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ABSTRAKT

Nadorova onemocnéni patii mezi druhou nejcastéjsi pricinu umrti v CR. Mezi nejcastéjsi patii
karcinomy prsu a kolorekta. Hledani prognostickych faktorti umoziujicich lepsi rozhodovani

o postupu Ié¢by je jednou z kli¢ovych otazek klinického vyzkumu v onkologii.

Nosi¢i mutaci v genech predisponujicich k dédicné formé karcinomu prsu tvofi malou, ale
klinicky vyznamnou skupinu vysoce rizikovych osob. Zavedeni NGS v poslednich letech
umoznuje zrychleni analyz predispozi¢nich genll. Mnozstvi informaci o pfitomnosti
patogennich mutaci v predispozicnich genech je v ostrém kontrastu s pouze velmi malym
mnozstvim udaji o jejich vztahu ke klinicko-patologickym charakteristikAm nadori u jejich
nosici. Obtize zplsobuje rovnéZ uréeni miry rizika vzniku naddorovych onemocnéni u nosicl
vzacnych mutaci a variant nejasného vyznamu v genech s netuplnou penetranci. K feSeni téchto
problémt jsme se pokusili pfispét zavedenim jednotného ptistupu NGS analyz u pacientek
s karcinomem prsu, charakterizaci vyznamu prognostickych faktorii u nosicek mutaci
v hlavnich predispozi¢nich genech BRCAI/BRCA2 a urCenim rizik spojenych se vznikem

karcinomu prsu u nosict genu.

Kolorektalni karcinom pfedstavuje zdanlivé histologicky homogenni onemocnéni.
Na molekularni urovni vSak vytvaii subtypy, které¢ se odliSuji znacné rozdilnou progndzou.
Stratifikace pacient s metastatickym kolorektalnim karcinomem na zéklad¢ biochemickych
markertt v séru umoziuje identifikovat nemocné vhodné pro radikalni resekéni vykony
v oblasti jater event. v kombinaci s resekcemi primarni tumoru. V nasi praci jsme se zameftili
na identifikaci biochemickych markert, které umoziuji identifikovat pacienty s velmi Spatnou
prognézou a malym benefitem z kombinované terapie. U pacientl s lokalizovanymi
kolorektalnimi karcinomy jsme se podileli na kvalitativnim a kvantitativnim vyhodnoceni
ptitomnosti tumor infiltrujicich lymfocytl (Immunoscore), které je dilezitym prognostickym

ukazatelem odhadu rizika relapsu onemocnéni.
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ABSTRACT

Cancers represent second the most common cause of death in the Czech Republic. The most
common are breast and colorectal cancers. Identification of prognostic factors improving
decision-making approaches for treatment optimization belongs to the key aims of clinical

research in oncology.

Carriers of mutation in cancer-susceptibility genes represent a small but clinically important
group of high-risk patients. The implementation of NGS have accelerated predisposing genes
analyses. The large extent of data about the presence of variants in predisposing genes is
in striking contrast to only a very limited information available about clinico-pathological
characteristics of mutation carriers. Determination of the risk of tumor development in carriers
of rare mutations or variants of unclear significance in genes with incomplete penetrance
represent substantial drawbacks of current NGS analyses. To address these issues, we have
attempted 1) to introduce a unified approach to NGS analysis in breast cancer patients, ii)
to characterize importance of prognostic factors in BRCA1/BRCA2 mutation carriers, and iii)

to identify the cancer risks in carriers of germline mutations in the CHEK2 gene.

Colorectal cancer represents seemingly histologically homogeneous disease. However, at the
molecular level it can be divided into distinct subtypes differing in prognosis. Stratification of
patients with metastatic colorectal cancer on the basis of serum biochemical markers allows to
identify patients suitable for radical liver resection with/without primary tumor resections. In
our work, we have focused on the identification of novel biochemical markers allowing to
identify patients with very poor prognosis and little benefit from combined therapy. In patients
with localized colorectal carcinomas, we participated in the qualitative and quantitative
evaluation of the presence of tumor infiltrating lymphocytes (Immunoscore), which is an

important prognostic indicator of the risk of relapsed disease.
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1 UVOD

Nadorova onemocnéni jsou v CR druhou nejéastéjsi pfi¢inou imrtnosti. Ro¢né na naddorova
onemocnéni umirad vice nez 27 tisic osob, coz predstavuje 23 % z celkové umrtnosti, zaroven

wev

Celosvetove bylo v roce 2018 diagnostikovano 2,09 milionu novych ptipadi karcinomu prsu
(coztvoti 11,6 % vSech nadorovych onemocnéni), zaroven bylo v témze roce zaznamenano 630
tisic umrti v souvislosti s touto diagnézou (Bray F. et al, 2018). V Ceské republice bylo v roce
2016 diagnostikovano 7220 novych ptipada (134,4 / 100 000 Zen), tedy 11,4 % vSech hlasenych
onkologickych onemocnéni. V roce 2016 zemielo v souvislosti s karcinomem prsu 1907
pacientek (35,5 na 100 000 Zen). Dulezité je zminit, Ze pii dvojnasobném zvysSeni incidence
v poslednich 30 letech, zlstala mortalita prakticky stejnd. (www.SVOD.cz; data ziskana
14.6.2019)

Kolorektalni karcinom je tfetim nejcastéjSim nddorovym onemocnénim. Celosvétoveé bylo
v roce 2018 diagnostikovano 1,85 milionu novych ptipadl (coz tvoti 10,2 % vSech nadorovych
onemocnéni), zaroven bylo vroce 2018 zaznamendno 880 tisic Umrti v souvislosti
s kolorektalnim karcinomem (Bray F. et al, 2018). V Ceské republice bylo vroce 2016
diagnostikovano 7610 novych piipadi (72,0 / 100 000 zen), tedy 12,0 % vSech hlasenych
onkologickych onemocnéni. Za poslednich 30 let se tedy pocet ptipadl vice nez zdvojnasobil,
nicméné, jak jiz zminéno vyse, v poslednich ptfiblizn€ 15 letech incidence stagnuje. Mortalita
kolorektalniho karcinomu podobné jako jeho incidence v poslednich ptiblizné 15 letech mirné
klesa. V roce 2016 zemielo v souvislosti s kolorektalnim karcinomem 3819 pacientt (34,8 na
100 000 obyvatel). (www.SVOD.cz; data ziskana 14.6.2019)

1.1 Nadorové charakteristiky karcinomu prsu (C50)

Karcinom prsu ptedstavuje histopatologicky zna¢né heterogenni onemocnéni s rozdilnymi
nadorovymi charakteristikami, vyznamné se liSici odpovédi na 1écbu a celkovou prognézou
onemocnéni.

Karcinomy in situ jsou tvofeny malignimi epitelidlnimi bunkami, které neptestupuji
pfes bunéénou membranu, a tvoii pfiblizné 10 % vSech diagnostikovanych karcinomi prsu
(vroce 2016 bylo v CR diagnostikovano 650 pacientek, tedy 8,3 %; www.SVOD.cz; data
ziskana 14.6.2019). K zakladnim patologickym typtim fadime duktalni karcinom in situ (DCIS)
tvotici ptiblizné 80 % neinvazivnich forem a lobularni karcinom in situ (LCIS).

Invazivni karcinomy prsu jsou charakterizovany Sifenim malignich epitelidlnich bun¢k do okoli
a schopnosti vytvaret vzdalené metastdzy. Aktudlni WHO klasifikace (Sinn H.P., Kreipe H.,
2013) rozliSuje: ,,invasive carcinoma of no special type” (NST, diive duktalni invazivni
karcinom; pfiblizné 80 % vSech invazivnich karcinomtl prsu), lobuldrni invazivni karcinom (20
%) a nékolik dalSich histologickych typl (tubuldrni, kribriformni, medularni, metaplasticky,
mucindzni atd.), jejichz ¢etnost vSak v souhrnu neptesahuje 5 %.

Stupen diferenciace nadorové tkané (grade) je jednou z dileZitych charakteristik karcinomu
prsu. V soucasné dobé je vyuZivana tzv. nottinghamské klasifikace, ktera zohlediuje tfi
morfologické parametry: tvorby tubulil, jaderné polymorfie a pocet mitdoz. Vysledné skore
udava nadorovy grade 1-3, ktery slouZi jako prognosticky faktor (Elston C.W., Ellis 1.O., 2002;
Rakha E.A. et al, 2008).
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Dale je standardné provadéno imunohistochemické vysetieni exprese steroidnich hormonalnich
receptord, exprese receptoru HER-2/neu a hodnota prolifera¢niho indexu (Ki67). (Hammond
M.E., 2011)

Estrogenovy receptor se bezprosttedné po svém objeveni (Jensen E.V., Jacobson H.I., 1960)
stal dualezitym prognostickym faktorem a zéaroven prediktivnim faktorem odpovédi
na hormonalni terapii (Osborne C.K. et al, 1980; Samaan N.A. et al, 1981; Allred D.C. et al,
1998). Vazba estrogenu na ER stimuluje buné¢nou proliferaci aktivaci transkripce fady genti
s vyraznym mitogennim potencialem (Rong C. et al, 2018). Tuto aktivitu je mozné modulovat
fadou antagonistl ¢i parcialnich agonisti ER, jez jsou terapeuticky vyuzivany v hormondlni
lécbe nadori exprimujicich ER. Absence ER je tak negativnim prognostickym faktorem, ktery
neumoznuje aplikaci hormonalni 1éc¢by. Podobné jako u ER piredstavuje absence exprese
progesteronového receptoru (PR) pfedstavuje vyznamny negativni prognosticky faktor (Purdie
C.A. etal, 2014).

Lidsky receptor epidermalniho ristového faktoru 2 (HER-2/neu) je transmembranovy
protein s tyrozinkindzovou aktivitou kodovany genem ERBB2. HER-2 vytvaii heterodimery
s dal$imi receptory z rodiny HER, mezi které patii receptor HER-1 (znamy téz jako EGFR)
interagujici s epidermalnim ristovym faktorem (EGF) a receptory HER-3 a HER-4. HER-2
receptory jsou dileZitou soucdsti pro mitotickou aktivaci epitelidlnich bunék, kterd je
po aktivaci receptort zprostiedkovavana cestou kanonické signalizace receptort pro ristové
faktory zahrnujici MAP kindzovou kaskadu a aktivaci PKB/AKT. ZvySena exprese proteinu
HER-2 je diagnostikovana u piiblizn€ 20-25 % karcinomi prsu (Slamon D.J. et al, 1987; Tsuda
H. et al, 2001; Owens M.A. et al, 2004). ZvySend exprese HER-2 piedstavuje negativni
prognosticky faktor, ale zdroven prediktivni faktor pro anti-HER-2 terapii (trastuzumab,
pertuzumab, lapatinib, trastuzumab-emtansin).

Jaderny protein Ki67 je exprimovany v pribéhu bunécného déleni, kdy zajistuje
elektrostatickou bariéru odd€lujici jednotlivé chromozémy v pribéhu mitozy (Pierga J.Y. et al.,
1996; Liu S. et al, 2001; Viale G. et al, 2008). Vysoka mitoticka aktivita nadoru je indikatorem
nepiiznivého biologického chovani (Pierga J.Y. et al., 1996; Liu S. et al, 2001; Viale G. et al,
2008).

Na zaklad¢ analyzy expresnich profili bylo v roce 2001 vytvoieno 5 kategorii karcinomu prsu
s rozdilnou prognozou: luminal A, luminal B, basal-like, HER-2 a nezatraditelny (Perou C.M.
et al, 2000). Vysledky této prace byly nasledné¢ potvrzeny 2 nezavislymi kohortami pacientt
prezentovanymi Westem M. et al, 2001 a van't Veer L.J. et al, 2002. Vzhledem k finan¢ni
naroCnosti a obtiznému ziskavani dostatecné kvalitniho materidlu pro analyzy byly na
konferenci v St. Gallen ustanoveny nahradni definice téchto molekularnich subtypi
(Goldhirsch A. et al, 2013).

Spravné urceni charakteristik karcinomu prsu je nutné pro spravnou volbu typu a také intenzity
zvolené terapie. Zaroven je nutné mit na pameéti heterogenitu nddorové tkané, kde oblast
provadéného vysetieni nemusi nutné odpovidat vétSinovému zastoupeni bunc¢k v nadorové
tkani. Molekularni klasifikace se ztohoto pohledu jevi jako velmi G¢inny pomocnik
ptirozhodovani o volbé 1écebné strategie.

1.2 Nadorové charakteristiky kolorektalniho karcinomu (C18-20)

Na rozdil od karcinomu prsu ptfedstavuje kolorektalni karcinom histopatologicky zdanlivé
uniformni onemocnéni. Nicméné podobné jako u karcinomu prsu jej lze s pomoci expresnich
profilt rozdelit do skupin, které se znacné lisi lokalizaci a odpovédi na 1é¢bu a tim i progndzou.



Ptiblizn¢ 98 % kolorektalnich karcinomil tvoii adenokarcinomy (z toho 10-20 % mucin6zni)
(Leopoldo S. et al, 2008), velmi vzacné se jednd o neuroendokrinni tumory, dlazdicobunééné
karcinomy nebo jiné velmi raritni histologické diagnézy. V dobé diagndzy je synchronni
postizeni jiné Casti tlustého stieva diagnostikovano u pfiblizn€ 5 % pacienti (Bos A. et al,
2018).

Receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR) je povrchovy receptor s tyrosinkindzovou
aktivitou, ktery po navazani ptislusného ligandu vede ke stimulaci ristu bun¢k a utlumu
apoptozy. Nejvyznamnéjsi signalni kaskadou aktivovanou timto receptorem je MAP kindzova
draha s aktivaci proteind rodiny RAS a naslednou aktivaci B-RAF kinazy (Kassouf E. et al,
2016). Aktivacni mutace v téchto protoonkogenech vede k autonomni stimulaci signdlni drahy
nezavislé na povrchovém receptoru, ¢imz dochazi ke stimulaci bun¢k k mnoZeni, ptezivani a
dediferenciaci spojené s metastazovanim (Douillard J.Y. et al, 2013). Mutace v genu K-RAS
(kodony 12 a 13) jsou identifikovany u 42,4 % pacientd, ostatni RAS mutace u 6,9 % pacienti
a B-RAF mutace u 8,8 % pacientt s kolorektalnim karcinomem (Vaughn C.P. et al, 2011).

Aktivacni mutace genu BRAF se vyskytuji u méné nez 10 % sporadickych CRC, nejcastéji se
jedna o mutaci V600 a predstavuje velmi negativni prognosticky faktor jak v casnych stadiich,
tak u metastazujicich CRC (Roth A.D. et al, 2010; Yokota T. et al, 2011; Sinicrope F.A. et al,
2013; Modest D.P. et al, 2016). Vyznamné mén¢ informaci mame o efektu mutaci mimo kodon
600. V souboru vice nez 9600 pacientt bylo identifikovano 2,2 % pacientli s mutaci BRAF
mimo kodon 600 (pétina vSech pacientt s mutaci v genu BRAF. Pacienti s mutaci BRAF mimo
kodon 600 dosahli lepSiho medianu celkového pieziti (Jones J.C. et al, 2017).

Dilezitym prognostickym, ale 1 prediktivnim ukazatelem kolorektalniho karcinomu je
mikrosatelitova instabilita (Jones J.C. et al, 2017), kterd je korelatem vrozenych nebo
ziskanych poruch oprav chybného parovani bazi v DNA (mismatch repair; MMR). V piipadé
tumoru s deficitem MMR (somatickou, v¢etné¢ metylace promotoru MLH1, nebo hereditarni)
je typicky vyskyt velkého poctu replikacnich chyb a mikrosatelitova instabilita je definovéana
jako nestabilita > 30 % mikrosatelitovych oblasti (Thibodeau S.N. et al, 1993). U pacientl
s lokalizovanym tumorem bez vzdalenych metastaz je MSI dobrym prognostickym faktorem a
je spojena s delSim prezitim (Gryfe R. et al, 2000; Watanabe T. et al, 2001; Lanza G. et al,
2006; Zaanan A. et al, 2018). Prognosticky vyznam MSI u metastatického CRC je nejasny,
prevalence MSI je 3,5 % (tedy vyznamné méné nez u lokalizovanych stadii) (Smith C.G. et al,
2013).

V poslednich letech se postupné hromadi data o dtlezitosti mikroprostiedi nadoru a pfitomnosti
tumor infiltrujicich lymfocyta pii progresi ¢i recidivé onemocnéni. Zasadnim pokrokem je
ovlivnéni této interakce pomoci modulatorti imunitnich ,,kontrolnich boda* (check-points)
pomoci cilené imunoterapie. Jeji hlavni mechanismus spocivd v zastaveni Gtlumu imunitni
reakce v nddorovém mikroprostfedi zprosttedkované bunikami tumoru exprimujicimi na svém
povrchu PD-L1 protein.

1.3 Hereditarni nadorové syndromy

Vznik nadorového onemocnéni je komplexni, multifaktoridlni proces vedouci ke kumulaci
rizné vyznamnych mutaci v onkogenech, tumor supresorovych genech, DNA repara¢nich
genech a genech proteind Gcastnicich se bunéEné signalizace v somatické bunice. V disledku
téchto zmén dojde k naruSeni regulace proliferace, diferenciace, apoptdzy a dalich signalnich
drah v bunce, které se projevi jejich nadorovou transformaci (Hanahan D., Weinberg R.A.,
2000). Vznik somatickych mutaci genomové DNA v jednotlivych buiikach je béZznym jevem,
jehoz frekvence se zvySuje v diisledku expozice mutagennich faktort. K jejich reparaci slouzi
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DNA repara¢ni mechanismy opravujici razné druhy poSkozeni DNA. V pribéhu starnuti
organismu dochazi ke zvySené pravdépodobnosti, ze nékteré ze vzniklych alteraci DNA
zlistanou neopraveny.

Hereditarni nadorové syndromy piedstavuji skupinu nddorovych onemocnéni, u kterych lze
pozorovat jasny podil dédi¢nosti na jejich vzniku. Tato skupina piedstavuje ptiblizné 5 % vsech
nadorovych onemocnéni, ale u nékterych nadorovych diagnéz mize byt podil hereditarni formy
onemocnéni vyrazné vyssi (az 30 % u karcinomt ovaria).

Riziko vzniku nadorového onemocnéni u nosi¢e mutace v nddorovém predispozi¢nim genu je
ziidka absolutni. Pravdépodobnost, s jakou ke vzniku onemocnéni u nosici mutaci dochazi,
oznaGujeme jako penetranci. Uplnou penetranci se vyzna¢uji mutace v genu APC pii vzniku
karcinomu tlustého stfeva u pacientti s dédicnym vyskytem familiarni adenomatdzni polypozy.
Jako mutace v genech spojené s vysokou penetranci, se oznacuji varianty, které pro nosice
mutaci znamenaji vice nez pétindsobné zvySeni pravdépodobnosti vzniku onemocnéni
v porovnani s nenosi¢em. Stfedné penetrantni varianty jsou spojeny se dvou az pétinasobnym
zvySenim rizika.

Nadorovych predispozi¢nich genli bylo doposud popsano nékolik set. Nejvétsi rozmach
identifikace novych predispozi¢nich genti byl zaznamenan v poslednim desetileti 20. stoleti,
kdy byly jako jedny z prvnich popsany mutace v genech pro vznik hereditarni formy karcinomu
prsu a ovaria BRCAI (Mik1 Y. et al, 1994) a BRCA2 (Wooster R. et al, 1995).

1.3.1 Hereditarni karcinom prsu

U pfiiblizné 5-10 % karcinomt prsu lze prokazat hereditarni dispozici (Begg C.B. et al, 2008;
Kwon J.S. et al, 2010). Asi 80 % ptipadl s hereditarni dispozici k nddoriim prsu nebo ovaria je
zpusobeno zarode¢nou mutaci v genech BRCA 1 nebo BRCA2 (Szabo C.1I. et al, 1997; Pohlreich
P. et al, 2005). Proteiny BRCA1 1 BRCA2 jsou velké jaderné fosfoproteiny, jejichz dominantni
funkci je podil na opravach dvouietézcovych zlomt cestou homologni rekombinace. Na tomto
procesu se oba proteiny ucastni v podobé multiproteinovych komplexti s dal§imi proteiny,
koédovanych geny, jejichz germindlni mutace se rovnéz podileji na zvySeném riziku vzniku
karcinomu prsu (Nielsen F.C. et al, 2016).

Celozivotni kumulativni riziko pro vznik nadoru prsu je u nosi¢ek BRCAI mutace zvySeno
na 65-85 %, pro vznik nadoru vajecniku 39-65 %. U genu BRCA2 je uvadéno kumulativni
riziko vzniku nddoru prsu 45-85 % a nadoru vajecniku 11-27 % (King M.C. et al, 2003;
Kuchenbaecker K.B. et al, 2017). Nosi¢i mutaci v BRCA genech mohou byt také muzi, nicméné
riziko vzniku karcinomu prsu u téchto muzi je nizsi nez u Zen. Mutace u obou pohlavi zvysuji
riziko vzniku i dalSich nadorl, zejména karcinomil tlustého stieva, zaludku, pankreatu,
melanomtl (u BRCA2 nosiclt), u muzi zvySuji riziko naddoru prostaty (Foulkes W.D. et al, 2008).
Dalsimi geny spojenymi s pfedpokladanym vysokym rizikem vzniku karcinomu prsu
(celozivotni riziko >20 %) jsou: ATM, CDHI, CHEK2, NF1, PALB2, PTEN, STKI11 a TP53.
Za geny sttedniho kumulativniho rizika karcinomu prsu (celozivotni riziko je 10-20 %) jsou

povazovany geny BARDI, BLM, BRIP1, FANCA, FANCC, FANCM, MLHI, MSH2, MSH6,
PMS2, EPCAM, MUTYH, NBN, RADS51C, RAD51D a WRN (10-20 %). (Foretova L. et al, 2019)

1.3.2 Hereditarni kolorektalni karcinom

Nejcast¢jSimi dédi€nymi syndromy spojenymi s karcinomem tlustého stfeva jsou Lynchiiv
syndrom (dédi¢ny nepolypozni kolorektalni karcinom; HNPCC) a familidrni adenomat6zni



polyp6za (FAP). Tyto dva syndromy se podileji na vzniku karcinomu tlustého stfeva pouze
v 5% ptipad, pfesto predstavuji 90-95 % zjisténych mutaci u pacienti s dédicnou
formou karcinomu tlustého stieva (Lynch H.T. et al, 1993; Bert R.-W. ¢ al. 1995).

Pti¢inou Lynchova syndromu jsou mutace v nékterém z genil proteinti ucastnicich se oprav
chybného parovani bazi v DNA (,,mismatch repair* geny, MMR), nej¢astéji se jednd o mutaci
genu MLHI, méné Casto pak MSH2, MSH6, PMS2, event. PMSI (Moreira L. et al, 2012).
Karcinomy tlustého stieva vzniklé v rdmci Lynchova syndromu se vyznacuji casnym vyskytem.
Az 70 % primarnich tumort se u pacientti s Lynchovym syndromem nachazi pted lienalni
flexurou (tedy v pravé casti colon) a 10 % pacientli ma synchronni tumor v jiné ¢asti stieva
(Parry S. et al, 2011). Celozivotni riziko onemocnéni kolorektalnim karcinomem se blizi 80 %.
Dal§im typickym nadorovym onemocnénim doprovazejicim Lynchliv syndrom je karcinom
endometria, ktery v pribéhu Zivota miiZze postihnout azZ 60 % nosi¢ek mutace (Jenkins M. A. et
al, 2006).

Klasicka forma familiarni adenomatézni polypozy (FAP) je charakterizovdna vyskytem vice
nez 100 adenomato6znich polypt tlustého stteva (nebo méné€ polypt v mladsim veéku) (Petersen
G.M. et al, 1991). Podkladem tohoto syndromu je zarode¢na mutace v genu APC (Burt R.W. et
al, 1995). Zodpovida pouze za vznik ~ 1 % karcinomt tlustého stfeva. Mnohocetné polypy se
objevuji asné v distalni oblasti tlustého stieva a v kone¢niku, soucasné se mohou vyskytovat
1 v tenkém stfevu a v zaludku, kde jsou taktéz spojeny se zvySenym rizikem vzniku karcinomu.
Polypy se u nosi¢t mutaci zacCinaji objevovat kolem 16 roku zivota a kolorektalni karcinom
vznikd u témét 100 % nemocnych do 50 let véku (Bisgaard M.L. et al, 1994). Mutace
v promotoru genu APC zpusobuji vzacny GAPPS (Gastric adenokarcinoma and proximal
polyposis of the stomach) syndrom, ktery se manifestuje vznikem >100 polypil v oblasti fundu
nebo antra zaludku, s vysokym rizikem malignizace do podoby adenokarcinomu v mladém
veéku (Worthley D.L. et al, 2012).

Dalsi skupinou hereditarnich nddorovych onemocnéni je MUTYH-asociované polypoza
(MAP) (Sieber O.M. et al, 2003; Sampson J.R. et al, 2003) a hamartomat6zni polypdzni
syndromy, jejich vyskyt je velmi vzacny. Jedna se o Peutz—Jeghers syndrom (S7K11),
juvenilni polypozu (SMAD4/ BMPRIA) a Cowdentv syndrom (PTEN/ BMPRIA).

1.3.3 Preventivni opatieni u nosi¢t zarode¢nych mutaci

Vysoké riziko vzniku nadorovych onemocnéni u nosici dédi¢nych patogennich variant
opraviuje indikaci preventivnich opatieni, v€etné chirurgické prevence zamétené na odstranéni
tkan¢, ve které mize s vysokou pravdépodobnosti dojit ke vzniku nddorového loziska. Za
vysoké riziko se obvykle povazuje vyskyt zdvazného nddorového onemocnéni u nosi¢e mutace
s celoZivotnim rizikem ptesahujicim 20 %.

Zakladem preventivnich opatieni je v€asnd identifikace nosi¢l zarodecnych mutaci, kterd
vyzaduje zcela nezpochybnitelnou identifikaci pfi¢inné genetické alterace. Pokroky
v diagnostice umoznily analyzu desitek az stovek genli v redlném case a tim vyrazné zrychlily
diagnostické postupy. Pro analyzu naddorové predispozice je nutné stanovit indikacni kritéria,
slouzici pro identifikaci rizikové populace na zdklad¢ fenotypovych histopatologickych a
klinickych charakteristik onkologického onemocnéni u pacienta a vyskytu a charakteru
onkologickych onemocnéni u jeho pfibuznych. Kritéria jsou nastavena tak, aby zachytnost
nosic¢li mutaci ze skupiny osob splitujici dané kritérium dosahla alesponi 10 %. (Sieber O.M. et
al, 2003; Sampson J.R. et al, 2003)

Zaroven je u kazdého genu nutné stanovit konkrétni rizika pro urcity typ nadorového
onemocnéni a na zdkladé toho nabidnout pacientovi pfimétenou, riziku odpovidajici prevenci.
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Ptes vyznamné pokroky v onkogenetice v poslednich letech jsou vSak rizika vzniku karcinomu
prsu a dalSich nddorovych onemocnéni vycislena pouze pro nosi¢e mutaci v hlavnich
predispozi¢nich genech. U vzéacnych, nebo populacné specifickych alteraci stfedné
penetrantnich genti mize byt urceni rizika pro konkrétni nddorové onemocnéni velmi obtizné,
protoze pro jeho vycisleni je potfeba shromazdit reprezentativni skupinu nosic¢ti mutaci, kterou
lze vSak vybrat pouze z rozsahlych kohort analyzovanych pacientli (fadove tisice az desetitisice
vySetfenych osob). V téchto ptipadech je dilezitd mezinarodni spoluprace a vytvoteni registrii
nosi¢i mutaci téchto vzacnych geni s podrobnymi informace o vyskytu nadorovych
onemocnéni, tak aby bylo mozné stavit miru rizika a tomu pfizptisobit rozsah preventivnich
opatfeni.

2 VYCHODISKA A CILE PRACE

Onkologickd klinika 1. LF UK a VFN se dlouhodobé vénuje studiu prognostickych a
prediktivnich faktort vyuzitelnych pti rozhodovani o 1é¢bé onkologickych pacientd. V popiedi
naSeho zajmu jsou nejéastdj§i nadorova onemocnéni v CR véetnd karcinomu prsu a
kolorektalniho karcinomu.

U pacientek s karcinomem prsu se ve spolupraci s Ustavem biochemie a experimentélni
onkologie 1. LF UK dlouhodobé zabyvame skupinou Zen s dédicnou formou onemocnéni.
Od roku 1997 se podafilo shromazdit unikatni kolekci pacientek indikovanych ke genetickému
testovani. Analyzy probihaly zpocatku kaskadovym testovanim jednotlivych nadorovych
predispozi¢nich genti podle ptfedpoklddané prevalence jejich alteraci v nasi populaci.
Po provedeni analyz v hlavnich predispozi¢nich genech BRCAI a BRCA2 se vSak stale vice
ukazovalo, ze dalsi analyzy pouze jednotlivych geni jsou s ohledem na raritni zachyt mutaci
ekonomicky a ¢asove nerentabilni. Uvedeni masivniho paralelniho sekvenovani nové generace
na konci prvni dekddy milénia vSak skytalo nové moznosti pro diagnostiku Sirokého spektra
predispozi¢nich genli u prospektivné testovanych osob i pacientek retrospektivniho souboru.
Nejvetsi ¢ast souboru tvotfi mladé pacientky, jejichz 1é¢ba a sledovani je jednim z hlavnich
predmétil zdjmu Onkologické kliniky.

Spojeni informaci ziskanych z molekularnich analyz s klinicko-patologickymi charakteristi-
kami dlouhodobé sledovanych pacientek s karcinomem prsu umoziuje srovnani téchto
charakteristik u nosi¢ek a nenosi¢ek mutaci a umoziuje vyhodnoceni jejich prognostického
vyznamu u obou skupin.

Dalsim z klicovych vyzkumnych programi Onkologické kliniky je identifikace novych
diagnostickych, prognostickych a prediktivnich nadorovych markeri u pacientii
s kolorektalnim karcinomem. Cilem této snahy je zlepSeni stratifikace rizika progrese a
rekurence u pacientl s kolorektalnimi nddory a individualizace protinddorové 1écby. V ramci
dlouhodobé spoluprace s Ustavem lékaiské biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a
VFN je objektem naseho spolecného zajmu identifikace faktort produkovanych nadorovymi
buiitkami a buiikami nddorového mikroprostiedi (proteinové nddorové markery, analyza plazmy
cestou Ramanovy spektroskopie, kvantitativni a kvalitativni analyzy cirkulujicich imunitnich
bunék). Ve spolupraci s Pathologisches Institut Universitdtsklinikum v Erlangenu se v ramci
mezinarodniho konsorcia Immunoscore zabyvame studiem interakci mezi nddorovymi
buikami a bufikami imunitniho systému, coz by umoZnilo zlepSeni vyhodnoceni
morfologickych a molekularnich charakteristik nadorovych loZisek. Zajima nas pak zejména
vyznam ptitomnosti tumor infiltrujicich lymfocyti.
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Cile dizertaéni prace:

Predkladana prace se zabyva problematikou vyznamu stavajicich a identifikaci novych
prediktivnich a prognostickych znaki umoziujicich zlepSeni 1é¢by u vysoce rizikovych
osob s karcinomem prsu nebo kolorekta. Konkrétné se potom soustiedi na:

Identifikaci novych postupti klinické diagnostiky dédicnych nadorovych syndromti, zalozenych
na sekvenovani nové generace s cilem charakterizace skupin vysoce rizikovych pacientek
s karcinomem prsu:

1) s mutacemi v hlavnich predispozi¢nich genech BRCA1 a BRCA?2,
2) s mutacemi v dalSich predispozi¢nich genech,
3) apacientek bez vyskytu dédi¢nych mutaci,

které by umoznily vyhodnoceni vyznamu prognostickych markert karcinomu prsu v téchto
skupinach.

Identifikace diagnostickych a prognostickych markert u pacient s kolorektalnim karcinomem,
jez by umoZnily:

1) stratifikovat prognézu u pacienti s metastatickym onemocnénim na zékladé
biochemickych markert v plazmé s cilem identifikovat nemocné vhodné pro radikalni
resekéni vykony v oblasti jater, event. v kombinaci s resekcemi primarniho tumoru.
Soucasné identifikovat pacienty s velmi Spatnou progndézou a malym benefitem
z terapie, u kterych je uziti kombinovanych terapeutickych ptistupti diskutabilni.

2) zlepseni odhadu rizika relapsu onemocnéni na zakladé detailni imunohistopatologické
analyzy primarniho loziska kolorektalniho karcinomu zaméfené na kvalitativni a
kvantitativni vyhodnoceni pfitomnosti tumor infiltrujicich lymfocytt.

3 SEZNAM PRACI SLOUZICICH JAKO PODKLAD
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4 KOMENTAR K VYBRANYM PUBLIKOVANYM PRACIM

4.1 Clanek 1: Hereditary truncating mutations of DNA repair and other
genes in BRCAI/BRCA2/PALB2-negatively tested breast cancer
patients.

Lhota F, Zemankova P, Kleiblova P, Soukupova J, Vocka M, Stranecky V, Janatova M,
Hartmannova H, Hodanova K, Kmoch S, Kleibl Z. Clin Genet. 2016;90(4):324-33,
(IF2016= 3.326).

Prace analyzuje pfedpoklady pro aplikaci panelového NGS v diagnostice dédi¢nych alteraci
znamych a kandidatnich nadorovych predispozic¢nich genti. Pro analyzu bylo vybrano 325
vysoce rizikovych pacientli s karcinomem prsu, u kterych byla vylou¢ena mutace v hlavnich
predispozi¢nich genech BRCAI/BRCA2/PALB2 a 105 nenadorovych kontrol. Analyzovani
pacienti byli vybrani na zdklad€ splnéni indika¢nich kritérii pro analyzu nadorové predispozice.
Kompletni klinicka a histologicka data od pacientli byla ziskana ze zdravotnické dokumentace.
U vySetfovanych osob byla provedena analyza 581 geni na platform¢ SOLiD. Soubor
vySetfovanych genll zahrnoval 141 gent kddujicich proteiny ucastnici se DNA reparacnich
procesit a 449 genli zminénych v souvislosti se vznikem ¢i prognézou karcinomu prsu
v databazi PhenoPedia.

Nejvetsi pozornost byla vénovana variantam zkracujicim proteinovy produkt. V souboru
pacientli s karcinomem prsu bylo identifikovano 127 rtiznych trunkacnich variant, které Ize
povazovat za zavazné alterace s vyznamnou poruchou genovych produktti. Varianty zkracujici
proteinovy produkt jsme nasli celkem u 32,3 % pacientl (u 19 pacientl byla pfitomna vice nez
jedna trunkacni varianta).

Z hlediska vyskytu jsme trunka¢ni varianty rozdé€lili na varianty v genech kdédujicich DNA
reparacni proteiny a v ostatnich genech. Celkem bylo identifikovano 36 trunkacnich variant
v 25 genech koédujicich proteiny ucastnici se reparacnich pochodi DNA. Nejcastéji
alterovanymi byly geny kédujici proteiny komplexu Fanconiho anemie.

V souboru geni neucastnicich se reparaci DNA byly trunkacni varianty identifikovany
u22,8 % pacienti a 9,5 % kontrol. Varianty v téchto genech jsme rozdélili do n€kolika
funk¢nich skupin. Mezi nejCastéjsi patfily trunkacni varianty postihujici néktery z genti
kodujicich proteiny Gcastnici se metabolismu a signalizace steroidnich hormont, které jsme
zachytili celkem u 15 (5 %) pacientek a 1 (1 %) kontroly. Do této skupiny patiily predevsim
geny pro cytochromy p450, které ptispivaji k biosyntéze estrogeni (CYP11A1, CYP17Al,
CYPI9A1) nebo jeho katabolismu (CYP3AS, CYP1A2). Vzhledem k tomu, Ze estrogeny
mohou ovlivnit etiologii karcinomu prsu, je nutné uvazovat o téchto variantach jako
o potencialnich modifikatorech rizika vzniku karcinomu prsu.

V préci jsme rovnéZz popsali zékladni klinicko-patologické charakteristiky u nosi¢li mutaci
v DNA reparac¢nich genech, ostatnich genech a nenosi¢li dédiénych mutaci, které vsak
nevykazovaly signifikantni rozdily.

Prace ukézala, Ze panelové sekvenovani je vhodnym pfistupem k analyze hereditarnich
nadorovych dispozic umoziujicim v relativné kratkém case ziskat vysledky analyzy n¢kolika
stovek genll s moznou spojitosti se vznikem nadorového onemocnéni. Patogenni ¢i
pravdépodobné patogenni mutace jsme nalezli u témér tretiny vySetfovanych vysoce rizikovych
osob, pficemZ u 30/325 nemocnych (9 %) jsme tyto mutace nasli v genech jasné asociovanych
s dédi€nymi nadorovymi syndromy.
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4.2 Clanek 2: Validation of CZECANCA (Czech CAncer paNel for
Clinical Application) for targeted NGS — based analysis of hereditary
cancer syndromes.

Soukupova J, Zemankova P, Lhotova K, Janatova M, Borecka M, Stolarova L, Lhota F,
Foretova L, Machackova E, Stranecky V, Tavandzis S, Kleiblova P, Vocka M,
Hartmannova H, Hodanova K, Kmoch S, Kleibl Z. PLoS One. 2018;13(4):¢0195761,
(IF2018=2.766).

V nadvaznosti na zkuSenosti s analyzou s Siroce koncipovanym panelem 581 gentli z piedchozi
prace byl ptipraven panel CZECANCA v. 1.0, ktery zahrnoval 219 genti s prokdzanym nebo
piedpokladanym zvy$enim rizika vzniku dédi¢nych nadorovych onemocnéni.’® Do panelu byly
zafazeny geny 3 skupin: skupina A — geny s prokdzanou (nezpochybnitelnou) asociaci
s nadorovou hereditou se zndmym a vyznamné zvySenym relativnim rizikem pro nosice
(RR > 5); skupina B — geny s prokazanou jasnou asociaci s nadorovou hereditou (evidentni
na zékladé n¢kolika publikovanych studii) a vyznamné zvySenym relativnim rizikem pro nosice
(RR 2-5) nebo v piipadé, Ze RR neni stanoveno pro nedostatek studii/nosicl; a skupina C —
geny s nejasnou, avSak predpoklddanou asociaci s nddorovymi hereditami vychézejici
z ojedinélé studie nebo preklinickych dat nebo geny, jejichZ produkty jsou zapojeny v signalni
draze, ve které poruchy v jinych genech (kodujicich kooperujici proteiny) prokazatelné
souviseji s nddorovou predispozici. Pro geny skupiny A-B jsou k dispozici klinicka doporuceni
pro sledovani nebo preventivni vykony, zatimco u geni skupiny C takova doporuceni
k dispozici nejsou.

Pfed zavedenim sekvenacniho panelu CZECANCA do rutinni klinické diagnostiky
hereditarnich nadorovych syndromt jsme provedli dikladné testovani parametrii panelu.
Testovani bylo provedeno na souboru 389 vzork diive analyzovanych na piitomnost
zarode¢nych mutaci v predispozi¢nich genech, z toho u 137 vzorki byla prokazana ptitomnost
patogenni jednonukleotidové varianty (single nucleotid variants, SN'Vs) nebo kratkych inserci
a deleci, u 35 vzorkl byla diive prokdzana rozsahlejsi intragenova piestavba. Testovani ukazalo
vysokou mezilaboratorni uniformitu pokryti a vysokou shodu pii sekvenovani kontrolnich
vzorki, kterd se pohybovala mezi 98,5 % - 99,7 % shodnych variant. Rozdily mezi jednotlivymi
laboratofemi lze cCasteCné prisoudit odliSnému zpusobu fragmentace genomové DNA.
Poslednim dulezitym krokem byla optimalizace CNV analyzy na vice nez 300 vzorcich
soubézn¢ analyzovanych pomoci MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification),
ktera prokazala 100% detekci intragenovych piestaveb. Kvalitativni parametry a vysledky
internich kontrol kvality byly doplnény o nezavislé hodnoceni European Molecular Genetics
Quality Network (www.emqn.org) s dosazenim 100% senzitivity pii detekcei variant.

Vyse uvedené vysledky potvrdily funkénost panelu CZECANCA umoziiujici spolehlivou
detekci nejen SNV a malych inzerci nebo deleci, ale také hodnoceni rozsahlejSich ptestaveb
u vétSiny vysSetfovanych gend. Provedené analyzy také prokédzaly uniformitu bioinformatického
zpracovani vSech vzorkll cleni CZECANCA konsorcia, které umoZiluje slouceni
mezilaboratornich vysledkii pro vytvofeni frekvencni databaze hereditarnich variant
predispoziénich genti u vysoce rizikovych osob v CR.
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4.3 Clanek 3: Estrogen Receptor Status Oppositely Modifies Breast
Cancer Prognosis in BRCA1/BRCA2 Mutation Carriers Versus Non-
Carriers.

Vocka M, Zimovjanova M, Bielcikova Z, Tesarova P, Petruzelka L, Mateju M, Krizova
L, Kotlas J, Soukupova J, Janatova M, Zemankova P, Kleiblova P, Novotny J, Konopasek
B, Chodacka M, Brychta M, Sochor M, Smejkalova-Musilova D, Cmejlova V,
Kozevnikovova R, Miskarova L, Argalacsova S, Stolarova L, Lhotova K, Borecka M,
Kleibl Z. Cancers (Basel). 2019;11(6), (IF2019=5.326).

Exprese ER je dulezitym prognostickym a prediktivnim ukazatelem u pacientek se sporadickym
karcinomem prsu, avSak vyznam tohoto faktoru u nosi¢ek mutaci v genu BRCAI a BRCA?2
nebyl dokumentovan, piestoze karcinomy prsu se z hlediska exprese estrogennich receptort
u nosi¢ek mutaci obou genti vyznamné odlisuji. Rada publikaci v minulosti dokumentovala
prognosticky vyznam piitomnosti mutaci genu BRCAI a BRCA2 u pacientek s karcinomem
prsu protichlidné. Naprosté minimum publikaci zkoumalo vyznam klinicko-patologickych
charakteristik u nosic¢ek mutaci s karcinomem prsu v porovnani s pacientkami bez mutaci.

Pro zhodnoceni dopadu jednotlivych klinicko-patologickych charakteristik na pteziti
bez znamek nemoci (disease free survival, DFS) a nadorové specifické preziti (disease specific
survival, DSS) jsme do projektu zafadili 1133 pacientek s karcinomem prsu, jez zahrnovaly
234 nosicek BRCA1/BRCA2 mutaci a 899 nenosic¢ek. VSechny pacientky splinovaly indikacni
kritéria pro genetické testovani a ke genetickému vySetfeni byly odeslany mezi roky 1997
az 2015. Ze souboru byly pfedem vytazeny pacientky s duplicitnim karcinomem ovaria, muzi
s karcinomem prsu a nosicky patogennich mutaci v jinych genech spojenych s rizikem vzniku
nadorového onemocnéni (PALB2, CHEK2, ATM, TP53, RAD51C, RAD51D, BRIPI, MLH1,
MLH3, NBN, NFI1) scilem vytvofit co nejhomogennéjsi soubor pacientek. V souboru
pievazovaly nosicky BRCA I mutaci (N=183) nad BRCA2 nosickami (N=51). Median sledovani
byl v celém soboru 9,8 roku. Do analyzy pteziti byly zafazeny pouze pacientky s kompletnimi
klinicko-patologickymi daty, celkem tedy 191 nosi¢ek mutaci (151 BRCAI a 40 nosicek
BRCA2) a 680 nenosicek.

Nosi¢ky mutaci BRCA1/BRCA2 dosahly mirn€ horsitho DSS (HR 1,65 [95 % CI 1,01-2,70];
p =0,047; Obrazek 8A, B) a srovnatelného DFS (p = 0.241).

Nasledné byla provedena analyza (Mantel-Haenszel test) vlivu jednotlivych klinicko-
patologickych charakteristik na pieziti nosi¢ek mutaci BRCAI/BRCA2 oproti nenosickam.
V ramci souboru nosi¢ek mutaci BRCAI/BRCA2 byl s vyssim rizikem navratu onemocnéni
(DFS) spojen vyssi vék pacientek. U pacientek starSich nebo rovno 35 let v dobé diagndzy bylo
riziko navratu nemoci zvyseno 1,80x (95 % CI 1,10-2,99), u pacientek star§ich nebo rovno 45
let 3,98x (95 % CI 1,62-9,81) a u postmenopausalnich nosicek 3,72x (95% CI 1,16-11,90]) v
porovnani se stejné starymi nenosickami.

Analyza positivity parametru estrogennich receptorti (ER) a jeho vztahu k prognéze ptinesla
ptekvapivy vysledek. U nosi¢ek mutaci v genech BRACI/BRCA?2 byla positivita ER spojena
s 3,14x vys§im rizikem ndvratu onemocnéni (95 % CI 1,69-5,81; p = 0,003) a 5,70x vyS$Sim
rizikem Umrti v souvislosti s karcinomem prsu (95 % CI 2,27-14,4; p <0,001) ve srovnani
s nenosickami (Obrazek 8C, D). Na tomto zhorSeném pieZivani mély podil pfedev§im nosicky
mutaci BRCA2.

Na zéklad¢ faktort identifikovanych v piedchozich analyzach (veék a stav ER) jsme se rozhodli
ovétit jejich kombinovany efekt na prognézu pacientek. Nosicky mutaci v genech
BRCAI/BRCA2 s ER-positivnim karcinomem prsu diagnostikovanym ve véku 35 a vice
vykazovaly 4,56x vyssi riziko recidivy onemocnéni (95 % CI 2,00-10,37) a 8,24x vyssi riziko
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umrti v souvislosti s karcinomem prsu (95 % CI 2,37-28,72]) oproti ER-positivhim
nenosickam stejného véku. Podobného vysledku bylo dosazeno i1 u pacientek
diagnostikovanych ve véku 45 a vice.

Obrazek 8: Kaplan-Meierovy ki'ivky porovnavajici DFS (A) a DSS (B) u nosi¢ek BRCA1/2
mutaci ve srovnani s nenosickami; DFS (C) a DSS (D) dle stavu estrogenovych receptori u
nosi¢ek mutace BRCAI1, BRCA?2 a nenosicek.
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U zen mladsich 35 let v dob¢ diagnozy s ER-negativnim karcinomem prsu bylo riziko recidivy
1,93x vyssi ve srovnani s nosickami mutaci v genech BRCA1/BRCA2 (95 % CI 1,03-3,61;
p =0.039). Podobny trend byl zaznamenan i ve vékové kategorii do 45 let v dob¢ diagnozy,
nicméné nebylo dosazeno statistické¢ vyznamnosti.

K potvrzeni vyznamného vlivu véku v dobé diagnozy a stavu ER jsme provedli multivariaéni
analyzu (multivariable Cox proportional-hazard model), kterd potvrdila opacny vliv stavu ER
na prezivani u nosi¢ek mutaci BRCA1/BRCA2 (negativni faktor, statisticky vyznamny u DFS)
a nenosicek (positivni prognosticky faktor, statisticky vyznamny jak u DFS, tak u DSS). Vék
v dob¢ diagnézy ziistal vyznamnym faktorem pouze u nenosicli, podobné i nizky stupeni
diferenciace (statisticky vyznamny pouze v rdmci DSS).

Na zaklad¢ naSi analyzy je nezbytné na nosicky mutaci BRCAI/BRCA2 s ER-positivnim
karcinomem prsu pohliZet jako na skupinu pacientek se zvySenym rizikem recidivy onemocnéni
a umrti v souvislosti s karcinomem prsu. Dal§im zajimavym zji§ténim je srovnatelna prognoza
nosic¢ek mutace BRCAI/BRCA2 s ER-negativnim karcinomem prsu (véetné pacientek mladSich
35 let) s progndzou onemocnéni u (starSich) nenosic¢ek s ER-positivnim karcinomem prsu, které
jsou povazovany za malo rizikové pacientky.

19



4.4 Clanek 4: Identification of deleterious germline CHEK2 mutations
and their association with breast and ovarian cancer.

Kleiblova P, Stolarova L, Krizova K, Lhota F, Hojny J, Zemankova P, Havranek O,
Vocka M, Cerna M, Lhotova K, Borecka M, Janatova M, Soukupova J, Sevcik J,
Zimovjanova M, Kotlas J, Panczak A, Vesela K, Cervenkova J, Schneiderova M,
Burocziova M, Burdova K, Stranecky V, Foretova L, Machackova E, Tavandzis S,
Kmoch S, Macurek L, Kleibl Z. Int J Cancer. 2019 May 3, doi: 10.1002/ijc.32385.
(IF2017=7.360).

Gen CHEK2 koduje kindzu CHK2 zprostfedkovavajici odpovéd na pritomnost
dvouretézcovych zlomi v DNA. Jejimi substraty jsou proteiny aktivujici zadstavu bunécného
cyklu/aktivaci apoptozy (napt. p53) nebo reparaci DNA (napt. BRCAIL; viz. kap. 1.3.2.1).
Zarodecné patogenni mutace v genu CHEK? jsou spojeny se zvySenym rizikem vzniku
karcinomu prsu, nicméné riziko vzniku onemocnéni u nosicek mutaci CHEK2 bylo
publikovano velmi rozdilné.

Cilem prace byla identifikace dédicnych variant CHEK?2 genu v ¢eské populaci u 1,928 vysoce
rizikovych pacientii analyzovanych na nadorovou predispozici ke karcinomu prsu a ovaria a
u 3,360 nenadorovych kontrol, dile funk¢ni charakterizace vyznamu nalezenych missense
variant, vyc¢isleni rizika vzniku karcinomu prsu a ovaria u nosicl trunkacnich a funkéné
defektnich missense variant.

V analyzovaném souboru bylo identifikovano 10 trunkacnich mutaci a 26 missense variant.
Zatimco frekvence trunkacnich mutaci se vyznamné li§ila mezi souborem pacientt (2,39 %
nosi¢il) a kontrol (0,33 % nosicti; p=1,1x10"%), celkova frekvence missense alteraci byla
srovnatelna (4,56 % vs. 3,90 %; p=0,42). U zminovanych 26 missense variant bylo provedeno
funkéni vySetfeni ve spolupraci s “'UMG AVCR, které umoznilo vyhodnotit enzymovou
aktivitu CHEK?2. Z hlediska poruchy funkce bylo 11 variant hodnoceno jako varianty
s vyznamnou poruchou kindzové aktivity, 5 variant jako s ¢astecnou poruchou funkce a 10
variant prokazalo zachovani pIné kinazové aktivity.

V praci jsme zjistili, Zze riziko nosi¢stvi mutaci v CHEK2 genu je klinicky vyznamné
pro trunkacni varianty a vznik karcinomu prsu u Zen, ale i u muzi, asociace s karcinomem
ovaria je vyznamna mén¢. Funk¢né defektni missense varianty jsou spojeny s pravdépodobné
niz8im rizikem neZ trunka¢ni mutace.

Klinicko-patologické charakteristiky byly porovnavany mezi skupinou pacientl s trunkacnimi
nebo patogennimi missence variantami (N = 44), skupinou pacientti s mutaci p.I157T (N = 38)
a skupinou pacient bez identifikované CHEK2 mutace (N = 1127). Statisticky vyznamny
rozdil byl identifikovan pti hodnoceni subtypl karcinomu prsu, kdy byl mezi pacienty bez
mutace v genu CHEK?2 zaznamendn vyznamné vyS$$i podil basal-like subtypu a u nosi¢i mutace
p.1157T vyssi podil HER-2+ tumord. Déle byl zaznamenan rozdil ve stupni diferenciace tumoru
mezi nosi€i trunka¢nich nebo patogennich missence varitant.

Prezentovana data potvrdila klinicky vyznam analyzy genu CHEK2 u pacientek vysokym
rizikem vzniku karcinomu prsu nebo karcinomu vaje¢niku. Analyza byla podpofena
provedenim funk¢nich analyz, které vedly k vyznamnému sniZeni poctu variant nejasné¢ho
vyznamu (VUS). Dalsi hodnoceni je zt€Zovano faktem, ze patogenni mutace v CHEK? cCasto
asociuji s jinymi tumory neZ jen s karcinomem prsu a vajecniku a je tedy nutné vytvofit velké
soubory pacientll spolu s podrobnymi klinicko-patologickymi informacemi v ramci
mezinarodni spoluprace.
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4.5 Clanek 5: Trefoil factor family (TFF) proteins as potential serum
biomarkers in patients with metastatic colorectal cancer.

Vocka M, Langer D, Petrtyl J, Vockova P, Hanus T, Kalousova M, Zima T, Petruzelka
L. Neoplasma. 2015;62'3:470-7, (IF2015=1.961)

V ramci dlouhodobé spoluprace s Ustavem lékai'ské biochemie a laboratorni diagnostiky jsme
zkoumali nové diagnostické a prognostické nadorové markery u pacientti s metastatickym
kolorektalnim karcinomem ve snaze stratifikovat pacienty dle prognézy a vybrat vhodné
kandidaty pro piipadné radikalni resekéni vykony v oblasti jater event. v kombinaci
s resekcemi primarni tumoru. ReSersi dostupné literatury jsme identifikovali 32 proteinovych
markeril spojenych s diagnostikou kolorektalniho karcinomu, které byly nasledné vysSetieny
v nasem souboru spolu se zdkladnim vySetfenim biochemie a krevniho obrazu.

Trefoil faktory (TFF) jsou stabilni sekretorické proteiny produkované bunkami sliznice
gastrointestinalniho traktu. Jejich pfesna funkce neni znama, nicméné se pravdépodobné
podileji na ochran¢ sliznice pfed poskozenim, stabilizuji hlenovou vrstvu a ovlivituji hojeni
epitelu.

V ramci zkoumané skupiny byly =ziskdny sérové vzorky 97 pacientli s histologicky
verifikovanym metastatickym kolorektalnim karcinomem (u 58 z nich byly k dispozici sérové
vzorky s odstupem 3 mésicll) a 59 zdravych kontrol s negativni kolonoskopii ptedchazejici
odbéru. Koncentrace TFF-1, TFF-2 a TFF-3 ve vzorcich séra byly stanoveny komercné
dostupnymi kolorimetrickymi sendvicovymi ELISA kity (Biovendor). Zaroven byla provedena
analyza standardnich nadorovych markert (CEA, CA19-9) a ze zdravotnické dokumentace
byly ziskany informace o rozsahu onemocnéni, zptsobu terapie a o celkovém preziti.

Sérové koncentrace TFF-1 a TFF-3 se vyznamné liSily u pacientti ve srovnani s kontrolni
skupinou. Koncentrace TFF-2 se mezi pacienty a kontrolami neliSila. V dalsi analyze pak
TFF-2 prokazal horsi sensitivitu nez rutinné vyuzivany tumor marker CEA, z dalsi analyzy byl
tedy vyrazen. Sérovy protein TFF-3 (AUC 0,916) prokazal mirné lepsi detekéni schopnost
ve srovnani se standardnimi nddorovymi markery CEA (AUC 0,905) a CA19-9 (AUC 0,802).

Déle bylo zjisténo, ze vstupni sérova koncentrace TFF-3 koreluje s medianem celkového
piezivani u pacientli na rozdil od vstupnich sérovych hladin CEA a CA19-9, které tuto korelaci
nevykazovaly. V ramci analyzy byli porovnavani pacienti se vstupni koncentraci TFF-3 mensi
nebo rovnou vypoctené mezni hodnoté 3,4 ng/ml s medianem celkového pieziti 19,9 mésice
proti pacienttim s hodnotou vyssi nez 3,4ng/ml, ktefi dosdhli medianu 7,8 mésice (p <0.0001).

Z uvedenych dat vyplyva, Ze sérové koncentrace signifikantné koreluji s progndzou pacient
s metastatickym kolorektadlnim karcinomem. Pacienti s nizkymi sérovymi koncentracemi TFF-
3 jsou vhodnymi kandidaty pro pokus o radikalni resekci jaternich metastdz a event. i
primarniho tumoru (v pfipadé, Ze jiz nebyl odstranén).
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4.6 Clanek 6: Growth/differentiation factor 15 (GDF-15) as new potential
serum marker in patients with metastatic colorectal cancer.

Vocka M, Langer D, Fryba V, Petrtyl J, Hanus T, Kalousova M, Zima T, Petruzelka L.
Cancer Biomark. 2018;21(4):869-874, (IF2018=2.274).

Dalsim z potencidln€¢ vyuzitelnych nadorovych markeri u pacienti s kolorektalnim
karcinomem vybranych v ramci reSerSe dostupné literatury byl protein GDF-15. GDF-15
funguje jako ligand vazici se na TGFbeta receptory a ucastni se reakce tkdni na poskozeni
bunék, zanét nebo hypoxii.

V navaznosti na ptedchozi data byly provedeny dal§i ELISA analyzy s cilem nalézt dalsi
potencialni nddorové markery, jez byly vytipovany z dostupné literatury. Byly vyuzity tytéz
vzorky jako v pfedchozi analyze, tedy 97 pacientl s histologicky verifikovanym kolorektalnim
karcinomem a 79 zdravych kontrol s negativni kolonoskopii. Koncentrace GDF-15 ve vzorcich
séra byla stanovena komercné dostupnymi ELISA kity (Biovendor).

Kromé vyznamného rozdilu koncentrace GDF-15 u pacientdt (7,58 + 0,77 ng/ml)
oproti zdravym kontroldm (1,64 + 0,08 ng/ml; p <0,001) byl zaznamenan vyrazny rozdil
u pacientl s ponechanym primdrnim tumorem stfeva nebo lokalni recidivou v oblasti stifeva a
pacientil bez tohoto postizeni (10,76 + 2,19 ng/ml vs 3,93 + 0,33 ng/ml; p = 0,035). Statisticky
vyznamny rozdil byl zaznamendn 1 mezi pacienty s jaternim postizenim oproti nemocnym
bez jaterniho postizeni (8,93 = 1,03 ng/ml vs 4,26 + 0,42 ng/ml; p = 0,006). Naopak koncentrace
GDF-15 byly vyssi u pacientll bez postiZzeni plicniho parenchymu ve srovnani s pacienty
s postizenim plic (8,86 £+ 1,04 ng/ml vs 4,87 + 0,77 ng/ml; p = 0,015).

Mezni hodnota byla pro GDF-15 stanovena na 3,5 ng/ml, pii které bylo dosazeno sensitivity
71,1 % pfi specificité 98,7 % (AUC 0,921). Pro srovnani sérovy marker CEA pti mezni hodnoté
5 ug/l dosahl mirné vyssi sensitivity 72,1 %, nicméné pii mirn€ niz$i specificité¢ 97,5 % (AUC
0,905).

Podobn¢ jako u sérového markeru TFF-3 korelovala koncentrace GDF-15 s rozsahem jaterniho
postizeni. Pacienti se souc¢tem nejvétSiho rozméru jaternich metastdz mensim nez 100 mm méli
vstupni koncentraci GDF-15 5,05 + 0,92 mg/ml, zatimco pacienti se souctem jaternich metastaz
vétsim nez 100 m meli 13,36 + 1,97 mg/ml (p = 0.002).

Vstupni sérova koncentrace GDF-15 korelovala s celkovym pifezivanim pacienti. Pacienti se
vstupni koncentraci GDF-15 mens$i nebo rovnu vypoc¢tené mezni hodnoté 3,5 ng/ml méli
median celkového preziti 20,6 mésice oproti pacientiim s hodnotou v rozmezi 3,5 a 7,0 ng/ml
s medianem 14,6 mésice (p = 0.053) a pacienttiim s hodnotou vyssi nez 7,0 ng/ml s medidanem
6,4 mesice (p <0.001).

Podobn¢ jako u ptedchozi publikace méla tato prace za cil hodnotit pomoci sérového
nadorového markeru rozsah nddorového postizeni a identifikovat pacienty, kteti by profitovali
z chirurgické terapie i pfes moznou hrani¢ni indikaci na zakladé zobrazovaciho vySetfeni.
Zaroven bylo cilem identifikovat pacienty s potencidlné rychlou progresi onemocnéni, stejné
jako snaha vyhnout se intenzivnim rezimim, jeZ by mohly vést ke zhorSeni kvality Zivota.
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4.7 Clanek 7: International validation of the consensus Immunoscore for

the classification of colon cancer: a prognostic and accuracy study.

Pages F, Mlecnik B, Marliot F, Bindea G, Ou FS, Bifulco C, Lugli A, Zlobec I, Rau TT, Berger
MD, Nagtegaal ID, Vink-Borger E, Hartmann A, Geppert C, Kolwelter J, Merkel S, Griitzmann
R, Van den Eynde M, Jouret-Mourin A, Kartheuser A, Léonard D, Remue C, Wang JY, Bavi
P, Roehrl MHA, Ohashi PS, Nguyen LT, Han S, MacGregor HL, Hafezi-Bakhtiari S, Wouters
BG, Masucci GV, Andersson EK, Zavadova E, Vocka M, Spacek J, Petruzelka L, Konopasek
B, Dundr P, Skalova H, Nemejcova K, Botti G, Tatangelo F, Delrio P, Ciliberto G, Maio M,
Laghi L, Grizzi F, Fredriksen T, Buttard B, Angelova M, Vasaturo A, Maby P, Church SE,
Angell HK, Lafontaine L, Bruni D, El Sissy C, Haicheur N, Kirilovsky A, Berger A, Lagorce
C, Meyers JP, Paustian C, Feng Z, Ballesteros-Merino C, Dijkstra J, van de Water C, van Lent-
van Vliet S, Knijn N, Musind AM, Scripcariu DV, Popivanova B, Xu M, Fujita T, Hazama S,
Suzuki N, Nagano H, Okuno K, Torigoe T, Sato N, Furuhata T, Takemasa I, Itoh K, Patel PS,
Vora HH, Shah B, Patel JB, Rajvik KN, Pandya SJ, Shukla SN, Wang Y, Zhang G, Kawakami
Y, Marincola FM, Ascierto PA, Sargent DJ, Fox BA, Galon J. Lancet. 2018;391(10135):2128-
2139, (IF2015=47.831)

Kromé sérovych hladin nejriizn€jSich proteinovych marker se na Onkologické klinice 1. LF
UK a VFN zabyvame také sledovanim jednotlivych subpopulaci bun€k imunitniho systému a
jejich vztahu k prognoze pacientli s kolorektdlnim karcinomem. Vedle periferni krve jsou
predmétem naSeho zajmu také bunky imunitniho systému piestupujici z krevniho fecisté
do tkani, a to zeyjména do nadorového mikroprosttedi. Pfitomnost téchto bun¢k v nadorové tkani
ma prognosticky vyznam potvrzeny fadou diive publikovanych studii.

V ramci tohoto projektu byly vysetfeny parafinové vzorky lokalizovaného karcinomu stieva
(stadium I-1IIT) vice nez 3500 pacientti (necelych 250 vzorkl pochazelo z Onkologické kliniky
1. LF UK a VFN). Projektu se zucastnilo 14 velkych center ze 13 zemi. Tyto vzorky byly
vySetieny ve spolupraci s kooperujicim pracovistém v Erlangenu (Pathologisches Institut
Universitats-klinikum, Erlangen, Némecko) v rdmci mé staze na tomto pracovisti. Zaroven byla
k témto vysledkim pfidana anonymizovand klinickd a histopatologickd data ziskana
ze zdravotnické dokumentace.

Jednotlivé preparaty byly imunohistochemicky obarveny protilatkami proti CD3 a CDS,
nasledn¢ vzorky prosly kontrolou kvality a poté byla provedena kvantifikace positivnich bun¢k
pomoci pocitacového softwaru.

Po kontrole kvality bylo do studie zafazeno 2681 pacienti s kompletnimi daty a zaroven
dostate¢nou kvalitou parafinovych vzorkt (700 pacientli v tréninkové skupin€, 636 pacientii
v internim valida¢nim souboru a 1345 pacientii v externim validacnim souboru). Immunoscore
prokazalo vysokou uroven reprodukovatelnosti mezi pozorovateli a centry (r = 0,97 pro nador
tlustého stteva; r = 0,97 pro invazivni okraj; p <0,0001).

cwwvr

po 5 letech (8 % u pacientl s vysokym Immunoscore oproti 19 % se stfedni hodnotou a 32 %
s nizkou hodnotou Immunoscore). Pomér rizika [HR] mezi vysokou a nizkou hodnotou byl
0,2 (95 % CI 0,1-0,38; p <0 0001). Vysledky byly nasledné¢ potvrzeny ve dvou valida¢nich
souborech s celkovym poctem 1981 pacientll. Provedend Coxova multivariacni analyza
prokézala asociaci Immunoscore a ¢asu do recidivy nezavislou na véku pacienta, pohlavi, stadiu
T, rozsahu postizeni lymfatickych uzlin a mikrosatelitové (in)stabilité.

Z celkového poctu 1434 pacientt s karcinomem stadia I1 byl rozdil v riziku recidivy po 5 letech
vyznamny (HR pro vysoké vs. nizké Immunoscore 0,33 (95 % CI = 0,21-0,52; p <0,0001).
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Zminovana prace potvrdila prognosticky vyznam poctu tumor infiltrujicich lymfocyti
hodnocenych v centru tumoru a v oblasti invazivniho okraje. Na zaklad¢ téchto vysledki je
mozno identifikovat pacienty s vysokym rizikem relapsu onemocnéni nezavisle na stadiu
onemocnéni, které je jednim ze zékladnich kament pii rozhodovani o onkologické terapii
navazujici na chirurgicky vykon. Dal§im dilezitym zjisténim je nezavislost prognostické
hodnoty Immunoscore na mikrosatelitové nestabilité. Zavedeni kvantitativniho stanoveni poctu
bunék pomoci softwaru umoznuje dosahovat témét identickych vysledkli nezavisle
na pracovisti nebo hodnotiteli. Pravé tato vlastnost umoziuje Siroké vyuziti tohoto vySetieni
v rutinni klinické praxi.

5 ZAVER
Ve své dizertacni praci jsem se vénoval analyzdm prediktivnich a prognostickych faktora
u nemocnych s karcinomem prsu a kolorekta a hodnocenti jejich klinického vyznamu.

Analyzy pacientek s dédicnou formou karcinomu prsu lé¢enych na Onkologické klinice 1. LF
UK a VFN probihaji na Ustavu biochemie a experimentalni onkologie 1. LF UK od roku 1997.
Pocatecni sekvenovani jednotlivych nadorovych predispozi¢nich genti se vSak stale vice
ukazovalo jako ¢asove 1 ekonomicky nevyhodné. Uvedeni masivniho paralelniho sekvenovani
nové generace na pocatku tohoto desetileti skyta nové moznosti pro diagnostiku Sirokého
spektra predispozi¢nich gent.

V prvni studii proveditelnosti bylo panelem 581 genti na platformé¢ SOLiD analyzovano 325
vysoce rizikovych pacientti s karcinomem prsu, u kterych byla vylou¢ena mutace v hlavnich
predispozi¢nich genech BRCAI/BRCA2/PALB2 a 105 nenadorovych kontrol. Patogenni ¢i
pravdépodobné patogenni mutace jsme nalezli u témef tretiny vysetfovanych vysoce rizikovych
osob, pficemz u 30/325 nemocnych (9 %) jsme tyto mutace naSli v genech prokazatelné
asociovanych s dédi¢nymi nadorovymi syndromy. Prace ukazala, Ze panelové NGS je vhodnym
pristupem k analyze hereditarnich dispozic ke vzniku nddorovych onemocnéni, které umoziuje
v relativné kratkém Case ziskat vysledky analyzy nékolika stovek genti. Na druhé stran¢ velikost
panelu cilen¢ho na analyzu 581 genii ukazala, Ze pro fadu alteraci nejsme schopni postihnout
jejich mozny vyznam s ohledem na nadorovou predispozici.

V navaznosti na zkusenosti s analyzou s Siroce koncipovanym panelem 581 geni z pfedchozi
prace byl ptipraven panel CZECANCA v. 1.0, ktery zahrnoval 219 genti s prokazanym nebo
predpokladanym zvysSenim rizika vzniku dédi¢nych nadorovych onemocnéni. Zaroven bylo
nutné vytvorit robustni analyticky postup, ktery by bylo mozné vyuzivat v riiznych laboratotich
v Ceské republice, tak aby bylo mozné ziskat vysledky z vySetfeni rozsahlé skupiny
nemocnych. Vysledky valida¢ni studie potvrdily, ze panel CZECANCA umoziiuje spolehlivou
detekci nejen SNV a malych inzerci nebo deleci, ale také hodnoceni rozsahlejSich pfestaveb
u vétSiny vysetfovanych gend. Provedené analyzy také prokazaly uniformitu bioinformatického
zpracovani vSech vzorkli c¢lenit CZECANCA konsorcia, které umoZiuje slouceni
mezilaboratornich vysledkii pro vytvotfeni frekvencni databaze hereditarnich variant
predispozi¢nich genti u vysoce rizikovych osob v CR.

Dtlezitym prognostickym a prediktivnim ukazatelem u pacientek s karcinomem prsu je exprese
ER, avSak vyznam tohoto faktoru u podskupiny nosicek mutaci v hlavnich
predispozi¢nich genech BRCAI a BRCA2, ktera tvofi kolem 5 % vSech ptipadl, nebyl
dokumentovan, pfestoze se karcinomy prsu z hlediska exprese estrogennich receptorti u nosicek
mutaci obou genli vyznamné odliSuji. Dlouhodobé zaméfeni na$i kliniky na pacientky
s dédi¢nou formou karcinomu prsu umoznilo nashromazdit dostate¢ny pocet piipadl pacientek
s mutacemi v genech BRCA1 a BRCA2. V nasi préci jsme se zamétili na porovnani vyznamu
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jednotlivych klinicko-patologickych charakteristik na preziti bez zndmek nemoci (disease free
survival, DFS) a nadorové specifické pteziti (disease specific survival, DSS) u pacientek
s karcinomem prsu s dédicnymi mutacemi BRCAI/BRCA2 a bez mutaci.

Vysledky analyz ptekvapivé odhalily opacny vliv v€ku a stavu estrogenovych receptord
u nosi¢ek mutaci BRCA1/BRCA?2 oproti nenosickam, kdy pozitivita ER a vyssi vék znamenaji
negativni prognostické ukazatele u pacientek s mutacemi BRCAI/BRCA2. K potvrzeni
vyznamnosti téchto faktorti jsme provedli multivariaéni analyzu, kterd potvrdila opac¢ny vliv
stavu ER na prezivani u nosi¢ek mutaci BRCA1/BRCA2 (negativni faktor, statisticky vyznamny
u DFS) a nenosicek (positivni prognosticky faktor, statisticky vyznamny jak u DFS, tak u DSS).
VéEk v dobé diagndzy zlstal vyznamnym faktorem pouze u nenosicli, podobné i nizky stupen
diferenciace (statisticky vyznamny pouze v ramci DSS). Na zakladé vysledkt nasi analyzy je
nezbytné piehodnotit vyznam pozitivity ER u nosi¢ek a nenosi¢ek mutaci v hlavnich
predispozi¢nich genech. Na nosicky mutaci BRCA1/BRCA2 s ER-positivnim karcinomem prsu
je nezbytné pohlizet jako na skupinu pacientek se zvySenym rizikem recidivy onemocnéni a
umrti v souvislosti s karcinomem prsu s hor$i progndézou nez u nenosi¢ek mutaci mladsi 35 let
v dobé diagndzy s ER-negativnim karcinomem prsu, které jsou povaZzovany za nejrizikovéjsi
populaci. Zarovenn prace dokazuje, Ze prognoza nosicek mutace BRCAI/BRCA2
s ER-negativnim karcinomem prsu (v€etné pacientek mladSich 35 let) je srovnatelna
s progndézou onemocnéni u (star§ich) nenosicek s ER-positivnim karcinomem prsu, které jsou
povaZovany za malo rizikové pacientky.

Gen CHEK2 koduje kinazu CHK2 zprostiedkovavajici odpovéd’ na piitomnost
dvouretézcovych zlomi v DNA. V analyzovaném souboru 1,928 vysoce rizikovych pacientii a
3,360 nenadorovych kontrol jsme v genu CHEK? identifikovaly 10 trunkac¢nich mutaci a 26
missense variant, které jsme podrobili funk¢ni analyze pro urceni jejich vlivu na kinazovou
funkci CHK2. Rizika spojend s nosi¢stvim mutaci v genu CHEK? je klinicky vyznamné
pro trunkacni varianty a vznik karcinomu prsu u Zen, ale 1 u muzi, asociace s karcinomem
ovaria je vyznamnd mén¢ a bude vyzadovat analyzu vétSich soubortli, protoZze prevalence
dédi¢nych mutaci CHEK? je u pacientek s karcinomem ovaria niz§i nez prevalence u pacientek
s karcinomem prsu. Funkéné defektni missense varianty jsou spojeny s pravdépodobn¢ niz§im
rizikem nez trunka¢ni mutace. Analyza funk¢éniho vyznamu umozni do budoucna klasifikovat
vSechny nalezené¢ VUS popsané CZECANCA konsorciem, coz zvysi klinickou vypovédni
hodnotu analyz u vysoce rizikovych pacientt.

Dalsi ¢ast mé dizertacni prace byla zaméfena na analyzu prognostickych faktorti u nemocnych
s kolorektalnim karcinomem. NaSim dlouhodobym zajmem je zlepSeni stratifikace pacienti
s metastatickym kolorektalnim karcinomem na zéklad¢é biochemickych markerti v séru, ktera
by napomohla k leps§imu odhadu vhodnosti riznych modalit protinddorové péce. ReSersi
dostupné literatury jsme identifikovali 32 proteinovych markert spojenych s diagnostikou
kolorektalniho karcinomu, které byly nasledn€ vySetieny v naSem souboru pacientti. Poté byla
data analyzovéna s cilem identifikovat nemocné vhodné pro radikalni resekéni vykony v oblasti
jater, event. v kombinaci s resekcemi primarniho tumoru, u kterych by tento pfistup vedl
k vyznamnému prodlouZeni celkového pieZiti. Soucasné jsme se snazili identifikovat pacienty
s velmi Spatnou prognézou a malym benefitem z terapie, u kterych je uziti kombinovanych
terapeutickych ptistupii diskutabilni.

Dosud vysly dvé publikace vychazejici ze ziskanych dat. Prvni se vénuje Trefoil faktoru 3
(TFF-3), sekretorickému proteinu produkovanému buiikami sliznice tlustého stieva, ktery se
s nejvetsi pravdépodobnosti podili na ochrané sliznice pfed poskozenim, stabilizuje hlenovou
vrstvu a ovliviiuje hojeni epitelu. Z dat ziskanych analyzou naseho souboru vyplyva, Ze sérové
koncentrace jsou signifikantné vyS$i u pacienti s kolorektdlnim karcinomem, zaroven maji
v ramci diagnostiky srovnatelnou sensitivitu a specificitu jako standardné uzivany marker CEA
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a jejich koncentrace vyznamné koreluje s rozsahem jaterniho postizeni. Prokézali jsme rovnéz
dobrou korelaci vstupni koncentrace TFF-3 s progndézou onemocnéni. Pacienti s nizkymi
sérovymi koncentracemi TFF-3 jsou vhodnymi kandidaty pro pokus o radikdlni resekci
jaternich metastaz a event. 1 primarniho tumoru (v pfipadé, Ze jiz nebyl odstranén).

Druhd priace se vénovala dal§imu potencidlnimu sérovému markeru, rustovému/
diferenciaénimu faktoru 15 (GDF-15). Kromé vyznamného rozdilu koncentrace GDF-15 u
pacientl oproti zdravym kontroldm a srovnatelné sensitivité a specificité jako CEA, byl
zaznamenan vyrazny rozdil u pacientii s ponechanym primarnim tumorem stteva nebo lokalni
recidivou v oblasti stieva a pacientim bez tohoto postizeni. Dale byl zaznamenan vyznamny
rozdil mezi pacienty s jaternim postizenim oproti pacientti bez jaterniho postizeni a zaroven
sérovd koncentrace GDF-15 korelovala srozsahem jaterniho postizeni. Vstupni sérova
koncentrace GDF-15 korelovala s celkovym piezivanim pacientd.

Soucasti prace zaméfené na zptesnéni prediktivnich a prognostickych faktor kolorektalniho
karcinomu bylo zlepSeni odhadu rizika relapsu onemocnéni na zikladé¢ detailni
imunohistopatologické analyzy primarniho loZiska tumoru. Tato analyza se zaméfila na
kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni pfitomnosti tumor infiltrujicich lymfocyti a byla
feSena vramci mezindrodniho konsorcia Immunoscore. V ramci projektu, ktery hodnotil
vzorky od vice nez 3500 pacienti s karcinomem kolorekta ve stadiu I-III jsem na stazi
v Erlangenu (Pathologisches Institut Universitdtsklinikum, Erlangen, Némecko) analyzoval
parafinové blo¢ky od 250 pacientli z Onkologické kliniky 1. LF UK a VFN) pomoci
imunohistochemické analyzy zpracované kalibrovanou kvantitativni a kvalitativni digitalni
mikroskopii (Immunoscore). Spolecna prace potvrdila zdsadni prognosticky vyznam poméru
specifickych subtypti tumor infiltrujicich lymfocyti hodnocenych v centru tumoru a v oblasti
invazivniho okraje. Na zdklad¢ vysledkti Immunoscore je mozné identifikovat pacienty
s vysokym rizikem relapsu onemocnéni nezdvisle na stadiu onemocnéni bez ohledu na
mikrosatelitovou nestabilitu. Zavedeni kvantitativniho stanoveni po¢tu bunék pomoci softwaru
umoziuje dosahovat témei identickych vysledkii nezavisle na pracovisti nebo hodnotiteli.
Préaveé tato vlastnost umoziuje Siroké vyuziti vySetteni Immunoscore v rutinni klinické praxi.
Vsechny zminéné aktivity maji potencial pfispét k racionalnéjsi a individualizované 1€cbé
u onkologickych pacientti, kterd je podminkou pro zlepSeni stale neutéSenych vysledki 1écby
nemocnych v nasem oboru.
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