

LR logistic regression

LU lymfaticka uzlina

MLH1 gen MutL homolog 1

MMP7 protein genem MMP7 (matrix metalloproteinase 7)

MRE11 protein MRE11

MSI mikrosatelitova instabilita

MSS mikrosatelitova stabilita

NAT1 gen N-acetyltransferase 1

NBN gen nibrin ¢ili NBS1 (Nijmegen breakage syndrome 1)

NGS next-generation sequencing

mOS median celkové preziti (median of overall survival)

MSH-2 gen MutS Homolog 2

MSH-6 gen MutS Homolog 6

N-RAS protein kodovany genem Nras (N rat sarcoma oncogene)

oC karcinom vaje¢niku a tuby (ovarian cancer)

OR Odds ratio

p hodnota p

PALB2 gen Partner and Localiser of BRCA2

PARPI inhibitory poly(ADP-ribose)polymerazy

PD-1 receptor programované smrti 1 (programed cell death 1)

PDAC duktalni adenokarcinom pankreatu (pancreatic ductal adenocarcinoma)
POLE gen DNA polymerase epsilon, catalytic subunit

PPM1D gen protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent 1D

PRSS1 gen serine protease 1

PTEN gen phosphatase and tensin homolog)

RAD50 protein kodovany genem RAD50 (Radiation sensitive 50)

RAD51C gen radiation sensitive 51C

RAD51D gen radiation sensitive 51D

Reg3A protein kodovany genem Reg3A (regenerating family member 3 alpha)
ROA Ramanova opticka aktivita

ROC receiver operating characteristic curve

RF random forest analysis

RR relativni riziko

S100P protein kédovany genem S100P (S100 Calcium Binding Protein P)
S100A11 protein kédovany genem S100A11 (S100 Calcium Binding Protein Al11)
SAA protein sérovy amyloid A

SHPRH gen SNF2 histone linker PHD RING helicase

51




SNV jednonukleotidové zamény (single nucleotid variation)

SOLID sekvenovani oligonukleotidovou liagaci a detci (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and
Detection)

STK11 gen Serine/Threonine Kinase 11

TFF trefoil factor family

TGFB transforming growth factor beta

TNM klasifikace nadoru podle tumoru, uzlin a metastaz (tumor, nodi, metastasis)

TIL tumor infiltrujici lymfocyty

TIMP1 protein kodovany genem TIMP1 (tissue inhibitor of metalloproteinasis 1)

TP celkova bilkovina (total protein)

TP53 gen tumor protein 53

VELIPI vascular emboli, lymphatic invasion, and perineural invasion

VUS varianty nejasného vyznamu (Vvariants of uncertain significance)

WES celoexomové sekvenovani (whole-exome sequencing)

WGS celogenomové sekvenovani (whole-genome sequencing)

ZN zhoubny novotvar
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