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Abstrakt

Precizace predikce lécebné odpovédi protinadorové imunoterapie
Autor: Mgr. Jana Novotna

Konzultant rigordzni prace: doc. PharmDr. Josef Maly, Ph.D.

Katedra socidlni a klinické farmacie, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové,
Univerzita Karlova

Uvod a cil: Protinddorova imunoterapie se v prib&hu nékolika poslednich let stala
dllezitou soucasti Ié¢by onkologicky nemocnych pacient(.

Cilem této prace bylo zhodnotit klinické parametry lé¢enych pacientld a nalézt
biologické markery, které by mohly mit prediktivni vyznam pro uéinnost nebo
naopak neucinnost pti [é€bé pembrolizumabem nebo nivolumabem.

Metodika: Vyzkum byl zaloZen na analyze dat pacientl |é¢enych nivolumabem
nebo pembrolizumabem v letech 2015-2020 na Onkologické klinice VSeobecné
fakultni nemocnice v Praze. Pacienti byli rozdéleni dle predem stanovenych kritérii
na respondéry a non-respondéry na zakladé jejich |écebné odpovédi. Posléze se
zmapovaly jejich klinické parametry, véetné nezddoucich ucink( na Iécbu.
U pacientll, jenz méli dostatek detekovatelného vzorku tkané, byla provedena
analyza prostfednictvim panelového sekvenovani. Timto byly ziskdny nadorové
genetické informace na drovni DNA i RNA. Poté se hledala vzdjemna korelace mezi
nalezenymi patogenimi i jinymi genomovymi variantami a lé¢ebnou odpovédi.
Data byla popsana deskriptivni statistikou.

Vysledky: Z celkového poctu 70 pacientu tvofili vétSinu (60 %) muzi, nejmladSimu
pacientovi bylo 42 let a nejstarSimu 86 let. Nejcastéjsi profil pacienta byl muz
ve vékovém rozmezi 70-79 let s diagndézou nemalobunééného karcinomu plic.
Vedle 1é¢eného onkologického onemocnéni trpélo 74 % pacientl jesté dalSimi
dvémi i vice diagndzami, nejcastéji (51 %) arterialni hypertenzi. U 14 % pacientl
se projevily imunitné podminéné nezaddouci UcCinky v souvislosti s lécbou
imunoterapii. 44 % pacientll odpovidalo definici respondéra. Detekovatelny
vzorek pro panelové sekvenovani mélo 17 % pacient(. Vice patogennich variant
bylo nalezeno u respondéri, kazdy mél minimalné 2 a median ¢inil 4. U non-
respondérli byl tento median 2,5. Bylo nalezeno 13 variant, které se objevovaly
pouze u non-respondérl, konkrétné se jednalo o varianty téchto gent: APC,
ARID2, BRAF, CDH2, CDK12, DPYD, ERBB4, H3F3A, KEAP1, KRAS, MTOR, NTRK3,
PMS2. Vyluéné u respondérd byly nalezeny 4 varianty, konkrétné genli GRM3,
GHF, MLL2 a NOTCH2.

Zavér: Klinické parametry pacientl neukazaly vyrazné abnormality a u obou skupin
bylo nalezeno nékolik potencialné prediktivnich marker( pro Ié¢bu checkpoint
inhibitory, avSak pro ovéreni statistické vyznamnosti je zapotrebi SirSiho vyzkumu
s vétSim mnozstvi pacientd.



Abstract

Precisation prediction of therapeutic response to cancer immunotherapy
Author: Mgr. Jana Novotna

Consultant: doc. PharmDr. Josef Maly, Ph.D.

Department of Social and Clinical Pharamcy

Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové, Charles University

Introduction and aims: Over the last few years, anticancer immunotherapy has
increasingly become an important agent in treatment of oncologic patients.

The aim of this thesis was to assess the clinical parameters and to find any
biological markers that would predict efficacy of pembrolizumab and nivolumab.

Methods: The research was based on retrospective data analysis of patients
treated with pembrolizumab or nivolumab during 2015-2020 at Oncology Clinic
of General Uviersity Hospital in Prague. The patients were divided into responder
or non-responder groups based on their treatment response. Subsequently the
analysis of clinical parameters, adverse events, panel gene sequencing of tumor
DNA and RNA was performed. Finally, the obtained data were tested to find any
correlations between biological markers and the treatment outcomes by the
descriptive statistic method.

Results: The data of 70 patients (60 % men, between 42-86 years old) were
analysed. The most frequent patient profile was man in age 70-79 years with non-
small cell lung cancer diagnosis. In parallel to oncologic conditions, the patients
were suffering from two and more diseases (74 %) of which arterial hypertensis
was the most frequent (51 %). Immune-related adverse events were found in 14
% of patients. The analysis identified 44 % of patients as checkpoint therapy
responders. Valid gene panel sequencing was performed in 17 % of the cases. The
responders exhibited more pathogen variants of genes (minimum 2, median 4)
than non-responders (median 2.5). Variants of these genes (total 13) were found
exclusively in non-responders: APC, ARID2, BRAF, CDH2, CDK12, DPYD, ERBB4,
H3F3A, KEAP1, KRAS, MTOR, NTRK3, PMS2. For responders, the exclusive 4
variants of mutations were found in genes GRM3, GHF, MLL2 and NOTCH2.

Conclusin: The clinical parameters of the patients did not show significant
abnormalities and several potentially predictive variants for treatment with
checkpoint inhibitors were found in both groups. Furthermore, larger groups
of patients should be assessed to confirm the results on basis of statistical
significance.



1 Uvod a cil prace

Imunoterapie se stala béhem nékolika poslednich let duleZitou soucasti
onkologické |é¢by v mnoha diagnézach. Svym odliSnym mechanismem ucinku vSak
vyzaduje specificky pfistup ve vyhodnocovani |ééebné odpovédi, ve zvladani
nezadoucich Gcinkd a je také nutnd znalost ne zcela béinych jevi jako jsou
hyperprogrese ¢i pseudoprogrese. Jakkoliv je objev imunoterapie velkym
milnikem pro lé¢bu nadorovych onemocneéni, klinické studie neukazuji, Ze by méla
byt ploSné nasazovana kazdému pacientovi s takovouto diagndzou. Naopak se
ukazuje jako velmi zdsadni umét identifikovat sprdvného pacienta a nasadit mu
ve spravny Cas spravnou lécbu. Nékteré markery predikujici Ucinnost jiz byly
popsdny a na zakladé dat z klinickych studii je jejich pfitomnost mnohdy také
podminkou pro indikaci dané lécby. Predikce efektivity ¢i toxicity |écby
imunoterapii vSak zatim neni zcela popsana, pozndna a pochopena. Dalsi badani

timto smérem je proto velmi Zadouci.

Cilem této prace bylo zhodnotit klinické parametry lééenych pacientd a nalézt
biologické markery, které by mohly mit prediktivni vyznam pro ucéinnost nebo

naopak neucinnost pti [é€bé pembrolizumabem nebo nivolumabem.

2 Teoreticka cast

2.1 Obecna protinadorova imunoterapie

Nadorova onemocnéni jsou vsoucasné dobé jednou z nejcastéjSich pricin
morbidity a mortality jak u dospélych, tak déti v Ceské republice (CR) i celosvétové.
Prestoze v CR vyskyt téchto zhoubnych onemocnéni dlouhodobé v celkovych
Cislech obecné roste, lze pozorovat rozdilné trendy u konkrétnich diagnoz.
Stagnujici ¢i klesajici incidence je pozorovana napfiklad u kolorektdlniho
karcinomu ¢i nadord plic u muzd, naopak se zvysuje vyskyt zhoubnych novotvart
prsu u Zen nebo karcinom( klze bez ohledu na pohlavi. Jelikoz je vék vyznamnym
rizikovym faktorem vzniku zhoubného bujeni, jednim z dlvodd zvysujici se

incidence muZe byt starnuti populace, stejné tak vsak ma vliv na tento trend, vedle



zivotniho stylu a prostredi, také zlepSujici se diagnostika spolu se screeningovymi
programy. Ackoliv jsou stale nadorova onemocnéni druhou nejcastéjsi pric¢inou
amrti v CR, od roku 2003 je zaznamendvan stale vyraznéjsi pokles mortality, a to

u obou pohlavi. [1,2]

v

Existuje nékolik moznosti pfistupl klécbé nadorovych onemocnéni, z nichz
farmakoterapie se radi k tém vyvojové mladsim a vétSinu v této kategorii tvofri
IéCiva s cytostatickym &i cytotoxickym ucinkem. Mechanismem ucinku téchto léciv
je nespecificka inhibice proliferace rychle se délicich bunék, coz vsak pfinasi také
nezadouci efekt v podobé toxického Ucinku na zdravé buriky lidského organismu.
V pfipadé hormondlné dependentnich nddorl lze zvolit |é¢bu zaloZenou
na hormonadlni terapii, ktera miva obvykle toxicitu nizsi. Za poslednich dvacet let
se také dostala do popredi spousta lécebnych modalit cilicich na konkrétni
mechanismy spojené s nadorovou aktivitou, které vSak pro svou vysokou

7

specifikaci maji mnohdy omezené moznosti vyuZiti. Oproti tomu dalsi |é¢ebnd

moznost protinddorova imunoterapie se jevi jako potencionalné Uéinna u znaéné

SirSiho mnoZstvi nadorovych subtyp. [3-6]

Pozitivni role imunitnich procest v navozeni dlouhodobé lééebné odpovédi proti
zhoubnému bujeni byla zndma jiz v90. let minulého stoleti a nadorova
imunoterapie rovnéz neni zcela novym pojmem. Avsak aZ v téchto letech zaziva
svlj opravdovy rozkvét, jelikoz priblizné od roku 2010 se tato |é¢ebnd modalita,
diky vyzkumu molekularnich interakci mezi nadorovymi a imunitnimi burikami,
zacala stavat uznavanou moznosti systémové Iécby a v soucasnosti ma své pevné

misto v komplexni onkologické péci. [4,7]

2.1.1 Protinadorova imunita

Ziskavani nejnovéjsich poznatk( o molekularni nddorové biologii ukazuje, Ze slozky
imunitniho systému vrozené i ziskané imunity dokdazi neoplastické burnky nejen
rozeznat, ale také je eliminovat mnohdy jesté pred projevem prvnich klinickych

ptiznak(l onemocnéni. Detekovani nddorovych bunék jako pro organismus cizi



bunky je stéZejni pro aktivaci imunitniho systému. Déje se tak prostrednictvim
nadorové specifickych antigen(, které byvaji exprimované na povrchu nadorové

buriky. [4,8-10]

»Cancer immuno-editing” je hypotéza popisujici editaci nadoru imunitnim
systémem, nékdy byva nazyvana také jako teorie tfi ,,E“ (elimination, equilibrium,
escape). Jak jiz z ndzvu vyplyvd, imunitni reakce vici nadoru se déli do tfech krokd,
pricemzZ prvni z nich je eliminace, kdy jsou vSechny premaligni i maligni buriky
imunitnim systémem ihned po rozpoznani zni¢eny. Druha a zaroven nejdelsi faze,
ktera muUzZe trvat i desitky let, je rovnovdha neboli equilibrium. V tomto obdobi
dochdzi prakticky neustdle kinterakcim mezi transformovanymi burikami
a slozkami imunitniho systému, které nadorovou populaci rozpozna a posléze
likviduje. Nadorové buriky jsou velmi heterogenni, v pridbéhu ¢asu mutuji a vznikaji
nové fenotypy, které maji za Ukol imunitnimu systému uniknout. Do tohoto kroku
vsak zpravidla jesté napadenému organismu nezpUsobuji problémy, ty mohou
nastat v posledni fazi zvané unik (escape). Zde jiz zpravidla dochazi k agresivnimu

rdstu i tvorbé metastaz. [1,11,12]

Eliminace nadorovych bunék prostfednictvim bunécné imunity je zaloZena
zejména na aktivité CD8+ cytotoxickych T lymfocytd, které se mohou nachazet
ve stromatu nadorové masy u rliznych typ( nadorl. Tento fyziologicky proces
nastava pri souc¢asném fungovani vsech (ko)stimulacnich a inhibi¢nich signald,
které zajistuji adekvatni odpovéd na zmutované burky ci infekci za soucasného
udrZeni rovnovahy a zamezeni vzniku autoimunitnich reakci. Vzajemné pusobeni
inhibi¢nich i aktivacnich molekul znazorfiuje Obr. 1. StéZejni molekulou
pro zakladni stimulacni signal je T bunécny receptor (TCR) nachazejici se
na povrchu Tlymfocytll. Tento receptor umi rozeznavat antigenni peptidy
prezentované hlavnim histokompatibilnim komplexem (MHC). Ten se déli na dva
zakladni typy. A to MHC tfidy | nachazejici se na povrchu veskerych jadernych
bunék a MHC tfidy I, ktery se vyskytuje pouze na povrchu antigen- prezentujicich
bunék (APC), a témi jsou naptiklad dendritické burky (DC). Uméji vyhledat,

9
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Obr. 1 Inhibice a aktivace T bunék, prevzato z [8]

fagocytovat, zpracovat anasvém povrchu prostfednictvim MHC vystavit
fragmenty rliznych antigenu, véetné téch uvolfiovanymi nadorovymu burnkami, jak
je graficky zndzornéno na Obr. 2. V lymfatické uzliné ndsledné dochazi k zasadni
vazbé MHC a TCR, ktera mUze vést k aktivaci T lymfocytu a jeho pfislusné imunitni
odpovédi proti danému prezentovanému antigenu. Aby tato reakce probéhla,
musi dojit jesté k nékolika podplrnym ko-stimulacnim signaliim, jako je napfiklad
interakce mezi molekulami CD28 a CD80 (neboli B7.1). Na druhou stranu vsak
existuji také vazby, jenz plsobi naopak inhibicné a zabranuji dalsi aktivaci
T lymfocytl. Timto zpUsobem organismus brani sdm sebe pred nekonecnou
imunitni reakci, kterd by mohla mit za disledek autominuitni onemocnéni. [1,9,13-

16]

Nedilnou slozkou protinadorové imunity jsou také B lymfocyty, jejimz hlavnim
Ukolem je produkce protilatek neboli immunoglobulinG a pamétovych bunék.

Po navazani antigenl na receptory B lymfocytli a za soucasného pUsobeni

10



pomocnych molekul, jako jsou napfiklad cytokiny nebo interferon gama, dochazi
k mnoZeni a diferenciaci B lymfocytli na pamétové nebo plazmatické buriky. Prvni
zminované zUstavaji po zbytek Zivota v organismu a jsou soucasti imunologické
paméti, jelikoz zprostfedkovavaji urychlenou sekundarni imunitni odpovéd

po opétovném setkani s danym antigenem. [17,18]

i Thi bunéénd odpoved
‘ (a3

Mg ﬂ

HAGE! , (D MHC
/ &' (D4T lymfocyty

@

o

i

g (T

i aktivace DL
¥ - ;
T\
HSP00 X ¥ . + \ np R ‘.‘ CTL bunétna odpoved
it L g
Zva nadorov apoptoticks L
burka imunagenni 5 AL nezdrala OC e
e nadorova buka i g Zrala O
bunééna smrt Zpracovani a prezentace D8Tymhocyy
nadorovych antigend

Obr. 2 Protinddorovd imunitni odpovéd, prevzato z [14]

Ve specifické protindadorové imunitni odpovédi maji své odmyslitelné misto
nejenom T a B lymfocyty, ale podstatnou roli hraji také NK buriky, které rovnéz
nesou receptor pro MHC. Diky nému rozpoznavaiji a likviduji buriky s abnormalné
nizkou expresi tohoto glykoproteinu, ¢imz mohou niéit vicero typl nadorovych
bunék, pro které je tento nizky vyskyt MHC typicky. VSechny tyto tfi aktivované
slozky imunitniho systému migruji z lymfatické uzliny krevnim recistém
do nadorové periferie a ddl do samotného mikroprostfedi nadoru, kde spolu

s dalSimi plsobky vykonavaji cytotoxickou aktivitu. [1,14,19]

Nadorové bunky vsak uméji vyuzZivat rizné mechanismy, které vyrazné reguluji
imunitni odpovéd. Casto se jedna o inhibiéni reakce, které jsou pro organismus
fyziologické, slouzi k udrzovani homeostazy a zastaveni imunitni reakce v dobé,
kdy jiz nadale neni potfeba. V nadorovém mikroprostiedi casto dochazi
k akumulaci regulacnich T Iymfocytld, které maji pravé inhibi¢ni funkci.
Tu vykondvaji prostfednictvim exprese rdznych molekul, jako jsou napftiklad
cytotoxicky T lymfocytarni antigen 4 (CTLA-4) a ligand programované bunécné

11



smrti 1 (PD-L1), které jsou také nazyvany ,checkpoint inhibitory” a blokuji
¢i znemoznuji imunitni reakce. Ztohoto ddvodu jsou vyvijeny specifické
monoklonalni protilatky, které inhibi¢ni plGsobeni odblokuji a imunitni bunky
mohou opét cytotoxicky plsobit. Tento mechanismus spada pod protinadorovou

imunoterapii. [7,20,21]

2.1.2 Imunoterapie v Ié¢bé nadorovych onemocnéni

V dnesni dobé jiz existuje hned nékolik moznosti, jak v boji s nadorovymi
onemocnénimi vyuzit imunoterapii. Jeji pouZiti Ize primarné rozdélit na antigenné
nespecifické a specifické mechanismy. Zakladnim mechanismem nespecifické
podpory je stimulace fyziologickych funkci imunitniho systému, jako je napfiklad
aplikace cytokint, ¢i riznych imunostimulacnich latek nebo podpora vyvoldni
zanétlivé reakce pomoci BCG vakciny. Mnoha uskali pfi pouziti téchto Ié¢ebnych
postupd, jako je napftiklad riziko podpory ristu nddor( prostfednictvim navozeni

utlumeni imunity, jsou divodem pro jejich limitované vyuZiti v praxi. [7,22,23]

NejrozsSitrenéjsi oblasti antigenné specifické imuterapie jsou monoklondlni
protilatky. Jejich historie sahd do minulého stoleti, kdy byly monoklondlni
protilatky klonu B lymfocytl poprvé pripraveny standardizovanym postupem
v roce 1975 Césarem Milsteinem a Georgem J. K6hlerem. V této dobé byl dulezity
objev pomérné prehlizen, avSak postupem c¢asu na néj bylo opét upozornéno
avroce 1984 za néj, spolecné s Nielsenem K. Jernem, ziskali Nobelovu cenu

za lékaftstvi. [22,24,25]

K ziskani monoklonalni protilatky je zapotfebi nejprve izolovat buriky produkujici
specifickou protilatku a to nejéastéji ze sleziny nebo lymfatickych uzlin zvitete, jenz
bylo pfedem imunizovdno pfislusSnym antigenem. Ndsledné jsou tyto bunky
imortalizovany, aby vznikl hybridom, jenz ma kromé schopnosti produkovat
protilatky také vlastnost nekonecného déleni. Pro ziskani vyhodnéjSich parametr(
se postupné zacaly prostfednictvim genetického inZzenyrstvi protlildtky upravovat

tak, aby byly tzv. rekombinantni, coZ zajistuje jejich vyssi afinitu, speficitu, pocet
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vazebnych mist a je zde také mozZnost jejich dalSich modifikaci. Nejcastéji jsou
v dnesni dobé vyuZivany protilatky produkovany ovarii kiecika ¢inského. Avsak
tyto zvifeci latky jsou pfirozené vnimany lidskym organismem jako cizorodé
a spousti proti nim imunitni reakce vedouci k zanétlivym procesiim i dalSim
nezadoucim reakcim. Z tohoto divodu jsou protildtky humanizovany procesem,
béhem néhoiZ je ¢ast nevazajici antigen (tzv. Fc-fragment) nahrazena frakci
lidského imunoglobulinu. A pravé tyto specifické rekombinantni humanizované
monoklonalni protilatky jsou vyuzivany v terapii nddorovych onemocnéni, stejné
tak jako protilatky humanni neboli pIné lidské. Pro rychlé rozpoznani typu
protilatky se ustanovilo jejich ndzvoslovi, respektive koncovky v jejich nazvu.
Protilatky humanizované konci na -zumab a ty humanni na -mumab. Vizualizace

vsech jednotlivych typu protilatek je zndzornéna na Obr. 3. [26-29]

TELY

@ ® © ©

Obr. 3 Typy monoklondlnich protilatek uZivanych v terapii: mysi (a), chimérickd (b), humanizovand (c),
lidska (d), prevzato z [26]

Kontrolni body imunitni reakce

Naddle pokracujici vyzkum biologie nadortd a jejich biomarkerl umoziuje stéle
presnéjsi zacileni |éCby. Jednou z nejvice dynamicky se rozvijejici oblasti jsou tzv.
checkpoints neboli kontrolni body imunitni reakce, jejichz hlavnimi aktéry jsou
plUsobky, které svym navazanim inhibuji imunitni systém a zvySend akumulace
muze vést aZz k jeho ,vypnuti“. Pravé na tyto molekuly ¢i vazebna mista cili
specificky vyvinuté monoklonalni protilatky s imunomodulaénim efektem, pomoci

néhoz danou drahu zablokuji a tim navraceji funkci imunitniho systému. Terapie
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pomoci checkpoint inhibitor( tedy komplexné ovliviiuje interakce nadorovych
a imunitnich molekul, ¢imzZ radikalné méni progndézu nékterych typl nadorovych
onemocnéni a u mnohych z nich jsou jiz také pevnou soucdsti doporucenych

postupu. [7,14,30,31]

CTLA-4 je receptor nachazejici se na plazmatické membrané aktivnich T lymfocytt
a vazajici se na ligandy molekul typu B7, konkrétné CD80 a CD86, jeZ jsou
exprimovany na povrchu APC. Pro (de)aktivaci imunitni reakce je zdsadni, na ktery
receptor se ligandy CD80 a CD86 navazi. Zatimco vazba s CD28 je aktivacni, vazba
na CTLA-4 je inhibi¢ni. Tyto dva receptory jsou si homologni antagonisté, avsak
vyssi afinitu k ligandlim ma CTLA-4 a svou vazbou brani interakci s CD28. Dochazi
k negativni regulaciimunitni odpovédi, coZ je Zadouci v pfipadé, kdy se organismus
jiz wvyporadal scizorodym patogem, avsak kontraproduktivni pfi boji
s pretrvavajicim nddorovym onemocnénim. Zde Ié¢ba naopak vyzaduje pokracujici
imunitni reakci, a proto byly vyvinuty protilatky speficicky zamérené proti CTLA-4,
které se na tento receptor navazi, a tim jej zablokuji. V disledku toho zUstavaji
ligandy CD80 a CD86 volné pro CD28, jejichz vazba plisobi jako ko-stimulacni signal
pro aktivitu T lymfocytl. Prvni av CR stéle jedinou registrovanou molekulou
tohoto typu je ipilimumab a to vindikaci pokrocilého renalniho karcinomu

a pokrocilého melanomu. [12,14,32,33]

Receptor programované bunécné smrti 1 (PD-1) a jeho ligand programované
bunécné smrti 1 (PD-L1) jsou dalsi efektivni cil pro monoklonalni protilatky.
Ty zpUsobuji blokaci inhibi¢ni drahy PD-1/PD-1, kde PD-1 je receptor, nachazejici
se zejména na povrchu aktivovanych T i B lymfocytl. PD-L1 je ligand, ktery se
na tento receptor vaze a dochazi k inhibici bunék. Fyziologicky se ligand nachazi
na imunitnich bunkach, avsak dokazi jej exprimovat také nékteré nddorové buriky
a tim zablokovat protinddorovou imunitni odpovéd. Exprese téchto molekul je
v ¢ase i misté dynamicka. Pro pfirozeny imunitni proces plati, Ze jejich mnoZstvi
se zvysSuje s pozdéjSimi fazemi imunitni reakce tak, aby nakonec byla tato reakce

zastavena, byla zachovdana homeostdza a nedochdzelo kautoimunitnim
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poskozenim, podobné jako u CTLA-4. Ve zvySené mire uméji exprimovat PD-L1
napriklad nadorové buriky melanomu, urotelialniho karcinomu,
nemalobunécného karcinomu plic, karcinomu ledvin, prsu, ovarii, déloZzniho ¢ipku,
slinivky ¢i zaludku. V protinddorovém boji je vSak tato exprese nezadouci.
Inhibovat tuto signalni drahu je mozné jak prostfednictvim protildatek proti
receptoru PD-1, tak proti jeho ligandu PD-L1. V CR jsou na rGizné typy nadorovych
onemocnéni registrovany dvé PD-1 protilatky a to nivolumab a pembrolizumab
a tfi PD-L1 protilatky, kterymi jsou atezolizumab, durvalumab a avelumab. Jak je
naznaceno na Obr. 4, navazanim téchto protilatek dochazi k poruseni vazby PD-
1/PD-L1, T Iymfocyty zUstdvaji aktivované a tim je zachovana pfirozend

protinddorové imunitni odpovédi. [14,33-35]

= S B 1dorovd
unécny urka
§ ol receptor MHC
PD-1

@ anti-PD-1 mAb

J
= *;;‘E

Obr. 4 Kontrolni body imunitni reakce CTLA-4 a PD-(L)1, prevzato z [14]
Vysvétlivka: mAB — monoklonalni protilatka

2.2 Prediktory ucinnosti protinadorové imunoterapie

Protinddorovd imunoterapie se stava soucasti komplexni |é¢by ve stdle vice

diagndzach, a prestoze o této |écebné modalité vime jiz mnoho, zUlstavaji zde

i oblasti vyzadujici dalsi klinicky vyzkum. Ne zcela zodpovézené jsou otazky
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na vhodné nacasovani, kombinacni lé¢bu a zejména identifikaci spravného
pacienta nejvice profitujiciho z |é¢by imunoterapii. Védecké badani se proto hojné
zaméruje na hledani prediktivnich biomarker(i, které by mohly pomoci
personalizaci |écebnych postupl pro konkrétniho pacienta s konkrétnim
subtypem nddoru a tim mimo jiné pomoci precizovat predikci efektivity [é¢ebné
odpovédi. V soucasné dobé se vyzkum vyrazné posunul u nékterych konkrétnich
nadorovych biomarker(, ale stale vice rezonuje také téma vlivu lidského

mikrobiomu. [7,36,37]

2.2.1 Ligand a receptor programované bunéc¢né smrti 1

PD-1 je transmembranovy glykoproteinovy receptor skladajici se z288
aminokyselinovych zbytk( a radici se do rodiny proteini CD28/B7, s jejichz
ostatnimi cleny vykazuje homologii 21-22 %. PD-1 exprimuje predevsim
na povrchu aktivovanych Ti B lymfocytt, NK bunikach, tumor infiltrujicich bunkach
a DC. Naopak na neaktivovanych imunitnich burnkdch je exprese nizka, avSak
po jejich aktivaci se vyskyt rapidné zvysuje a to jiz béhem nékolika malo hodin.
Stimulace muize byt také vyvolana plsobenim cytokinG zvané interleukiny (IL),
konkrétné IL-2, IL-7, IL-15 a IL-21 nebo také zvySenou aktivitou drahy PI3K/AKT.
Pro receptor PD-1 maji specifickou afinitu ligandy PD-L1 (neboli B7-H1 ¢i CD274)
a PD-L2 (neboli B7-DC ¢i CD273). [34,36,38]

PD-L1/2 jsou transmembranové glykoproteiny patfici do imunoglobulinové rodiny
B7. Oba dva ligandy maji inhibi¢ni efekt, avSak misto jejich exprese se pomérné
zasadné lisi, jelikoz zfejmé pini jinou funkci vimunitni odpovédi organismu.
Zatimco PD-L2 exprimuje prevainé na APC, jako jsou DC ¢i makrofagy, PD-L1 se
nachdzi na povrchu nejen téchto imunitnich bunék, ale také na T a B lymfocytech
a zejména také na burikdch nadorovych. Ty diky tomu uméji tlumit imunitni reakci,
jelikoz vazbou PD-L1 na PD-1 dochazi ke kaskadovitému ovlivnéni hned nékolika
chemickych a signdlnich procesl, které maji za nasledek zastavu bunécéného cyklu,
zmény metabolismu az apoptézu T lymfocytl. Vyssi exprese PD-L1 nepfiznivé
ovliviiuje progndzu a tento typ nadorl obvykle vykazuje také vétsi agresivitu.
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Mapovani inhibi¢ni drahy PD-1/PD-L1 zaZilo v polednich letech svij obrovsky
boom a postupné se zacileni na jeji blokaci testovalo na stdle vice diagnézach,
od prvnich indikaci jako je maligni melanom ¢i karcinom ledviny, pres
nemalobunécény karcinom plic ¢i urotelialni karcinom az po triple negativni
karcinom prsu, u ¢ehoz vsak klinické studie nekonc¢i a posunuji se k diagnézam

dalSim. [34,35,39]

2.2.2 Mutacni nadloz a mikrosatelitova instabilita

Mutacni nalozi (TMB) rozumime pocet somatickych protein ménicich mutaci
v nddorovém genomu na 1 milion bdzi DNA, jednodusSeji jako mnoZstvi
neoantigenli na povrchu nddorové bunky. Vypocet se provadi pomoci rdznych
typl genomového sekvenovani. Aktudlné je jednou z nepouzivanéjsi metod cilené
sekvenovani na tzv. sekvenacnich panelech, jenz jsou dopfedu definovany
a mohou obsahovat desitky i stovky genl ¢i genomovych oblasti. JelikoZ tato
metoda cili na konkrétni geny, umoznuje jejich dlisledné mapovani s vysokou miru
senzitivity. Interpretace vysledkl je diky tomu snadnéjsi s nizsi mirou chybovosti.
Predem dana selekce sledovanych genl mulze vsak byt také nevyhodou, jelikoz
nedochazi k zachyceni jinych potencidlné vyznamnych mutaci. Finan¢ni ndro¢nost
v porovnani s ostatnimi metodami je spiSe nizsi. Témi dalSimi metodami jsou
celogenomové nebo celoexomové sekvenovani, které jiz pokryvaji vétsi Sifi mutaci
napfi¢ celym genomem ¢i z kddujici oblasti genomu. S tim samoziejmé souvisi
moznost detekce i zcela novych nddorovych mutaci, avsak také znacné vysoka
finanéni a casovd naroCnost v porovnani s metodou prvné zminovanou.
Problematickou oblasti u tohoto markeru je rozdilnost v tom, kdy mutace vznika,
zda na zpoc¢datku karcinogeneze, nebo v pozdéjsich fazich, respektive jestli proces
vede k zdméné aminokyselin a posléze tedy ke vzniku neoantigenu. V poslednich
letech se vyzkumy zaméruji na korelaci vysoké TMB s odpovédi na protinadorovu
imunterapii a v nékterych z nich se jiz u téchto pacientl ukazala vys$si mira odezvy

na tuto Iécbu, jak také naznacuje Obr. 5. Tento marker Ize pozorovat u pfiblizné
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5 % ze vSech solidnich nadord, ¢astéji zejména u nemalobunééného karcinomu plic

a melanomu. [36,40,41]
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Obr. 5 Korelace mutacni ndloZe a objektivni Ié¢ebné odpovédi u riznych typt nddord, prevzato z [36]

Nadory s vysokou TMB obvykle disponuji také tzv. mikrosatelitovou instabilitou
(MSI) neboli hypermutabilnimi specifickymi sekvencemi, které se nazyvaji
mikrosatelity. Takto se oznacuji kratké repetitivni genomické frekvence
s pfirozené vyssim vyskytem mutaci, jenz jsou zapficinény poruchami oprav DNA
po chybném parovani bazi. Proto vznikaji mikrosatelitové frekvence zkracené nebo
naopak prodlouzené. Vyskyt MSI je v soucasnosti nejvice popsan u kolorektalniho
karcinomu, ale byl jiz pozorovan také napf. u nadoru prsu ¢i plic. Na zakladé
rozsahu mutacnich zmén se déli nadory s vysokou (MSI high), nizkou (MSI low)
instabilitou nebo mikrosatelitové stabilni. Jiz byla vypozorovana korelace mezi

MSH high nadory (napf. typicky nadory pravého trac¢niku) a pritomnosti silné
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imunitni odpovédi, spojené s lepsi progndzou, nez maji ostatni typy kolorektalnich
karcinomu. Nejednd se vSak pouze o pacienty s touto diagndzou, u kterych byl
pfi sou¢asné MSI high a |écbé protinddorovou imunoterapii pozorovan vyznamny

|écebny benefit. [36,40,42]

Predikéni hodnota téchto biomarker( i jejich vzajemné korelace je stéle
pfedmétem dalSich vyzkumu, pficemz situace bude ziejmé znatelné rozdilna
u jednotlivych diagndz, jelikoz velké diferenciace vykazuji také r(izné subtypy
daného nadorového onemocnéni. A ani pacienti sidentickou histologickou
diagndzou a totoZznymi hodnotami danych markerd, nemusi mit stejnou lé¢ebnou
odpovéd na danou lécebnou modalitu. Naptiklad béhem klinickych studii
protinddorové imunoterapie u nemalobunééného nddoru plic byla zjisténa zhruba
stejnd spolehlivost predikce efektivity z TMB, tak z PD-L1. AvSak béhem
obdnobnych studii u stejné i jinych diagndz se naopak tyto dva markery ukazaly
jako na sobé zcela nezavislé a nekorelujici. Vysledky jiné studie u totozné diagndzy
ukazaly vyssi klinicky benefit u pacientli s TMB high neZ u pacientl s expresi PD-
L1. AvSak ne vSichni pacienti s prokdzanym TMB high na IéCbu vibec zareagovali,
na druhou stranu néktefi pacienti s TMB low se ukazali jako dobfi respondéri
na imunoterapii. Klinické vyzkumy v téchto oblastech tedy stale pokracuji s cilem

nalézt nejlepsi moznosti vyuziti benefitu z predikce tohoto markeru. [36,40,41,43]

2.2.3  Tumor infiltrujici lymfocyty

Mikroprostfedi nadoru netvofi pouze nadorové buriky, ale mohou se zde
vyskytovat také fibroblasty, buriky kolegenni, vaskularni, nebo do zna¢né miry také
bunky imunitniho systému, prevdiné leukocyty. Mezi né patfi mimo jiné DC,
makrofagy, neutrofily a zejména lymfocyty (NK bunky, T i B lymfocyty), které
se pro tuto svou vlastnost nazyvaji tumor infiltrujici lymfocyty (TILs). Mohou
se nachdzet pfimo vintratumoralnim mikroprostiedi, na jeho okrajich i
ve spadovych lymfatickych uzlinach a dle mista vyskytu ¢i naopak absence TILs se
mohou nadory délit na tfi zakladni imunofenotypy. Prvni jsou nddory se zanétlivou
infiltraci (immune-inflamed), kdy se imunitni plsobky dostavaji pfimo

19



do mikroprosttedi nadoru a tim se nachdzeji v pfimé blizkosti nddorovych bunék.
Ale zejména vSak cytotoxické T lymfocyty nejsou schopny na misté nadorové
bunky nicit a to napriklad z dGvodu jejich inhibice prostfednictvim drahy PD-1/PD-
L1. Ze své podstaty md tedy tento fenotyp nejvétsi potencidl pro ucinnost
imunoterapie. Pro dalsi imunofenotyp (immune-excluded) je typické, Ze tyto
imunitni bunky zUstavaji na periferii ¢i ve stromatu nadoru, proto je zde |écba
zamérena na checkpoint inhibitory pomérné neucinnd. A pro posledni nadorovy
fenotyp je potencial efektivity této Iécebné modality jesté nizsi, jelikoZ je témér Ci
zcela bez zanétlivé infiltrace at uz v nadorovém mikroprostredi ¢i na jeho periferii.
Potencidl predikce tohoto biomarkeru je ale limitovan heterogenitou nadorového
infiltratu, kde se mohou nachdzet jak latky podporujici, tak inhibujici nadorovy
rast, a nabizi se hlubsi rozliSovani jednotlivych bunék, nez je doposud bézné. Avsak
napriklad diferenciace rGznych typd lymfocytl nemusi byt vidy snadna ¢i jednotna
a to jak u rlznych nadorovych onemocnénich, tak dokonce u jejich subtypu.
Vysledky klinickych studii zaméftujici se na prediktivni vyznam TILs ukazuji mnohdy
rozporuplné vysledky, pojitkem vSak vétSinou byva predpoklad pozitivnéjsi
progndzy u nadoru s vysSim prinikem zanétlivych bunék do jeho mikroprostredi.
Konkrétné napriklad u maligniho melanomu se také v mezindrodnich
doporucenych postupech uvadi TILs vySetfovani u bioptického vzorku jako
standardni, prestoze studie nehovotijednoznacné o jeho prognostickém vyznamu.
vysledky a dalsi analyzy proto jsou nevyhnutelné pro adekvatni vyuziti potencialu

tohoto biomarkeru. [20,44,45]

2.2.4 Mikrobiom

Mikroorganismy, jako jsou bakterie, viry, kvasinky, houby ¢i prvoci nachazejici se
v lidském téle se souhrnné nazyvdji mikrobiom. JelikoZz obvykle predstavuje
priblizné 1-3 % hmotnosti ¢lovéka a ma svij nezastupitelny vliv na fungovani
a zdravi organismu, midzZzeme si o ném v nejedné publikaci precist jako o dalsSim

orgdnu. Na zdravé lidské télo, které je tvorena zhruba 30 biliény bunék, ptipada
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na 10-100 trilion( bakteridlnich bunék a tvofi spolu jeden ekosystém. Bakteridlni
bunky jsou schopny syntetizovat ¢i transformovat znacnou ¢ast metabolitd, jako
jsou hormony ¢i vitaminy a tim samoziejmé plsobit na lidsky organismus, jak
v pozitivnim, tak negativhim slova smyslu. Nejvétsi ¢ast mikroorganismd, at
uz fyziologicky Ci patologicky pusobicich na ¢lovéka, se nachazi ve stfevé, kde tvori
zhruba 1-2 kg jeho hmotnosti. Skladba lidského mikrobiomu je velmi individualni
a ovliviuje vedle traveni také nervovy Ci imunitni systém, coz ma za nasledek
napftiklad pravé také rlznou reakci imunitniho systému na nadorové onemocnéni.

[46,47]

S pfichodem protinddorové imunoterapie tato myslenka zacinala nabyvat
naintezité a byla provéfovana nejprve pre-klinickymi studiemi na zvifatech.
Vysledky nékterych z nich, jez prezentovala Ayelet Sivan v roce 2015, poukdazaly
na stimulujici vliv Bifidobacterium na Ucinnost imunoterapie cilici napf. na PD-L1
Ci CTLA-4 drahu. Konkrétné byla u cytotoxickych T lymfocyt( pozorovana zvysena
inflitrace tumoru a produkce interferonu gama nebo také aktivizace dentridickych
bunék. Dalsi vyzkum na mysich zase poukdazal na stimulacni efekt u B. fragilis,
jejichz antigeny se zfejmé vyznaluji zkfizenou reaktivitou s nadorovymi
neoantigeny. Pre-klinické studie ukazaly také na nizsi odpovéd na imunoterapii
u mysi, které byly predlééeny antibiotiky a jejich stfevni mikrobiom byl tedy
oslaben. To vSe je ndznakem pro korelaci mezi slozenim stfevniho mikroprostredi
a stavem imunitniho systému, potazmo ucinnosti imunoterapie. Timto by se dalo
o mikrobiomu hovofit jako o jednom z dalSich prediktivich biomarkerd. Hojny

pocet klinickych studii se proto aktualné touto otazkou zabyva. [46,48-50]

Napriklad v roce 2018 uznavana onkolozka Laurence Zitvogel publikovala data
z klinickych studii s onkologickymi pacienty |éc¢enych checkpoint inhibitory cilici
na drahu PD-1/PD-L1. Tato i dalsi data shodné naznacuji vliv rozdilného slozeni
mikrobiomu na ucinnost i toxicitu Ié¢by. Obecné se ukazaly rozliSnosti ve skladbé
mikroorganismu, bylo vSak potfeba najit klicové urcujici respondéra a non-
respondéra na lécbu. Za timto ucelem se ve studiich sekvenovalo DNA vzorkU
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stolice l1é¢enych pacientl jesté pred nasazenim lé¢by imunoterapii a vyselektovaly
se vyrazné zastoupené kmeny u odpovidajicich i neodpovidajicich jedincd. Avsak
pouze nékteré ztéchto kmenl se shodovaly napfic jednotlivymi klinickymi
genetickymi faktory, metodami odbéru a zpracovanim vzorku ¢&i naslednymi
analyzami DNA. Tento potencidlni prediktivni faktor je tedy potfeba hloubéji
studovat a to v€etné presné diagnostiky plsobeni probiotik, prebiotik ¢i synbiotik.
Ty jsou registrovany maximalné jako dopliky stravy nikoliv viak jako lécivé
pripravky se schvalenou indikaci k jakékoliv 1é¢bé, ¢i premedikaci u protinddorové

lécby. [46,48,49]

2.3 Hodnoceni lécebné odpovédi protinddorové terapie

Se zvysujicim se poctem lééebnych modalit zkousenych v klinickych studiich
pro onkologickda onemocnéni pfirozené vyvstala potfeba o sjednoceni hodnoceni
|éCebné odpovédi na tyto rdzné pristupy nejen ve studiich, ale také v klinické praxi.
Za historického prukopnika pro toto hodnoceni se povazuje systém Svétové
zdravotnické organizace zroku 1981. Zakladni myslenkou bylo stanovovani
velikosti nddorové masy pred lé¢bou i béhem |é¢by a tato méreni porovnat
za cilem zjiSténi pripadné regrese nadoru a tim ovéreni efektivity dané Iécby.
Postupem casu vznikla potreba tento zpfistup zrevidovat a poupravit, proto byly

v roce 2000 ustanovena tzv. RECIST kritéria. [51,52]

2.3.1 RECIST kritéria

Response Evaluation Criteria In Solid Tumours, zkracené RECIST kritéria pfinesla
nejvétsi zménu zejména v tom, Ze se zacala méfit pouze nejdelsi strana tumorové
|éze nikoliv mnohacetné méreni z vice stran nddoru. Dalsi zpfesnéni se tykalo také
méritelnosti [ézi. Mimo jiné se za neméfitelnd zacala povaZovat loZiska mensi nez
10 milimetrld. O devét let pozdéji, v roce 2009, byla kritéria opét revidovana
a vznikla verze platnd dodnes oznadovana jako RECIST 1.1. Zde bylo napfiklad
definovano také posuzovani lymfatickych uzlin ¢i se specifikovalo hodnoceni

novych lézi. V praxi se dle téchto instrukci nejprve vyberou léze méritelné,
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z kterych se dle presnych definic vyberou ty cilové, jejichZ nejdelSi rozmér se zméfri.
Téchto lézi mize byt maximalné pét a vjednom organu dvé, pficemz se vybiraji ty
dobre méfitelné. Ostatni se neméfi ale pouze se pozoruje jejich (ne)pfitomnost.
Taktéz se eviduji pripadné léze nové vzniklé. Na zakladé tohoto principu mulze
razny lékar zvolit rizné léze, které se budou vyhodnocovat, avsak vyzkumy
dokdzaly vtéchto pripadech shodné vysledky jejich vyhodnoceni. Samotna
metodika posuzovani lézi je neménnd, rovnéz jako vystupy z ni. Pokud dojde
prakticky k vymizeni vSech cilovych |ézi, hovofi se o kompletni odpovédi. Dojde-li
na kontrolnim méreni ke snizeni souctu nejdelSich rozmér minimalné o 30 %
ve srovnani se vstupnim vySetfenim, nazyva se tento stav parcidlni odpovédi.
Naopak, pokud dojde ke zvétseni o 20 % a vice, hovofi se o progresi onemocnéni.
Neodpovida-li kontrolni ndlez ani jedné definici, tedy neni-li ani stav natolik lepsi

¢i horsi, hodnoti se jako stabilizace onemocnéni. [51-53]

2.3.2 Immune RECIST kritéria

Lééba imunoterapii je v mnoha ohledech specificka a vykazuje natolik rozdilné
aspekty béhem jejiho podavani, Ze se postupem casu ukazala RECIST kritéria jako
ne zcela adekvatni pro hodnoceni ucinnosti této |écby. Proto vznikla immune
RECIST, zkracené iRECIST kritéria, ktera sice z velké miry vychdzeji z RECIST 1.1,
avSak zohlednuji také odliSnosti a nové jevy souvisejici s [é€bou imunoterapii. Mezi
né muzeme fadit napfiklad prechodné zvétSeni nddorové masy i pozdéjsi nastup
ucinku lé¢ebné odpovédi. Proto se dle iRECIST kritérii prvni zhodnoceni provadi az
ve 12. tydnu po zahdjeni Ié¢by a pokud je v tomto Case zjisSténa progrese, oznacuje
se jesté jako nepotvrzend a lécba nema byt ihned ukoncena. Je indikovano
opétovné posouzeni stavu za zhruba 4—-8 tydnu a pokud i zde nélez spliiuje definici
progrese, oznacuje se jiz za progresi potvrzenou. Postup pii vyhodnocovani
celkové |é¢ebné odpovédi je popsan na Obr. 6, kde jsou rovnéz uvedeny zavedené
a béiné pouzivané zkratky. Pokud se vSak jednda o |éfebnou odpovéd
vyhodnocenou dle iRECIST kritérii, uzivd se v ndzvoslovi mirnd odlisnost, a to

vloZzeni pismena ,i“ pfed danou zkratku lé¢ebné odpovédi. Na dllezitost
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hodnoceni unikatnosti imunoterapie ukazuje také fakt, Ze je stéZejni

i pro zdravotni pojistovny pfi stanovovani podminek Uhrady dané IéCby. [51,54]

Cilové léze Necilové léze Nové léze | Celkova
odpovéd

CR CR Ne CR

CR Non-CR/non-PD Ne PR

CR NE Ne PR

PR Non-PD/ Ne PR
nezhodnoceny vsechny

SD Non-PD/ Ne SD
nezhodnoceny vSechny

Nezhodnoceny vSsechny | Non-PD Ne NE

PD Jakakoli Moziné PD

Jakakoli PD Mozné PD

jakakoli Jakakoli Ano PD

Obr. 6 Urceni celkové odpovédi dle iRECIST 1.1, prevzato z [51]
Vysvétlivky: CR — kompletni odpovéd, PR — Cdstecnd odpovéd, SD- stabilni nemoc, PD- progrese, non-CR/non-
PD- ani kompletni odpoveéd’a ani progrese, NE- nehodnotitelné

2.3.3  Pseudoprogrese

Pozitivni |éCebna odpovéd na imunoterapii se mlze projevit nékolika zplsoby
s rlznou rychlosti. Tumorova masa mulze zacit mizet témér okamzité nebo se
nejdrive stabilizovat a posléze se pomalu zmensovat. Avsak |éze se také mohou
nejprve zvétsit ¢i se dokonce objevi i nové a az poté dochazi k jejich regresi, coz
jsou stavy, pro které se ustalil pojem pseudoprogrese. Toto prechodné zvétseni

mUze mit nékolik pFicin. Prvnim z nich je ¢asovd prodleva, nez se dostatecné vyvine

imunitni reakce na IéCbu a v mezicase tedy dochazi jesté ke zvétSovani nadorové
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masy. AvSak poté slozky imunitni systému prekroc¢i pomysinou hranici a zacinaji
nadorové bunky likvidovat, dochazi ke stagnaci a poté ke zmensSovani |ézi. DalSim
vysvétlenim je také inflitrovani nadorového mikroprostiedi cytotoxickymi
burikami, které muze byt spojeno s edémem a nekrdzou, coz zvétSuje objem masy.
Timto lze také vysvétlit pfipadné zjisténi nové léze. Kv(li témto proceslim se totiz
z téch tak malych jeSté nedetekovatelnych staly objemnéjSi a mohly byt nové

zachyceny zobrazovacimi metodami. [51,55,56]

Béhem lécby protinddorovou imunoterapii je nesmirné dullezita znalost tohoto
jevu a hodnoceni |écebné odpovédi dle iRECIST kritérii. V pfipadé neznalosti
¢i Spatného vyhodnoceni by mohla byt zbytecné predcasné ukoncena lécebnd
cesta, ze které by pacient mohl vyrazné profitovat. Pomocnikem pfi evaluaci, zda
se jedna o ,pravou” ¢i pseudo-progresi, by mél byt onkologlim také samotny
klinicky stav pacienta, na ktery je nutné pfi posuzovani brat zietel. BéZné totiz ruku
v ruce s klasickou progresi zjisténou zobrazovacimi metodami jde také zhorseni
klinickych projev(. Témi mohou byt napfiklad zvySena bolest, Unava nebo snizeni
chuti k jidlu. Oproti tomu béhem pseudoprogrese obvykle dochazi ke zlepseni
téchto aspektl nemoci, pacienti popisuji bolesti slabsi a chut k jidlu se jim zvysuje.

[51,55,56]

Nadorova pseudoprogrese byla poprvé popsana u mozkovych metastaz béhem
lécby temozolomidem plsobici na bazi alkylace DNA. Z protinddorové
imunoterapie byl ipilimumab prvni molekulou spojovanou s timto jevem. Jeho
mechanismem Gcinku je anti-CTLA 4 pUsobeni. Konkrétné se jednalo o IéCbu
maligniho melanomu, ktery je doposud pojen s nejvétsim vyskytem
pseudoprogrese a to zruba u 10-15 % pacientll. BEhem dalsich klinickych studii se
tento jev zacal vyskytovat také u anti PD-(L)1 Iécby. Pravdépodobnost vyskytu
se drzi maximalné v radech jednotek procent v zavislosti na typu solidniho nadoru.
Vyskyt byl jiz detekovdn napfiklad u nemolubunééného karcinomu plic,

hepatocelularniho karcinomu ¢i rendlniho karcinomu. [51,55,56]
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Pseudoprogrese neni vsak jen vysadou farmakoterapie, objevila se také u jinych
typu léCbnych modalit, jako je napftiklad frakcionovana stereotakticka radioterapie
vestibularnich schwanomu ¢i mozkovych metastaz. A je velmi pravdépodobné, Ze
nové Ci zpresnujici informace se budou v nasledujicich letech jesté objevovat

vlivem pokracujiciho badani v této oblasti. [51,55,56]

2.3.4 Hyperprogrese

Odpovéd na lécbu imunoterapii nemusi byt vSak vzdy pozitivni nebo neutralni.
MuUze vyvolat naopak znacné zrychleni ristu a agresivitu nadoru, které jsou
mnohem vyraznéjsi neZ pfirozenda progrese onemocnéni pfi neucinnosti nasazené
|é¢by nebo stavu bez nasazeni jakékoliv [é€by. VétSinou tato hranice neni snadno
rozpoznatelna. Ani jeji definice neni zcela jednoznacnd. Spolec¢nym jadrem riznych
definic byva, Ze se jednd o hyperprogresi, kdyz je zvétSeni nadoru vice nez
dvojnasobné v porovnani s velikosti pred Ié¢bou, jak je uvedeno na Obr. 7. Tomuto
jevu se vénovalo zatim nevelké mnozstvi klinickych studii, které se vSak fidily
definicemi navzajem rozdilnymi. Také nejsou jasné konzistentni jejich vysledky
v uréeni prediktivnich faktorll pro vyskyt hyperprogrese. Zrejmé také proto

nepanuje mezi odborniky jasna shoda na tom, co v praxi za hyperprogresi skutecné

Pseudoprogrese

&

Nadorové + imunitni buriky
< 2X rychlost

nadorového rdstu
Progrese
> 2% rychlost
nadorového ristu
Hyperprogrese
St\mulace rastu

indukovana checkpoint
inhibitory

Checkpoint
inhibitory

Nadorové bunky

@@

Obr. 7 Pseudoprogrese, Progrese, Hyperprogrese, pfevzato z [55]

26



povazovat a co nikoliv. Mechanismus vzniku tohoto jevu po |é¢bé imunoterapii
také neni védecky zcela vysvétlen, neni tedy snadné predem definovat pacienta,

u kterého by se tato rapidni progrese dala predpokladat. [55,56]

Za prvni zminku o hyperprogresi pozorované v klinické studii se povazuje pripad
pacienta s nemalobunéénym plicnim karcinomem zatazeného do studie
s nivolumabem. V roce 2016 byly zvefejnény vysledky studie a u tohoto pacienta,
ktery byl lé¢en nivolumabem v 10. linii po sedmi letech od recidivy, bylo po tfech
cyklech této |éCby popsano silné zhorSeni nemoci. Konkrétné bylo pozorovano
zvétsSeni velikosti primarni léze, nékolik novych lézi na plicich, nové mozkové
metastazy ataké byly zhorSeny nékteré laboratorni vysledky. Postupné se
objevovaly dal$i obdobné pripady prudkého zhorseni stavu po lé¢bé checkpoint
inhibitory, a proto se timto smérem zacala zaobirat védecka pozornost. Bylo
provedeno nékolik rozbord jiz provedenych studii. Jedna znejvétsich
retrospektivni analyz Citala 155 pacientl nasazenych pravé na tento typ IécChy,
jednalo se zejména o anti CTLA-4 a PD-(L)1 protilatky. Za hyperprogresi se
povazovalo selhani |écby do dvou mésicli od nasazeni s rlistem nadorové masy
o vice nez 50 % a to vice jak dvojnasobnym tempem. Pacientd, jejichZ progrese
odpovidala této definici, bylo detekovano Sest. Jind studie s obdobné velkym
souborem pacientli (152) s karcinomem plic definovala hyperprogresi mirné
odlisSné. Kromé potvrzeni hyperprogrese dle RECIST kritérii, musely byt zaroven
splnény minimalné tti z nasledujicich podminek: ¢as od zacéatku Iécby do jejiho
ukonéeni je mensi nez dva mésice, alesponi dvé nové léze v jiz postizenych
organech, nové metastazy v doposud nepostizenych orgdnech, zvyseni souctu
velikosti hlavnich Iézi alespor 0 50 %. Tuto definici naplnilo 39 pacientd, néco malo
pres 25 %. Toto procento vyskytu hyperprogrese se velmi lisi v rznych klinickych
studiich, mUze se jednat radové o nizké jednotky az desitky procent. Jak se
postupné priddvaji dalsi studie a dodatkové analyzy, které se tomuto fenoménu

vénovaly, tim se stava vice znamy. Spolu s tim vsak také vzrista potfeba presné
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definice hyperprogrese a identifikace rizikovych faktoru, které by mohly pomoci

vCas rozpoznat pacienty s timto rizikem. [56,57]

Najit prediktivni markery je velmi Zadouci nejen pro pacienty s potenciadlem
velkého benefitu z [é€by imunoterapii, ale také pro ty s rizikem prudkého zhorseni
stavu po jejich nasazeni. Pokouselo se o to jiz nékolik védcUl, avsak zadné klinické
studie nedosly k jasnym nebo navzajem stejnym vysledkim. Doposud nebyly
zadné spolehlivé markery nalezeny, avsak nékteré ze zkoumanych by se zfejmé
daly diky ziskanym analyzdm vyloucit. Nebyla napfiklad pozorovdna Zadna
statisticky vyznamna korelace mezi hyperprogresi a TMB, nizkou ¢ivysokou
expresi PD-L1, poctem predchozich linii |éC¢by ¢i souvislost s predlécenim
glukokortikoidy. Zadny vyznam zfejmé také nemd histologie solidniho nadoru,
nezvyklé razantni progrese byly pozorovany u velkého mnoiZstvi z nich, at uz se
jednalo napfiklad o plicni, ovaridlni, kolorektdlni, urotelialni karcinom ¢i lymfom
a dalsi. Naopak jako potencialni prediktivni faktory se ukazuji vék, opakované
regiondlni ozarovani nebo genomicka specifika, ku prikladu aberace receptoru
epidermalniho ristového faktoru (EGFR) a amplifikace proteinu zvaného ,,Mouse
double minute 2 homolog” (MDM?2). Stéphane Champiat publikoval v roce 2017
praci, kde uvadél vyssi vyskyt hypeprogrese u pacientl starSich 65 let (vyskyt
u 19 %) oproti tém mladsim (vyskyt u 5 %) a s podobnymi zavéry prisly také tri dalsi
nezavislé klinické studie. Vysvétlenim by mohlo byt odlisné chovani bunék
imunitniho systému, konkrétné nizsi exprese proteinl stimulujicich T lymfocyty,
nebo naopak vyssi koncetrace zanétlivych cytokin(, avsak presny divod neni zcela
znam. [57-59] Esma Saada-Bouzid popsal v roce 2017 klinickou studii, kde 37 %
pacientd s regionalni recidivou vykazovalo hyperprogresi a u pacientl bez této
recidivy to bylo pouze 9 %. Vysledky také poukazaly na souvislost s predchozim
ozarenim, jelikoZ se hyperprogrese projevila u témér vsech regiondlné ozarenych
pacientd. [60] Lékaf Shumei Kato vroce 2017 publikoval studii, ktera pomoci
genomového sekvenovani zmapovala u 155 onkologickych pacientl genomické

markery, které by mohly mit jak pozitivni, tak negativni vliv na Uspésnost pfi lécbé
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imunoterapii. Jako ty nepftiznivé ovliviujici byly detekovany amplifikace genu
z MDM2 rodiny, kde hypeprogresi vykazovalo 67 % pacientl ¢i EGFR alterace.
Pacienti stouto alteraci ve vysledcich nékolika klinickych studiich shodné
vykazovali velmi nizkou lé¢ebnou odpovéd na checkpoint inhibitory, naopak ¢asto
dale progredovali a mnohdy je popsano také zvlast agresivni a rychlé zhorseni.
Pfimo jako hyperprogresi oznacuje napfiklad jedna studie stav u 50 % pacient(
s EGFR alteraci. Moznym vysvétlenim muaze byt zvySena exprese PD-L1 u téchto
pacientd. Nicméné pfesné odldvodnéni vzniku rapidniho zhorSovani stavu pacientt
stémito mutacemi neni zcela znam, stejné jako u jinych potencialnich
prediktivnich biomarkerd. Pro lepsi porozuméni tohoto jevu je proto zapotiebi
dalsiho védeckého zkoumani, klinické studie zahrnujici vétsi mnoZstvi pacientt
a hledani novych moznych prediktivnich markerd, nez byly analyzovany doposud.

[56,57,61]

2.4 Bezpecnostni profil protinadorové imunoterapie

U¢innost 1é¢by checkpoint inhibitory byla prokazana v mnoha klinickych studiich,
kde se vedle ni pozorovala také bezpecnost podavané lécby. Na zakladé téchto
dat je znamo, nakolik se bezpecnostni profil imunoterapie lis$i od dosud bézné
uzivanych protinadorovych léCiv. Objevuji se nové specifické nezadouci ucinky, jez
mohou mit i zavaZzny az fatalni prlbéh. Vétsiné z nich Ize vsak predejit nebo je
zvladnout jen s leh¢im pridbéhem pomoci spradvného pravidelného monitoringu

pacienta a pfi dodrZzovani doporucenych postupu. [59,62,63]

Toxicita jinych l1é¢ebnych postupl vyuzivajicich se na nadorova onemocnéni jako
je napfiklad chemoterapie i radioterapie je vyrazné odliSnd neZ ta spojena
s imunoterapii, coz je dusledkem vyrazné jiného mechanismu ucinku téchto
|[é¢ebnych modalit. Proces vzniku nezadoucich ucink(l imunoterapie je propojen
sjeho vlivem na imunitni systém, jehoz fyziologické procesy k udrzovani
homeostazy jsou timto zasaZeny. Pokud v téle dochdzi k tomuto narusovani,
mohou se rozvijet rlizna autoimuitni onemocnéni, a pravé jim jsou mnohdy tyto

specifické nezadouci ucinky podobné. Proto se nazyvaji imunitné podminéné
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nezadouci Ucinky (irAE). A stejné tak, jako se autoimunitni nemoc muZe projevit
v jakémbkoliv orgdnu, vyskyt irAE ma tuto Sirokou Skalu vyskytu velmi obdobnou,
jelikoz buriky lidského imunitniho systému se nachazeji prakticky v celém téle.
spojena s infuzi, Unava i pyrexie, tak i s orgdnové a imunitné specifickymi. Jedna
z nejcastéji ovlivnénych soustav je endokrinni, coZ se projevuje poruchami Stitné
Zlazy, méné ¢asto narusenim funkci hypofyzy a nadledvin. Dalsi problémy postihuji
systém kozZni, lymfaticky, nervovy, plicni, ¢i zaZivaci, mohou se objevit i poruchy
jater, krve i srdce. S mechanismem vzniku souvisi také ¢asova prodleva, s jakou se
mohou projevit. NeZadouci reakce jsou mozné témér okamZzité béhem infuze, kdy
se jednd zpravidla o alergickou reakci na nékterou poddvanou latku nebo
za nékolik hodin, které se projevuji zejména koznimi zménami v misté vpichu. Dalsi
reakce se vSak objevuji az v radu nékolika tydna, ¢i dokonce mésictd i po ukonceni

podavani terapie, coZ u této lécby neni nic neobvyklého. [59,64-67]

Pfestoze maji vesmés vSechny dosud znamé checkpoint inhibitory tyto obdobné
charakteristiky, jista variabilita zde je. Vyskyt irAE se muze liSit v zavislosti
na konkrétni 1écivé latce, respektive dle mechanismu jejiho uGcinku. Jelikoz
protilatky namifené proti CTLA-4 ovliviuji vétsi mnoZstvi subtypl T lymfocytl nez
mifici na PD-(L)-1, je zde logicky vyssi vyskyt nezadoucich ucinkd. Z podobnych
Uvah vychazi také teorie o nizsi toxicité protilatek proti PD-L1 neZ proti PD-1,
jelikoz neovliviiuje ligand PD-L2, a tim mohou byt nékeré fyziologické procesy
uchranény. Zcela presné porovnat jednotlivé molekuly je velmi obtizné, jelikoz
nebyly soucdsti jedné velké klinické studie. Existuji bezpecnostni data
z jednotlivych studii a také nékolik metaanalyz z nich provedenych, které mohou
slouzit k nepfimému srovnani. Nejen z klinickych studii ale také z klinické praxe
jsou znamy nejéastéjsi nezadouci ucinky u anti CTLA-4 molekul. Jedna se zejména
o projevy gastrointestinalni, jako je prijem ¢i kolitida, a koZni, nejbéznéji formou
vyrazky a svédéni. Pravé kolitida byva béhem této |éCby jeden z nejvainéjsich irAE.

U anti-PD(L)-1 protilatek to je vSak pneumonitida. Vice nez s CTLA-4 protilatkami
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se také s touto terapii poji nezadouci ucinky endokrinni, zejména hypotyredza,
jaterni obtize, jako je hepatitida nebo artralgie. Naopak zhruba srovnatelny vyskyt
je hlasen u koznich a zazivacich projeva. Jiz v nékolika indikacich se také zkousela
kombinace obou typl checkpoint inhibitor(, kterd ukazala vyssi vyskyt
nezadoucich ucinkd pfi této dualni Ié¢bé nez pri podavani pouze jednoho léciva.
A nezfidka se objevovaly iv nékolika organech najednou. Toxicita vSak nebyla
natolik vyraznd, aby se od kombinovani upustilo, ale je snahou najit nové cesty,

jako je napriklad jejich sekvenéni podavani. [59,64-66]

Vyzkumnd ¢dst této prace analyzuje vzorky pacientd |é¢enych bud
pembrolizumabem, nebo nivolumabem. Klinické vyuziti 1éCiv s témito ucinnymi
l[atkami strmé roste, a tim se ziskdvaji také hlubsi a detailnéjsi informace. Velka
¢ast bezpecnostniho profilu je u obou lécivych latek velice podobnd. Pred jejich
nasazenim by pacient nemél byt Ié¢en kortikosteroidy nebo imunosupresivy,
jelikoz maji potencidl ovliviiovat farmakodynamiku téchto monoklonalnich
protilatek. AvSak pokud pacient jiz je imunoterapii Ié¢en, mohou se naopak obé
tato léciva nasadit ke zvladani pripadnych irAE. Pfipadné Ilze navic
u pembrolizumabu, pokud je indikovan spole¢né s chemoterapii, preventivné
podat kortikosteroidy jako antiemetikum ¢i k prevenci dalSich nezadoucich ucink(
chemoterapie. Metabolismus checkpoint inhibitor( probiha katabolizaci a nikoliv
prostfednictvim enzymu cytochromu P450, tudiz touto cestou nevznikd zadny
predpoklad pro interakci sjeho induktory &i inhibitory, ani s jinymi léCivymi
l[atkami, avSak farmakokinetické studie provedeny nebyly. Taktéz nejsou dostupné
Udaje pro téhotné ¢i kojici zeny, ale monoklondlni protilatky obecné mohou
prostupovat placentdrni bariérou i se vyluéovat do materského mléka. Rovnéz by
se mélo peclivé zvazit podani pacientlim po transplantaci solidnich organd, jelikoz
se v souvilosti slé¢bou monoklonalnich protilatek proti PD-1 objevila rejekce
Stépu. Naopak nejsou omezeni pro geriatrickou populaci nebo pacienty
s poruchou ledvin ¢i lehkou poruchou jaternich funkci. Nicméné pro pacienty

s tézsimi formami jaterni insuficience se doporucuje poddvani s opatrnosti
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a peclivym sledovanim laboratornich hodnot bilirubinu, AST a ALT. Ackoliv obé
[éCivé latky plisobi stejnym mechanismem ucinku, ne vSechna bezpecnostni data
jsou totoina. Pembrolizumab, ktery je v CR registrovan pro lé¢bu pacientd
s diagndzou urcitych subtypl melanomu, Hodgkinova lymfomu, karcinomu plic,
urotelidiniho karcinomu, karcinomu hlavy a krku, rendlniho karcinomu
a kolorektalniho karcinomu, lze podavat v monoterapii i kombinacni |écbé
s chemoterapii nebo scilenou Iécbou, konkrétné axitinibem. Mezi indikace
nivolumabu v CR pati nékteré typy melanomu, renélniho karcinomu, urotelialniho
karcinomu, karcinomu jicnu, karcinomu hlavy a krku, karcinomu plic a Hodgkinova
lymfomu. D3a se indikovat samostatné nebo v kombinaci s CTLA-4 protilatkou
ipilimumabem, ptipadné také jako trojkombinace i schemoterapii. Stimto
samoziejmé také souvisi Sirsi Skala nezadoucich G¢inkd nez u monoklonalnich
protilatek v monoterapii. Za ucelem nepfimého porovnani bezpecnosti a toxicity
nivolumabu a pembrolizumabu byly provedeny metaanalyzy klinickych studii, kde
byly tyto lécCivé latky zkouSeny pouze v monoterapii. Velmi ¢asté nezadouci ucinky,
definované vyskytem u jednoho nebo vice I1é¢enych pacientl z deseti, byly u obou
lé¢iv obdobné. Nejcastéji byla shodné detekovana Unava, ddle dle abecedy
anémie, nauzea, prljem, svédéni a vyrazka. U pembrolizumabu navic napftiklad
artralgie, bolest hlavy, dyspnoe, edém a z irAE hypotyredza. Naopak u nivolumabu
nadto treba lymfopenie, neutropenie, zvySena hladina jaternich enzymd,
kreatininu ¢i amylazy. Typickymi a mnohdy nejvaznéjsimi nezaddoucimi ucinky
checkpoint inhibitor( jsou jiZz zminéné irAE. Pokud je jejich vyskyt lékarem
skute¢né posouzen jako souvisejici s poddvanou terapii, jejich reSeni zalezi
na stupni zdvaznosti. Tyto stupné jsou oznacovany Cisly od jedné do Ctyf, pficemz
|[é¢by obvykle byva od druhého stupné zavaZznosti, mize se ale liSit v zavislosti
na konkrétnim typu irAE. Davky se nijak nesnizuji, ale vynechaji a zapoc¢ne |é¢ba
zpravidla kortikosteroidy. JelikoZz je vétsSina irAE reverzibilni, po zlepSeni stavu

pacienta na stupen jedna se mohou kortikosteroidy postupné vysazovat, a to
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zhruba po dobu jednoho mésice. Po urcité dobé lze imunoterapii opét nasadit,
avSak v pripadé zdvazinych (od stupné tfi) a opakujicich se irAE jiz musi byt tato

Ié¢ba vysazena trvale. [67-73]

Také na nezddouci ucinky IéCby se Ize divat jako na prediktor (ne)ispésné lééebné
odpovédi, avsak k poznani této korelaci véda zatim nema dostatek podklada.
Objevuje se pojitko, kdy u pacientl Ié€enych anti PD-(L)1 protilatkami s vy$sim
mérou vyskytu irAE byly pozorovany také lepsSi lécebné odpovédi. Nejvice
podkladl pro tento jev je zatim k dispozici z IéCby plicnich nador(, kde se jako
nejsilnéjsi prediktor ukazuje endokrinopatie. Obdobné korelace byly také
pozorovany u nadorl mocového méchyre, ledvin, gastrointestinalnich ¢i hlavy
a krku. Co se tyce anti CTLA-4 protilatek, zde data zatim nejsou natolik silna, aby
se dala Uméra mezi toxicitou a uc¢innosti popsat. Vysledky védeckého badani zde
nejsou pfrilis jednotné, a proto vtomto ohledu, stejné jako v mnohach dalsich

v souvislosti s imunoterapii, je potfeba dalsSiho dikladného pozorovani. [59,74,75]
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3 Prakticka cast

3.1 Metodika

Vypracovani praktické ¢asti této prace bylo zaloZzeno na analyze dat pacientl
z Onkologické kliniky 1. |ékarské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni
nemocnice v Praze. Do projektu byli zahrnuti pacienti 1é¢eni pro onkologicka
onemocnéni imunoterapii, konkrétné |éCivou latkou pembrolizumab nebo
nivolumab, od roku 2015 do 2020. Tato terapie musela byt pacientiim indikovana
pro |é¢bu solidniho tumoru a to jakéhokoliv typu, naopak hematologické malignity
byly dlivodem pro vylouceni z analyzy pro jejich vyrazné odliSnou charakteristiku
onemocnéni a |é¢bu. Témto zdkladnim inclusion a exclusion kritériim odpovidalo
91 pacientd, z toho 77 lé¢enych nivolumabem a 14 pembrolizumabem. Jelikoz se
ale vyzkumnd ¢ast zaméruje na lécebnou predikci u pacientd rychle progreduijicich,
nebo naopak dlouhodobobé profitujicich z Ié¢by, pfedem se na zdkladé odborné
diskuze s onkology definovaly dvé populace pacienttl, které budou analyzovany.
Jako respondéfi se oznacili pacienti, jenz byli 1é¢eni imunoterapii deseti a vice
cykly, naopak jako non-respondéfi pacienti, kterym byla Ié¢ba imunoterapii
prerusena a nedostali vice nez tfi cykly pembrolizumabu ¢i nivolumabu, a to
z dlivodu progrese |éceného onemocnéni. Splnéni definice respondéra ¢i non-
respodéra byla dalSim inclusion kritériem. Nebyli tedy zafazeni Zadni pacienti
[é¢eni 4-9 cykly imunoterapie a pokud pacient ukoncil Ié¢bu imunoterapii béhem
prvnich tri cykll jejiho podavani z jiného dlivodu, neZ je progrese onemocnéni,
napriklad kvili toxicité, byl z analyzy také vyloucen. Toto exlusion kritérium bylo
zavedeno, abychom se zaméfili na pacienty, ktefi prokazatelné neméli
z imunoterapie |é¢ebny profit a nebyli zahrnuti pacienti, u kterych Ié¢ebny benefit
nemohl byt posouzen, jelikoZ byla Ié€ba z rGznych jinych divodl brzy vysazena.
VSechna tato kritéria splfiovalo dohromady 70 pacient(, ktefi byli do vyzkumu

zarazeni. Zbylych 21 pacientl nebylo analyzovano.

Ze 70 zatazenych pacient( bylo 12 na lé¢bé pembrolizumabem a 58 se Iécilo

nivolumabem. U vSech téchto pacientl byly analyzovany jejich klinické parametry,
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tedy primarné léc¢ené onkologické onemocnéni, ptipadné duplicitni malignity
¢i dalsi komorbidity. Dale také konkomitantni farmakoterapie podavana soucasné
s imunoterapii. RovnéZz byla posuzovdna snasenlivost |écby, zejména vyskyt
typickych irAE, jenz byly oSetfujicim lékatem dany do pfi¢inné souvislosti
s podavanim imunoterapie. Vysledky této casti byly popsany deskriptivni

statistikou.

Druhd cast praktické analyzy se vénovala hledani korelaci mezi vysledky
genomového sekvenovani a léebnou odpovédi na imunoterapii. Od vSech
pacientd vak nebyl k dispozici vzorek nadorové tkané, pfipadné ne v dostate¢ném
mnozstvi, aby mohl byt rozbor proveden. Detekovatelné byly vzorky od celkem 12
pacient(l a zpracovavaly se pomoci sekvenatoru v Ustavu patologie 1. |ékaFské
fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze. Analyza
nadorové genetické informace byla provadéna na urovni DNA a RNA, a to pomoci
masivniho paralelniho sekvenovani, zndmého téz jako sekvenovani nové generace
(NGS), coz je metoda, kterd umozniuje vjednu chvili analyzovat genetickou
informaci u vétsiho mnozstvi genll. Vystupem NGS na urovni DNA je informace
o jednonukleotidovych zdménach, kratké inzerce ci delece ivariabilité v poctu
kopii gend. Dale je moZzné na zakladé identifikovanych variant vypocitat TMB, ktera
definuje mnozstvi mutaci na jednu megabdazi nddorového genomu. Pro NGS
analyzu DNA byl pouZit pan-cancer panel o velikosti 271 genU a pro analyzu RNA
panel o 14 genech se souvislosti s karcinomem plic. Mutacni analyza DNA
detekovala genomové varianty, které byly prokazatelné patogenni, u jinych jejich
patogenita neni experimentalné dokazana, avsak z funkéniho hlediska je takto
mUzeme pravdépodobné hodnotit. Z toho dlivodu budeme tyto obé podskupiny
fadit do kategorie zvané patogenni varianty. Déle byly detekovény varianty
S nejasnym vyznamem, coZ znamena varianty pravdépodobné benigni i maligni.
Tyto byly zarazeny do druhé kategorie a spole¢né oznaceny jako ostatni varianty.

[41,76]
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Naslednym krokem bylo porovnani rozdili v cetnosti a typu nalezenych
genomovych variant mezi respondéry a non-respondéry. Vychozim bodem byly
vysledky NGS prenesené do programu Microsoft Excel, kde byly prostfednictvim
nastroju deskriptivni statistiky a grafll vyhodnocovany. Nalezené varianty
byly ndsledné podrobeny analyze, zda se nalézaly castéji u respondéra ¢i non-

respondér(, kde se timto zpusobem hledala vzajemna korelace.

Pro ucely této prace se v rdmci zachovani ananonymizace dat a zjednoduseni bude
shodné kazdy subjekt hodnoceni nazyvat pacient ¢i (non-)respondér bez ohledu

na pohlavi.

3.2 Vysledky

3.2.1 Soubor pacientt
Vsechny podminky pro zarazeni do primarni analyzy, jeZ jsou uvedeny v metodice
této prace spliovalo celkem 70 pacientli. Denomindtor pro vSechna graficka

znazornéni v této kapitole je tedy 70 (100 %), pokud neni uvedeno jinak.

V souboru se nachazelo vice muzd, kterych bylo 42 (60 %). Median véku ¢inil
68 let, pricemz nejstarSimu pacientovi bylo 86 let a tomu nejmladSimu 42
let. Na Obr. 8 jsou pacienti rozdéleni do péti vékovych kategorii a jak je
znazornéno, nejvétsi skupinu tvofili pacienti v rozmezi véku 70-79 let.
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Obr. 8 Vékové rozmezi
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Diagndzy

’

Jednim ze zarazovacich kritérii bylo primarni onkologické onemocnéni lécen

[ON

imunoterapii. Jednalo se o 5 rlznych diagndz, pficemz vétsina (47 %) pacient(
uzivalo imunoterapii pro lé¢bu nemalobunécného karcinomu plic. Druhym
nejpocetnéjSim (40 %) nadorovym onemocnénim byl renalni karcinom. Pouze
v fadu par jednotek se poté vyskytoval urotelidlni karcinom, melanom a skvamadzni
karcinom jicnu, jak znazorriuje Obr. 9.

35 33

30 28

25
20
15

10

47% 40% 6% 4% 3%

Nemalobunécny Rendlni karcinom Urotelidlni Melanom Skvamozni
karcinom plic karcinom karcinom jicnu

Obr. 9 Onkologické onemocnéni lé¢ené imunoterapii

U nékterych pacient( se viak vyskytovala duplicita nddorovych onemocnéni, trpéli
jesté jinym onkologickym onemocnénim nez tim, pro které byli |éCeni
imunoterapii. Tato duplicita se vyskytovala u 11 (16 %) pacientd. Druhou
onkologickou diagndzou byl nejcastéji karcinom prostaty, jenZz se vyskytoval u 3
(4 %) pacientd. Shodné 2 (3 %) pacientim byl diagnostikovan karcinom pankreatu
a karcinom stitné Zlazy. Déle se ojedinéle vyskytl také karcinom tonzily, karcinom

prsu, lymfom varlete a endometridlni karcinom.

V osobni anamnéze pacientl bylo u 52 (74 %) identifikovano 3 a vice diagndz.

NejcastéjSim soub&znym onemocnénim byla arterialni hypertenze, kterou trpélo
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36 (51 %) pacientl. Dale byl nalezen diabetes mellitus druhého typu u 18 (26 %)
pacientd, anémie a dyslipidémie shodné u 16 (23 %) pacientli. Vsechna
onemocnéni, ktera byla diagnostikovdna vice nez 5 pacientidm, jsou shrnuta
na Obr. 10. Z laboratornich odchylek se pacienti nejcastéji potykali s hyponatrémii
¢i hypokalémii, ale ne uvice nez 5 pacientl. Pomérné casto se objevovaly také
rizné poruchy trdveni, jednalo se naptiklad o dyspepsii, syndrom drazdivého
tracniku ¢i gastroezofagidlni reflux. V fddech nizkych jednotek se také objevovaly
jiné gastrointestindlni onemocnéni jako napfiklad viedy duodena, Zaludecni
polypy nebo divertikulosa tracniku. Vedle arytmie, kterd byla diagnostikovana u 6
(9 %) pacientll, se vyskytovaly také dalsi srde¢ni obtiZze, jednalo se napfiklad

o chronické srdecni selhani, fibrilaci sini ¢i chronickou perikarditidu. U 7 (10 %)

Ischemicka choroba srdecni %l 5

H e L 9%
ypotyreoza :l 6

Depresivni syndrom % 6
Hyperurikémie % 6
Arytmie o 6

Chronicka renalni Insuficience 10%

7
Algicky syndrom % 7
Benigni hyperplazie prostaty 13% 9
Trombdza 17% | 12
CHOPN -20% | 14
Osteoporoza 20% | 14
Dyslipidémie 23% | 16
Anémie 23% | 16
Diabetes mellitus Il 26% | 18
Arterialni hypertenze 51% | 36
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Obr. 10 Onemocnéni soubéznd s onkologickou diagndzou
N= 171 (100 %)
Vvsvétlivka: CHOPN - chronickd obstrukcni plicni nemoc
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pacientd byla zjisténa chronickd renalni insuficience. Méné nez 5 pacientl trpélo
také jinym ledvinovym onemocnénim. Slo napfiklad o nefropatii ¢i nefrolitiazu,
v obdobném mnoizstvi byly diagnostikovany také jaterni obtiZe, jako hepatitida
nebo steatdza jater, Citaké pankraetititda. NejcastéjSim typem trombdzy byla
hluboka Zilni trombdza, kterou mélo 7 (10 %) pacientl. Nejcastéjsi psychiatrickou
poruchou byl depresivni syndrom, avsak vidy méné nez 5 pacientll trpélo
nékterym z neurodegenerativnich onemocnéni, jako je napriklad Alzheimerova
choroba. Dale byly zaznamenany oc¢ni onemocnéni (napfiklad tupozrakost,

makuldrni degenerace, glaukom).

Uzivana farmakoterapie mimo imunoterapii

Vedle imunoterapie uzivali pacienti dalsi |é¢iva, Zadna soubézna farmakoterapie
nebyla zaznamenana pouze u 4 % pacient(. Pacienti nejvice uzivali 1éCiva, ktera cili
na nervovy systém, poté ovliviujici travici Ustroji a metabolismus a nasledné ta
zaméfenda na kardiovaskularni systém. Pocdet I|é¢iv soubéiné uZivanych
s imunoterapii, rozdélenych do ATC skupin je shrnut na Obr. 11. Nejcastéji
zastoupenou léCivou latkou byl furosemid, |éCivé pFipravky s jeho obsahem uZivalo
24 % pacient(. Mezi dalsi hojné uZivana léciva ovliviujici kardiovaskuldrni systém
patfily betablokatory, l1écilo se jimi 22 % pacient(, pficemz nejcastéjsi zastupce byl
bisoprolol. K ovlivnéni traviciho uUstroji byly nej¢astéji, ve 21 %, indikovany |écivé
pfipravky s obsahem omeprazolu. 24 % pacientld uzZivalo rGzné ndhrady
minerdlnich prvkl, nejcastéji vapnik a draslik, obdobny pocet pacientl se Iécil

antidiabetiky.
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V- Riizné ] 2

S- Smyslové orgéany ] 2

R- Dychaci Ustroji 17

N- Nervova soustava 83

M- Muskuloskeletalni systém 21

L- Antineoplastika a imunomodulujici Ié¢iva 7

J- Protiinfekcni |éCiva pro systémové pouziti 7

H- Systémové hormonalni pripravky kromé 10
pohlavnich hormon a inzulinu

G- Urogenitalni systém a pohlavni hormony 12

D- Dermatologika ] 1

C- Kardiovaskularni systém 62

B- Krev a krvetvorné organy 39

A- Trdvici Ustroji a metabolismus 72

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Obr. 11 UZivand farmakoterapie (mimo imunoterapii) dle ATC skupin
N= 335 (100 %)

Terapie pembrolizumabem nebo nivolumabem

Pacienti byli lé¢eni dvémi rGznymi lécivy typu checkpoint inhibitord, a to
pembrolizumabem nebo nivolumabem, pficemZz obé jsou protilatkami proti
receptoru PD-1. Do vysledné analyzy bylo zarazeno vice pacientd Iécenych
nivolumabem, konkrétné 58 pacientd (82 %). Mezi nimi bylo 27 respondér(, tedy
pacientld lécenych 7 a vice cykly |écby a 31 non-respondérl, jenz absolvovali
3 améné cykll. Pembrolizumabem bylo Ié¢eno 12 (18 %) pacientd, pficemz

40



definici respondéra splfiovali 4 pacienti a non-respondéra 8 pacient(i. Podil
respondérl byl vyssi ve skupiné pacientl Ié¢enych nivolumabem, kde tvofil 47 %
ave skupiné s pembrolizumabem bylo respondér(i 33 %. Na Obr. 12 je zaznamenan

kompletni pocet Ié¢ebnych cykld imunoterapie, pficemz medianem jsou 3 cykly.
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POCET CYKLU

Obr. 12 Pocet cykli imunoterapie

Z podstaty cile této prace a definice non-respondéra, byla témto pacientim
vysazena imunoterapie z divodu progrese lé¢eného onkologického onemocnéni.
V nékterych pripadech a to vSak nebyla jedina pfic¢ina. Nékdy byly pfidruzenym
dlvodem pro preruseni |éCby zavainé nezadouci Ucinky a jejich |écba. V nasem
souboru pacientl doslo k ukonéeni 1é¢by z téchto dlvodl u 10 (14 %) pacientl
a vzhledem k progredujicimu onemocnéni jiz nebyla ani opét nasazena. Ve 3 (4 %)
pripadech pfrispéla k vysazeni imunoterapie kontraindikace v podobé fraktury
a nutné operace. Také v téchto pripadech nebyla |écba opét nasazena, jelikoz
samotné onemocnéni progredovalo. Avsak 5 (7 %) pacient( stale pokracovalo
v lé¢bé imunoterapii i v dobé ukonceni sbéru dat, tedy k poslednimu dni roku
2020. Celkové u 19 (27 %) pacientl se objevily nezadouci ucinky, které byly
oSetfujicim lékafem ddny do souvislosti s imunoterapii, pficemz ve 13 (19 %)

pripadech se jednalo o irAE. Hypotyredza a pneumonitida se shodné vyskytly u 2
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pacientd, vSechny ostatni nezadouci Ucinky se objevily vidy pouze u jednoho
pacienta. Jednalo se anémii, dermatitidu, diabetes mellitus typu |,
encefalomyelitidu, hepatitidu, myastenia gravis, myokarditidu, blize
nespecifikovanou neurotoxicitu, parestézii, parézu, reakci spojenou s infuzi,

trombocytopenii, tyreoitidu, Unavu a zvraceni.

3.2.2 Analyza nadorové genetické informace

Podstata této Casti prace se zaklada na analyze naddorové genetické informace
a posléze hledani korelaci mezi vysledky této analyzy a Iéebnou odpovédi
na imunoterapii. Od vSech 70 pacientl vsak nebyl k dispozici vzorek nadorové
tkané, pripadné ne v dostateném mnoistvi, aby mohl byt rozbor proveden.
Detekovatelné byly vzorky od celkem 12 pacientd rGzného pohlavi, véku,
onkologické diagndzy i nasazeného Iéciva. V této kapitole bude u vSech grafickych

zndzornéni denominatorem ¢islo 12 (100 %).

3.2.2.1 Biologické markery

Panelové sekvenovani metodou NGS, které bylo pouZito pro ucely této prace,
detekuje nejen velké mnozstvi fyziologickych i patologickych variant gend, ale také
poskytuje vypocet TMB. JelikoZ neexistuje jednotné doporuceni, pro uUcely této
analyzy byly patologickou laboratofi hodnoty TMB rozdéleny do tfi kategorii
na zakladé dostupnych odbornych ¢lankd. Hodnoty TMB mezi 0 -5 jsou oznaceny
jako ,low”, 5-10 ,intermediate”, 10 a vice ,high”. Pfiemz posledni kategorii
odpovidala celd polovina pacientd, zhruba tfetina (33 %) bylo ,intermediate”
a 17 % na urovni ,low”. Ciselné hodnoty TMB zaokrouhlené na jedno desetinné

misto vzestupné sefazené uvadi Obr. 13.
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Obr. 13 Mutacni ndloZ

Na zakladé mutacni analyzy DNA byla u vSech pacientll byla detekovana alespon
1 patogenni varianta a jejich maximalni pocet u jednoho pacienta byl 5. Pokud
zohlednénime jak patogenni, tak ostatni varianty, pak u kazdého pacienta byly
nalezeny alespon 2, maximalni pocet byl 27 a median byl 10,5 variant. Kompletni
po nejvyssi na Obr. 14. Soucasti NGS byla také analyza na bazi RNA, konkrétné
se analyzovaly RNA fuze, které byly nalezeny u 1 pacienta, a varianty, detekované

u 3 pacientd.
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Obr. 14 Pocet detekovanych variant

3.2.2.2 Vyhodnoceni vzajemnych korelaci

Prvnim hodnocenym prediktorem efektivity imunoterapie byla TMB. Jeji hodnota
se u respondérl pohybovala mezi 1,4 a 31,9 stim, Ze polovina pacientl byla
v kategorii ,high”, pouze jeden v ,intermediate” a dva v ,low”. V této skupiné
pacientu byly hodnoty TMB viceméné rovnomérné rozprostfeny a nelze
vyznamnou korelaci pozorovat. U non-respondért bylo rovnéz 50 % v kategorii
»high”, druhych 50 % tvofila kategorie ,intermediate” a Zadny pacient zde nebyl

4

s vysledkem ,low“. Konkrétni hodnoty TMB u vSech hodnocenych pacientl
zobrazuje Obr. 15. Znalezenych vysledk(i nelze jednoznacné urcit predikci

na zdkladé hodnoty TMB.
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Obr. 15 Mutacni ndloZ u podskupin pacienti

Faze a varianty na urovni RNA nebyly detekovany u mnoha pacientd, konkrétné
pouze u 3 (25 %), avsak vsichni z nich byli non-respondéfi. U jednoho z téchto
pacientld byly nalezeny jak dvé fuze, konkrétné gent EE1A1 a NTRK3, tak jedna
varianta, a to genu KRAS. Tato varianta byla objevena i u dalSiho pacienta, spolu
svariantou genu FGFR2. Posledni pacient mél jednu detekovanou variantu,
a to genu BRAF. Genetické markery BRAF i ty ze skupiny RAS, kde patfi KRAS ¢i
NRAS, jsou soucasti jedné signalizac¢ni drahy. U Zadného respondéra nebyl
detekovan zadny z marker( na bazi RNA, naopak byly detekovany vidy pouze

u non-respondéru.

U kazdého z analyzovanych pacientl byla nalezena néjaka genomova varianta, ale
nikdy nebyla pouze 1, vidy se jednalo o kombinaci patogennich a ostatnich variant.
Kazdy pacient mél vidy minimalné 1 patogenni variantu a dohromady alespon 5
nalezenych jakychkoliv genomovych variant. Rozmezi patogennich variant se
pohybovalo mezi 1-5, kdeZto téch ostatnich bylo nalezeno 1-27. Nejméné jich

bylo 5 a nejvice 31, pficemz median hodnot byl 11,5.
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Pro hledani vzajemné korelace mezi poctem detekovanych variant a |écebnou
odpovédi byly analyzovany rozdily mezi poctem variant u respondér a non-
reposndéri. Minimalni hodnota byla u obou skupin stejnd, v kazdé skupiné
se nasSel pacient, ktery mél pouze 5 variant. Respondér s nejvétSim poctem variant
jich mél 31 a non-respondér 24. Avsak v celkovém souctu bylo nalezeno
u respondérd pouze 80 variant, u non-respondérd 108, a také median méli tito
pacienti vyrazné vyssi, dosahl hodnoty 16 a u respondérd jen hodnoty 9. Celkové
rozloZeniv obou skupinach je zndzornéno na Obr. 16 a Obr. 17. V tomto porovnani

tedy non-respondéri méli variant vice a mohlo by se potencialné jednat o moznou

predikci pro nizsi |écebnou odpovéd na imunoterapii.

[ Respondéri [l Non-repondéfi
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Obr. 16 RozloZeni poctu variant u podskupin pacientt |
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Obr. 17 RozloZeni poctu variant u podskupin pacientd Il

Pomérné rozdilna situace vSak nastava s analyzou konkrétné pouze patogennich
variant, jelikoZ ty se vice objevovaly naopak u respondéri. Kazdy respondér mél
minimalné 2, vétsina (66,7 %) méla 4, coz je také medidn pro tuto skupinu
a celkové jich bylo u téchto pacientll zaznamendano 21. U non-respondéru se sice
naslo i variant 5 u jednoho pacienta, avSak median byl pouze 2,5 a celkové
mnozstvi ¢inilo 17, jak ndzorné ukazuje Obr. 18. Tato fakta by se dala povaZovat
za potrvzeni nutnosti poznavani jednotlivych variant, jelikoz se nezda byt dulezité
jejich celkové mnozstvi jako takové, ale mnozstvi téch patogennich. A z naseho

vyzkumu vyplyva, Ze pravé na tyto patogenni varianty maji potenciadl Gcinné

reagovat pacienti, jenz jsou lé¢eni imunoterapii.

47



5
5
4 4 4 4 4
4
3 3
3
2 2
2
1
1
0
Repondéri Non-respondéri

Obr. 18 Pocet patogennich variant u podskupin pacientt

DuleZitou sloZzkou naseho vyzkumu byla snaha o rozklicovani konkrétnich
jednotlivych variant a hledani, zda se nékteré z nich u danych skupin pacientt
opakuji. Zaméfime-li se tedy na nejCastéjsi varianty z obou kategorii, najdeme
celkové 32 variant, které se objevuji u dvou a vice pacientl. Ostatni se objevily
vidy jen jednou, a proto pro Ucely této prace nebyly blize analyzovany. Pravé
dvakrat se objevilo 25 variant, tfikrdt byly detekovany 4 varianty, ctyfikrat
2 varianty a 1 varianta se objevila dokonce Sestkrat, jejich kompletni vycet Uvadi
Obr. 19. Témér tretina, konkrétné 10 variant se rovnhomeérné vyskytovala jak
respondér(, tak u non-respondéri. Bylo viak detekovano také 15 variant, jez se
objevovaly zejména nebo vétsSinou u non-respondérli a 7 variant dominujicich

u respondéra.
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Obr. 19 Pocet opakovdni jednotlivych variant
Pti blizSim zkoumani skupiny non-respondéri bylo zjisténo, Ze varianty genl
ERBB3 a NOTCH3 se shodné objevily tfikrat, avsak vzdy 1 z téchto pacientl byl

Vvevs

respondér a 2 non-respondéfi. Jsou tedy pro tyto pacienty typictéjsi avsak ne
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vyluéné. Ostatnich 13 variant bylo objeveno pouze u non-respondéru, respektive
vZdy u dvou rliznych non-respondérli. Mohly by tedy znadit prediktivni charakter
pro neucinnost lé¢by checkpoint inhibitory. Konkretné se jednalo o varianty
ndasledujicich gend: APC, ARID2, BRAF, CDH2, CDK12, DPYD, ERBB4, H3F3A, KEAP1,
KRAS, MTOR, NTRK3, PMS2, jak ukazuje Obr. 20, kde jsou zaznamenany vSechny

varianty objevujici se pfevdzné u non-respondéru.
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Obr. 20 Pocet variant prevaZujicich u non-respondért

Ve skupiné respondérl byly detekovany 4 varianty, které se objevily pouze u nich,
jednalo se konkrétné o geny GRM3, GHF, MLL2 a NOTCH2. Varianty gen( POLE
a POLQ se shodné vyskytly u 2 repondér(, ale také vzdy u jednoho non-respondéra
a varianta genu TP53 byla nalezena u celkem 4 respondér(i a 2 non-respondéru,

jak vSe souhrné ukazuje Obr. 21.
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Obr. 21 Pocet variant prevaZujicich u respondért

3.3 Diskuze

Onkologie prosla béhem nékolika poslednich let vyznamnym pokrokem
a dynamika jejiho vyvoje nepolevuje. Jsou hledany a objevovany nové cesty, jak
s nddorovymi onemocnénimi bojovat. Zdaleka jiz Ié¢éba nestoji jen na ¢asto toxické
chemoterapii, a prestoze mnohdy stale zlstava zakladnim kamenem terapie, je
¢im ddl tim vice kombinovdna, popfipadé i nahrazovdna novéjsimi Iééebnymi
modalitami zaloZzenymi na zcela jinych mechanismech ucinku. Byvaji zpravidla
mnohem presnéji cilené na konkrétni molekuly na nadorovych burikach, ale také
na molekuly modifikujici nadorové mikroprostfedi ¢i na konkrétni receptory
bunék imunitniho systému. Ne jinak tomu také je u checkpoint inhibitort. Ruku
v ruce se specifitou jejich mechanismu ucinku, jdou také odlisnd indikacni kritéria
¢i bezpecnostni profil. Proto je pred nasazenim této |éCby zapotiebi brat ohled
na samotny vybér vhodného pacienta a sledovat nékteré konkrétni parametry.

[77]
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Prvni kapitola praktické casti této prace se zaméfila pravé na klinicky profil
pacientd, jenZ byli 1éeni checkpoint inhibitory v daném obdobi na daném
pracovisti pro onkologické onemocnéni. Vybér konkrétni diagndzy nebyl pfedem
stanoven jako inclusion kritérium predloZzeného projektu, pouze se muselo jednat
o solidni tumor. Bylo tak ucinéno z dlvodu tumor agnostického charakteru
immunoterapie a pro biologicky mechanismus Ucinku této terapeutické modality.
Pacienti museli navic splhovat definici respodéra ¢i non-respondéra, jelikoz
na tento typ pacientl byl vyzkum zaméren, a proto z pavodnich 91 pacientd jich
bylo do analyz zarazeno 70. Vtomto souboru se vyskytovali pacienti ridzného
pohlavi, véku i diagndzy. Castéji byl pacientem muz, ve vékovém rozmezi 70-79
let, druhd nejéetnéjsi vékova kategorie byla 60-69 let. Nejcastéjsi diagndzou byl
nemalobunéény karcinom plic, nasledovany renalnim karcinomem. Coz pomérné
odpovida soucasnym evropskym i ¢eskym statistikam, které uvadéji, ze vice nez
polovina nadorovych onemocnéni se vyskytuje po 65. roku Zivota. Navic u pacientt
muzl nad 70 let se nejvice vyskytuje pravé karcinom plic. Dalé také karcinom
prostaty, a pravé tento typ onemocnéni byl v nasem vyzkumu nejcastéjsi duplicitni
nadorovou diagndézou. U Zen nad 70 let je nejcastéjsi diagndzou karcinom prsu
s karcinomem tlustého stfeva a koneéniku. Pficemz v nasem vyzkumu se jednou
karcinom prsu objevil, avsak jako duplicitni nddorové onemocnéni, nikoliv jako
primarné lééené onemocnéni. A to z dlivodu, Ze ani jedna ze dvou protilatek, které
byly souéasti naseho vyzkumu, nebyla a doposud neni indikovana v 1é¢bé Zzadného
subtypu rakoviny prsu. Karcinom tlustého stfeva a konecniku se u nasich pacient(
neobjevil vibec, prestoze je latka pembrolizumab indikovana na jeho Iéc¢bu.
K evropskeé registraci doslo totiz az v prosinci roku 2020, tedy v dobé&, kdy nas sbér
dat jiz koncil. Naopak renalni karcinom byl registrovan jako jedna z prvnich diagnoz
jak u nivolumabu, tak pembrolizumabu a v naSem vyzkum obsadil v ¢etnosti druhé

misto. [68,69,77,78]

Pacienti méli kromé primarniho onkologického onemocnéni, také v 16 % duplicitni

nadorové onemocnéni a celych 74 % pacientd trpélo dvémi ¢i vice jinymi
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diagnézami. Obecné jsou komorbidity pomérné béziné u onkologicky nemocnych
pacientd a s vékem se jejich vyskyt jesté zvySuje. Median véku pacientl v nasSem
vyzkumu ¢inil 68 let a data z mezindrodnich studii ukazuji ¢isla obdobna, tedy Ze
vice neZ dvé tretiny onkologicky nemocnych pacient( starsich 65 let maji dvé i
vice diagndz. Komorbidni stavy obecné mohou podstatné ovlivnit nasazeni
onkologické 1é¢by i jeji efektivitu. Castou praxi byva vylouceni téchto pacientd
z klinickych studii. Hlavni diagndzou, pro kterou se pacienti nemohou zucastnit
studii s protinddorovou imunoterapii jsou autoimunitni onemocnéni, pacienti
po transplantaci uzivajici imunosupresiva ¢i s jinymi imunodeficitnimi stavy. Dalsi
vyznamna plosna omezeni pro jiné, béznéjsi diagndzy se pfilis nevyskytuji. Tedy
i pacienti vtomto vyzkumu méli diagnostikované dalsi onemocnéni, nejcastéji
hypertenzi, diabetes mellitus druhého typu a anémii. Pficemz vSechna tato tfi
onemocnéni patfi v mezindrodnich statistikich mezi deset nejcastéjsich
komorbidit u pacientd starSich 65 let s karcinomem plic. Stejné Ci vice Casto se
objevuje jesté chronicka plicni obstrukéni nemoc, hyperlipidémie, chronicka
renalni insuficience aischemicka choroba srdecni, které se ve vyssich poctech
nachdazely také u naSich analyzovanych pacientl. Nejc¢astéji zastoupena
konkomitantni farmakoterapie korespondovala se samotnym primarnim
onemocnénim, ale také s pomérné vysokou polymorbiditou, a tedy dalSimi
nemocemi, které byly pacientlim diagnostikovany. Absolutné nejcastéji pacienti
soucCasné uzivali l|é¢iva ATC skupiny ovlivAujici nervovou soustavu, zejména
analgetika, ktera byla indikovana u 61 % pacientl a prispivala ke zmirnéni bolesti,
které onkologické pacienty provazeji. Mezi ¢astd soubézné uzivana léciva patfila
ta s lécCivou latkou furosemid ¢i bisoprolol, coz koresponduje s hojnym vyskytem
kardiovaskularnich onemocnéni a pfidruzenych komorbidit jako jsou arytmie, stav
po infarktu myokardu, méstnavé srdecni selhani a podobné. Ve velké mite byl

rovnéz uzivan omeprazol, ktery lze pfisuzovat napftiklad zvladani zazivacich obtizi

spojenych s |é¢bou imunoterapii. [78,79]
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Vsichni pacienti byli v ivodu rozdéleni dle |écebné odpovédi na imunoterapii na
respondéry a non-respondéry. Definici respondéra spliiovalo 44 % pacient(l, coz
bylo vice nez uvadély klinické studie [77], kde se vétSinou efektivita této terapie
projevuje u zhruba 15-25 % léenych pacientl. U nékterych studii [77] se vSak toto
procento dostavalo i vySe. OdliSnost by mohla byt zplsobena tim, ze
do metaanalyz téchto studii byly zakomponovany nejen dvé ndami analyzované
protilatky proti PD- 1, ale také ¢asto protilatky namifené na jiné cile, zejména PD-
L1 a CTLA-4. Dle vysledkd klinickych studii [68,69] je jejich efektivita pomérné
srovnatelnd, i kdyZz pfimé srovnani je komplikované, jelikoz design studii nebyva
totozny. Obdobny je ale bezpeénostni profil obou lécivych latek, zejména pak
vyskyt specifickych nezadoucich ucinka, které jsou imunitné podminéné a zvladani
jejich zavainéjSich projevi je podminéno vysazenim |écby a nasazenim
kortikosteroid(. V nasem vyzkumu se tento jev také objevil, a to u 14 % pacientd.
Nejcastéjsim typem irAE byly poruchy funkce $itné zlazy, zejména hypotyredza, jez
byly pozorovany u 4 % pacientl. Coz lIze chapat jako srovnatelny vysledek
s klinickymi studiemi [69] nivolumabu v monoterapii, kde se tento irAE objevoval
Casto, tedy u jednoho =zdeseti az sta pacientd. Ve studiich [68]
s pembrolizumabem byla hypotyredza detekovdna dokonce velmi ¢asto, az u vice
nez jednoho pacienta z deseti. Druhym nejcastéjSim irAE, detekovanym u 3 %
pacientd, byla pneumonitida, kterd se také dle dat ze stejnych studii monoterapie
nivolumabem i pemrolizumabem objevovala mezi 1,4-4,6 %. V jednom pripadé
byl vSak také v nasem vyzkumu dan do souvislosti s [é€bou nezadouci ucinek, ktery

se ve studiich nevyskytuje, konkrétné se jednalo o parestézii. [68,69,77]

Ve druhé casti se vyzkum jesSté hloubéji zaméfil na dlleZitost sprdvného vybéru
pacienta pro lé¢bu imunoterapii. Jako klicové se totiz stale vice ukazuje jit cestou
personalizované mediciny, jelikoZ stanoveni samotné diagndzy, ¢i histologického
podtypu ndadoru ajeho stagingu jiz prestavaji byt dostacujici. Dva pacienti se
stejnymi témito parametry nemusi stejnou mérou odpovidat na stejnou [é¢bu. Cim

dal castéjsi klinickou praxi je individualni posouzeni konkrétniho pacienta nejen
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onkologem, ale celym tymem dalSich odbornik(i. Do tohoto multidisciplinarniho
tymu mUZe patfit kromé onkologa naptiklad také chirurg, patolog, radiolog ¢i dle
typl nadoru dalsi specializovani Iékafi. Tito odbornici posuzuji Siroké spektrum
parametrd, véetné vysledk(i exprese jednotlivych biomarker(, které mohou
napoveédét vhodnost zvoleni konkrétni lé¢ebné modality, jako je napfriklad
protinddorovd imunoterapie. Pro tu je volba vhodného pacienta zcela zasadni,
jelikoz neni zdaleka u kazdého Ucinna. Je naprosto klicové umét poznat toho
onkologicky nemocného pacienta, ktery bude z Ié¢by profitovat. Na pocatku je
vSak nutné védét, co hledat, tedy urcit markery s prediktivnim vyznamem
pro uc¢innost imunoterapie. PfestoZze na tuto otazku jiz existuji stripky odpovédi,
stale neni védecké badani zdaleka u cile. Zatim nejlepSim markerem, a¢ ma
k dokonalé prediktivni vlastnosti jesté daleko, je exprese PD-L1 jako ukazatel
pro nasazeni protildtek zamérenych proti PD-L1 nebo PD-1. Avsak také zde je velky
prostor pro nalezeni lepsich prediktivnich markert. Aktualné je realizovano velké
mnozstvi klinickych studii, které se jiz na nékteré zaméruji, stejné tak se aktivné
hledaji nové markery prostfednictvim stale preciznéjSich metod genomového
sekvenovani. BEhem néj Ize ziskat velké mnozstvi informaci o zménach, variantach
¢i mutacich rtzného typu, které doposud ani nebyly znamy, nebo u téch jiz

znamych neni prozkoumana potencialni prediktivni viastnost. [80-82]

ZdOvodu stale vysoké medicinské potfeby pozndni prediktivnich markerd
za UCelem precizace a personalizace lé¢by onkologickych pacient(i vznikl také
tento vyzkum. Jeho cilem bylo nalézt mozné korelace mezi odpovédi na |écbu
checkpoint inhibitory (pembrolizumabem a nivolumabem) a genomovymi
variantami. Ty byly detekovany metodou NGS, jez analyzuje genetické informace
nejen z DNA, ale navic také z RNA. Na rozdil od DNA se nadorova RNA nejdfive
prepisuje do komplementdrni DNA, avsak poté se uZ zpracovdvda obdobnym
pfistupem. Vyhodou analyzy RNA je mozZnost detekce fuznich gend a informace
o genové expresi. Zdlvodu soubéiné detekce DNA, RNA i TMB byla zvolena

metoda analyzy pomoci NGS jako nejvhodnéjsi pro nas vyzkum. U nalezenych
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variant se hledaly spojitosti jak s pacienty dlouhodobé profitujicimi z [é¢by, tak
s naopak rychle progredujicimi. Z celého souboru 70 pacientl byl u 12 z nich
k dispozici vzorek tkdané v dostatecném mnozZsvi a kvalité pro provedeni NGS
analyzy. U vsech 12 pacientt byly k dispozici vzorky z primarni tkané nadoru, avsak
u jednoho pacienta byl navic analyzovdn také vzorek z nddorové metastdzy.
PFi porovnani téchto dvou rliznych vzorkd od jednoho pacienta bylo zjisténo, Ze
vétSina mutaci sice byla totozna, ale dvé se lisily. Coz mlzZe potvrzovat teorii
o dulezZitosti mista odbéru vzorku. Naptiklad o PD-L1 jiZz vime, Ze vyskyt se méni
nejen s mistem, ale také ¢asem. CoZz znamena, Ze napriklad biopsie provedend
nejen z jiného organu, ale také z jiné ¢asti stejného organu, nebo ze stejného mista
v jiny ¢as se mlze pomérné vyrazné lisit. U genomovych variant tak vyznamna,
a zejména casova variabilita neni znama, ale rozdilnost mezi nalezy z primarni
tkané a metastaz jsou mozné. Tyto rozdily jiz byly popsany a vedou se odborné
diskuze o tom, na co se pti analyze, potazmo lé¢bé zamérit a zda se vlbec jesté
jednd o jeden shodny typ nadoru, nebo je tfeba posuzovat vSechny postizené

oblasti zvlast a dle toho lé¢ebny postup pripadné nakombinovat. [83]

V nasem vyzkumu bylo detekovano vyrazné vice ostatnich nez patogennich
variant, cozZ bylo ofekavatelnym faktem, jelikoz diagnostické metody se pomérné
rychlym tempem stdvaji ¢im dal rozsahlejsi, ale ne vSechny nalezené varianty jsou
jiz védecky popsany. Jejich vyznam tudiz z(stdva zatim nepozndn a mohou, ale
i nemuseji byt patogenni. Témér tretina nalezenych variant se pomérné
rovhomérné vyskytovala jak u respondér(i, tak non-respondérd, proto nelze
dedukovat korelaci ani s jednou skupinou. Avsak Ize poukazat na mozny negativni
prediktivni vyznam fazi ¢i variant na bazi RNA, jelikoZz u Zzadného z respondéru
nebyl tento typ markerd detekovan, naopak byly nalezeny vidy pouze u non-
respondér(i. Tento trend vSak doposud nebyl klinickymi studiemi potvrzen.
V minulych letech jiz ale byly uonkologickych onemocnéni nékteré biologické
markery pomérné dobfe popsany. Napftiklad pro skupinu mutaci RAS, kde patfi

napriklad KRAS, kterd byla detekovdana u jednoho z analyzovanych pacientd,
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dokonce je jiz vyvinuta a pouzivana cilena léc¢ba. Stejné tak pro mutaci BRAF,
kterou mél detekovanou také jeden pacient a je soucasti stejné signaliza¢ni drahy
jako RAS. Oba tyto typy mutaci jsou spojovany s horsi prognézou onemocnéni
avnasem vyzkumu byly rovnéZ pozorovany pouze u non-respondérd. DalSim
nalezenych markerem u této skupiny pacientldl byl NTRK3, pficemzZ o nadorech
s mutaci genu typu NTRK, jejichZ subtypy jsou rozliSeny cislem 1-3, jiZz néjakou
dobu vime a jsou na né registrovany jiné lécivé pripravky, jelikoz |écba
imunoterapii nebyla prokazana jako efektivni. CoZ koresponduje s nasimi vysledky,
protoze tato varianta byla nalezena pouze ve skupiné non-respondéru.
Vyznamnost dalSich rozpoznanych marker( u obou skupin, jako jsou napfiklad
EE1A1 a FGFR2, nebyla prozatim vyrazné prozkoumdna. Vysledky ziskané
sekvenovanim nové generace mohou vyznamné prispét k pochopeni ulohy
alterované genetické infromace nddorové tkané v senzitivité nadorovych bunék
na lé¢bu imunoterapii. Doposud neni presné definovdna primarni ani sekundarni
rezistence vaci imunoterapii checkpoint inhibitory. Jsou vsak jiz znamy jisté
genetické zmény. Napfiklad alterace STK11/LKB1 jako hlavni hnaci sila primarni
rezistence vU0Ci imunoterapii anti-PD-1 u KRAS-mutovaného plicniho
adenokarcinomu. Nékteri pacienti s amplifikaci genu MDM2 nebo aberace genu
pro EGFR mély vyrazné zhorseni klinického stavu a pozoruhodné zvétseni stavajici
velikosti nddoru (55-258 %) po imunoterapii checkpoint inhibitory inhibitory.
Zadny z téchto markerd viak nebyl v nasem vyzkumu detekovan jako dominujici
u non-respondéru. Je ale ziejmé, Ze alterace signdlnich bunécénych drah dana
genetickymi aberacemi ma potencidl modifikovat charakter nadorového
mikroprostfedi ve smyslu jeho imunogenicity. Jelikoz disponujeme daty
z klinickych studii, na jejiz zakladé TMB predikuje efektivitu imunoterapie, byly
vysledky méreni u naseho souboru pacientl konfliktni, protoZe ukazovaly spiSe
opacny trend, coz mohlo byt zplsobeno velikosti pozorovaného souboru. Avsak
dominantnim uskalim stanoveni TMB je i samotna metodika. Ve skutecnosti se

zdd, Ze optimalni cut off hodnoty pro samotnou predikci se uriznych typu
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solidnich tumord lisi. Problematiku TMB lze shrnout konstatovanim, Ze somatické
mutace genetické informace vytvareji alterované proteiny v podobé neoantigend,
které mohou poskytovat cetné cile antigen prezentujicim burikam, a tim zvysit

pravdépodobnost efektivity imunoterapie. [61,76,84-89]

Limitaci naseho vyzkumu, zejména druhé kapitoly praktické ¢asti této prace by
mohla byt zejména velikost vzorku. Analyzu 12 pacientl bychom ziejmé nemohli
povaZovat za statisticky vyznamnou a sledované korelace mohou byt zkresleny
pravé malymi Cisly, presto vsak mohou jiz trendy ledacos naznacovat. Primarné
bylo zafazeno mnohem vétsi mnoiZstvi pacient(, hlavnim divodem pro vyrazeni
velké casti z nich bylo zejména to, Zze nebyl k dispozici vzorek, nebo alespon
ne v dostate¢ném mnozstvi Ci kvalité pro provedeni NGS. Také v klinické praxi se
tento problém nevyskytuje ojedinéle, zejména u nékterych diagndz jako je
napriklad karcinom plic byva ¢asto problém s nedostatkem tkané pouzitelné pro
dlkladnéjsi testovani. Vétsiho mnozstvi pacientd by mohlo byt dosazeno, pokud
by se zahrnuli také pacienti |ééeni i ostatnimi checkpoint inhibitory, nebo
kdybychom mobhli ¢erpat z dat od vice pracovist napfi¢ CR, pfipadné i za delsi
casové obdobi, jelikoz s beZicim ¢asem je imunoterapii Ié¢eno stéle vice pacientl
pro variabilnéjsi diagndzy. Tento vyzkum tedy lze riznymi zpUsoby rozsifit a ovérit

ziskané predpoklady pro hledané korelace. [90,91]
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4 Zaver

Imunoterapie na bazi checkpoint inhibitor( je vyznamnou lé¢ebnou mozZnosti
u pacientll s nadorovym onemocnénim. Avsak |écebny efekt se projevuje pouze
u nékterych z nich a je stéZejni tyto pacienty umét pfedem urcit. PloSné nasazeni
imunoterapie neni vhodné aniz divodu mozné toxicity a neni Zadouci tomuto
riziku vystavovat pacienty, u kterych neni predpokladan lé¢ebny efekt. Nalézt
dokonalé prediktivni biologické markery pro protinddorovou imunoterapii
je ndroénym ukolem, kterym se preklinické i klinické studie jiz nékolik let zabyvaji
a zatim jen s dil¢imi uspéchy. V nékterych indikacich jiz je standardem testovani
napfiklad PD-L1 pozitivity, avSsak dokonalym prediktorem neni. Jisty prediktivni
potencial, ktery se v poslednich letech hojné ovéfuje, je o¢ekdvan u markerd jako
jsou TMB, MSI, ¢i TlLs. Nadéje se upina také ke genetickému testovani a hledani
konkrétnich mutacnich variant v nadorovych bunkach, které by mohly pomoci
predpovédét ucinnost checkpoint inhibitor(. Diagnostické metody k precteni
genetické informace jak na Urovni DNA, tak RNA prosly velkym rozvojem. Lze fici,
Ze umime najit mnohondasobné vice rlznych variant, nez jich dokaZzeme presné

zanalyzovat ve smyslu jejich vyznamu ¢i patogenity.

V nasem vyzkumu bylo prvnim cilem zhodnoceni klinickych parametr(, véetné
komorbidit i snasenlivosti lécby u pacientd |éCenych nivolumabem nebo
pembrolizumabem a porovnat je z daty z klinickych studii. Tyto ndmi pozorované
aspekty se ukazaly jako obdobné s doposud publikovanymi informaci, az na jeden
nezadouci ucinek — parestézii, ktery v literatufe spojovan simunoterapii neni.
V rdmci dalSiho cile prace jsme se pokusili roZsifit portfolio studovanych variant
genU o pfipadné nékteré nové Ci rozsifit nebo potvrdit znalost o téch jiz
znaméjsich, které by mohly mit vliv na U¢innost |écby imunoterapii. Byla zvolena
metoda NGS, pfi niz byl pro analyzu DNA pouzit panel o velikosti 271 genl(
a pro analyzu RNA panel o 14 genech. Pokusili jsme se mezi detekovanymi
variantami a lécebnou odpovédi na checkpoint inhibitory nalézt vzajemnou

korelaci. Tretina nalezenych variant byla pozorovdana u pacientll bez ohledu
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na lé¢ebnou odpovéd, ale podafilo se ndm najit 15 variant, jez se objevovaly
zejména nebo vétSinou u non-respondérli a 7 variant dominujicich naopak
u respondérd. RNA varianty a fuze byly nalezeny pouze u non-respondéri, coz
mUzZe naznacovat jejich negativni prediktivni vyznam. S urcitosti nelze tvrdit, Ze se
nam podafilo definovat markery predikujici uéinnost ¢i naopak neucinnost IéCby

imunoterapii. Pro ovéreni statistické vyznamnosti téchto vysledk(l je zapotrebi

SirsSiho vyzkumu se zarazenim vétsiho mnozZstvi pacientl v obou skupinach.

Dalsi badani by mélo pokracovat v Sirokém sekvenovani rliznych panel( genl
pro nalezeni co nejvétsiho mnoistvi potencidlné prediktivnich biomarkeru
a porovnat je slécebnou odpovédi pacientll na protinddorovou imunoterapii.
JelikoZ nalézt spravnou |écbu pro spravného pacienta ve sprdvny cas je hlavnim
predpokladem pro UspéSnou personalizovanou medicinu nadorovych

onhemocnéni.
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