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ABSTRAKT

MW 4

Nadorova onemocnéni patii mezi druhou nejéastéjsi pri¢inu 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 dédiéné formé karcinomu prsu tvofi malou, ale
klinicky vyznamnou skupinu vysoce rizikovych osob. Zavedeni NGS v poslednich letech
umoziuje zrychleni analyz predispozi¢nich genl. 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 urceni miry rizika vzniku nadorovych onemocnéni u nosict
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 radikdlni resekéni vykony
v oblasti jater event. v kombinaci s resekcemi primarni tumoru. V nasi praci jsme se zametili
na identifikaci biochemickych markert, které umoziuji identifikovat pacienty s velmi Spatnou
prognézou a malym benefitem =z kombinované terapie. U pacientti s lokalizovanymi
kolorektalnimi karcinomy jsme se podileli na kvalitativnim a kvantitativnim vyhodnoceni
ptitomnosti tumor infiltrujicich lymfocytli (Immunoscore), které je dilezitym prognostickym

ukazatelem odhadu rizika relapsu onemocnéni.

Kli¢ova slova:

karcinom prsu, kolorektdlni karcinom, progndza, estrogenni receptor, TFF-3, GDF-15,

Immunoscore



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 CHEK?2 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.

Keywords:

breast cancer, colorectal cancer, prognosis, estrogen receptor, TFF-3, GDF-15, Immunoscore
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SEZNAM ZKRATEK

Zkratka Vyznam

AKT/PKB AKT kinéaza/protein kinaza B

APC gen Adenomatous Polyposis Coli

APC antigen prezentujici buiika (Antigen presenting cell)

ATM protein kédovany genem 4TM (ataxia telangiectasia mutated)

AUC plocha pod kiivkou (area under the curve)

BARDI protein kédovany genem BARDI (BRCA1-associated RING domainl)

BLM protein kédovany genem BLM (Bloom syndrom)

BMPRIA4 gen Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 1A

BRCAI gen breast cancer 1, early onset

BRCA2 gen breast cancer 2, early onset

BRIP1 protein kédovany genem BRIPI (BRCAI interacting protein C-terminal helicase 1)

CA19-9 cluster antigen 19-9

CEA karcinoembryonalni antigen

CDHI1 gen pro cadherin 1

CI konfiden¢ni interval (confidence interval)

CIMP Fenotyp spojeny s metylaci CpG oblasti (CpG island methylator phenotype)

CNV variabilita poctu kopii (copy-number variation)

CRC kolorektalni kacinom (colorectal cancer)

CYP cytochrom P450

DCIS duktalni karcinom in situ (ductal carcinoma in situ)

ddNTPs 2’,3’-dideoxyribonukleotidy

DFS preziti bez nemoci (Disease free survival)

DNA kyselina deoxyribonukleova (deoxyribonucleic acid)

DSS nadorove specifické preziti (Disease specific survival)

EGF epidermalni rustovy faktor (epidermal growth factor)

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

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EPCAM gen Epithelial Cell Adhesion Molecule

ER estrogenovy receptor

ERBB2 gen erb-b2 receptor tyrosine kinase 2

EREs estrogenové responzivni elementy (estrogen responsive elements)

ERa estrogenovy receptory alfa

ERP estrogenovy receptory beta

FANCA-C proteiny kédované geny FANCA-C (Fanconi Anemia Complementation Group A-C)

FANCD2 protein kédovany genem FANCD?2 (Fanconi Anemia Complementation Group D2)

FANCE-G proteiny kédované geny FANCE-G (Fanconi Anemia Complementation Group E-G)
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FANCE-G proteiny kédované geny FANCE-G (Fanconi Anemia Complementation Group E-G)

FANCI protein kédovany genem FANCI (Fanconi Anemia Complementation Group I)

FANCL protein kédovany genem FANCL (Fanconi Anemia Complementation Group L)

FANCM proteiny kodované geny FANCM (Fanconi Anemia Complementation Group M)

FANCD?2 gen Fanconi anemia, complementation group D2

GAPPS syndrom karcinomu zaludku a proximalni polypézy Zaludku (Gastric adenokarcinoma and
proximal polyposis of the stomach syndrom)

GDF-15 Growth/differentiation factor 15

FAP familiarni adenomatozni polypdza

HBOC syndrom hereditarniho karcinomu prsu a ovarii (hereditary breast and ovarian cancer syndrome)

HERI receptor pro lidsky epidermalni rustovy faktor, t¢Z EGFR ¢i ErbB-1 (human epidermal growth
factor receptor)

HER2 receptor pro lidsky epidermalni rustovy faktor 2 ¢ili ErbB-2 (human epidermal growth factor
receptor 2)

HER3 receptor pro lidsky epidermalni rustovy faktor 3 €ili ErbB-3 (human epidermal growth factor
receptor 3)

HER4 receptor pro lidsky epidermalni rustovy faktor 4 ¢ili ErbB-4 (human epidermal growth factor
receptor 4)

HNPCC hereditarni nepolypo6zni kolorektalni karcinom (Hereditary non-polyposis colorectal cancer)

HR hazard ratio

CHEK?2 gen pro checkpoint kinase 2

CHK2 checkpoint kinaza 2; proteinovy produkt genu CHEK?2

K-RAS protein kédovany genem Kras (K rat sarcoma oncogene)

Ki67 antigen Ki67

LCIS lobuléarni karcinom in situ (lobular carcinoma in situ)

MAP MUTYH-asociovana polypoza

MAP kinaza mitogenem aktivované kinaza (mitogen-activated protein kinase)

MLHI gen MutL homolog 1

MMG mamografie

MMR oprava chybného parovani bazi (mismatch repair)

MREI11 protein MRE11

MRI nuklearni magneticka rezonance (magnetic resonance imaging)

MRN MRE11/RAD50/NBN komplex

MSI mikrosatelitova instabilita

NBN protein kédovany genem nibrin ¢ili NBS! (Nijmegen breakage syndrome 1)

NF1 gen neurofibromin 1

NGS next-generation sequencing

MLPA multiplex ligation-dependent probe amplification

mOS medidn celkové preziti (median of overall survival)

MSH-2 gen MutS Homolog 2

MSH-6 gen MutS Homolog 6

MUTYH gen MutY DNA Glycosylase
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N-RAS protein kédovany genem Nras (N rat sarcoma oncogene)

p hodnota p

p53 protein p53

PALB2 protein kédovany genem PALB2 (Partner and Localiser of BRCA2)

PCR polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

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

PD-L1 ligand receptoru PD-1 (programed cell death ligand 1)

PMS1 gen PMS1 Homolog 1

PMS2 gen PMS1 Homolog 2

PR progesteronovy receptor

PTEN protein kédovany genem PTEN (phosphatase and tensin homolog)

RADS0 protein kédovany genem RADS50 (Radiation sensitive 50)

RADS1 protein kédovany genem RADS5 1 (Radiation sensitive 51)

RAD51C protein kédovany genem RADS51C (Radiation sensitive 51C)

RADS1D protein kddovany genem RADS51D (Radiation sensitive 51D)

RAS protein kédovany genem Ras (rat sarcoma oncogene)

Rb retinoblastom

ROC receiver operating characteristic curve

RR relativni riziko

SNP bodovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)

SNV jednonukleotidové zamény (single nucleotid variation)

SOLiD Sekvenovani oligonukleotidovou liagaci a detci (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and
Detection)

SMAD4 gen SMAD family member 4

STK11 gen Serine/Threonine Kinase 11

TFF trefoil factor family

TGFB transforming growth factor beta

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

TP53 protein kédovany genem TP53 (tumor protein p53)

uz ultrazvuk

VUS varianty nejasného vyznamu (variants of uncertain significance)

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

WRN gen Werner Syndrome RecQ Like Helicase

XRCC2 protein kédovany genem XRCC?2 (X-Ray Repair Cross Complementing 2)

XRCC3 protein kédovany genem XRCC3 (X-Ray Repair Cross Complementing 3)

ZN zhoubny novotvar
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1 UvoD
1.1 Epidemiologie

Nadorova onemocnéni jsou v Ceské republice (CR) druhou nejcastéjsi pri¢inou imrtnosti.
Ro¢né na nadorova onemocnéni umira vice nez 27 tisic osob, coz piedstavuje 23 % z celkové
umrtnosti, zaroven jsou druhou nejzavaznéjsi pri¢inou nemocnosti ekonomicky aktivni ¢asti

obyvatelstva.

Kazdoroéné onemocni v CR vice nez 96 500 lidi zhoubnym novotvarem (data za rok 2016) a
zarovenl vice nez 27 000 lidi zemie v souvislosti s nadorovym onemocnénim. Mimoto je
potieba si uvédomit, Ze v roce 2016 zilo v CR témét 562 329 osob, u kterych bylo v pribéhu
jejich Zivota diagnostikovano onkologické onemocnéni. Mezi nejcastéjsi nadorova onemocnéni
patii u Zen karcinom prsu (11,4 %) a u muzi karcinom prostaty (14,1 %), dale pak karcinom

plic (10,0 %) a kolorektalni karcinom (12,0 %). (www.SVOD.cz; data ziskand 14.6.2019)

1.1.1 Karcinom prsu (C50)

Celosvétove bylo v roce 2018 diagnostikovano 2,09 milionu novych piipadi karcinomu prsu
(coztvoti 11,6 % vSech nddorovych onemocnéni), zaroven bylo v témze roce zaznamenano 630

tisic amrti v souvislosti s touto diagnézou (Bray F. et al, 2018).

V CR bylo v roce 2016 diagnostikovano 7220 novych piipadt (134,4 / 100 000 Zen), tedy 11,4
% vSech hlasenych onkologickych onemocnéni. V celosvétovém méfitku ndm patii 19. misto
v incidenci karcinomu prsu. Incidence karcinomu prsu, podobné jako ve vSech zapadnich
zemich, setrvale roste (obrazek 1A). V roce 1986 bylo diagnostikovano 3236 (61,8 na 100 000
zen), 4582 v roce 1996 (86,4 na 100 000 zen) a 6033 v roce 2006 (114,8 na 100 000 zen). Za
poslednich 30 let se tedy pocet piipadii vice nez zdvojnasobil. Pfiznivym trendem je zvySujici
se podil pacientek diagnostikovanych v ¢asném klinickém stadiu. Stadium I a II tvotilo 62,0 %
v roce 1996, 71,1 % v roce 2006 a 77,6 % v roce 2016 (obrézek 1B). Casovy vyvoj zastoupeni
klinickych stadii je ovlivnén zavedenim plo§ného mammografického screeningu v zaii 2002
nebo postupné implementovanymi zménami v metodice TNM klasifikace. (www.SVOD.cz;

data ziskana 14.6.2019)
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Obriazek 1: A. Casovy vyvoj incidence (poéet novych pripadii na 100 000 osob) a mortality (pocet Gmrti
v souvislosti s diagndzou na 100 000 osob) pro diagndzu karcinomu prsu u Zzen v Ceské republice (CR);
B. Casovy vyvoj zastoupeni jednotlivych klinickych stadii karcinomu prsu u zen v CR. (www.SVOD.cz;
data ziskana 14.6.2019)

C58 - ZN prsu, Zeny -4 Incidence C58 - ZN prsu, Zeny
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Mortalita na rozdil od zvySujici se incidence stagnuje (obrazek 1A). V roce 2016 zemielo
v souvislosti s karcinomem prsu 1907 pacientek (35,5 na 100 000 zen). V roce 1986 zemielo
1715 pacientek (32,2 na 100 000 Zen), 2051 v roce 1996 (38,7 na 100 000 zen) a 2173 v roce
2006 (41,8 na 100 000 zen). Dulezité je zminit, Ze pii dvojnadsobném zvySeni incidence
v poslednich 30 letech, zlstala mortalita prakticky stejnid. (www.SVOD.cz; data ziskana

14.6.2019)

1.1.2 Kolorektalni karcinom (C18-20)

Kolorektalni karcinom je tfetim nejcastéjSim naddorovym onemocnénim. Celosvétoveé bylo
v roce 2018 diagnostikovano 1,85 milionu novych ptipadi (coz tvoti 10,2 % vSech nddorovych
onemocnéni), zaroven bylo vroce 2018 zaznamendno 880 tisic umrti v souvislosti

s kolorektalnim karcinomem (Bray F. et al, 2018).

V CR bylo v roce 2016 diagnostikovano 7610 novych piipadd (72,0 / 100 000 Zen), tedy 12,0
% vSech hlaSenych onkologickych onemocnéni. V celosvétovém métitku nam patii 5. misto
v incidenci kolorektalniho karcinomu. Incidence kolorektalniho karcinomu, jez po fadu let
vzristala, od roku 2002 stagnuje (obrazek 2A, graf zahrnuje i diagndézu C21 — ZN fitniho
kanalu, kterda predstavuje piiblizn€é 200 novych piipadi rocn€). Vroce 1986 bylo
diagnostikovano 4971 pacientl s kolorektalnim karcinomem (48,1 na 100 000 obyvatel), 6926
v roce 1996 (67,1 na 100 000 obyvatel) a 7786 v roce 2006 (75,8 na 100 000 obyvatel). Za
poslednich 30 let se tedy pocet ptipadl vice neZ zdvojnasobil, nicméné, jak jiz zminéno vyse,
v poslednich pfiblizn€ 15 letech incidence stagnuje. Na rozdil od karcinomu prsu vsak
nepozorujeme nijak zasadni zménu v podilu ¢asnych stadii (stadium I a II), kterd v roce 1996

tvofila 59,3 %, vroce 2006 43,9 % a vroce 2016 46,0 % pacientl. Zarovenn doslo k
13
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velmi mirnému sniZeni procenta pacientti ve stadiu IV, jez je charakterizované ptitomnosti
vzdalenych metastaz (v roce 2016 se jednalo o 19,7 % pacientdl, zatimco pted 20 lety v roce
1996 o 22,6 %). (obrazek 2B, graf zahrnuje i diagnézu C21). Z prezentovanych dat je patrné,
ze kolorektalni screening, ktery zapocal v lednu 2009, zatim nevedl k vyraznéjSimu snizeni

stadia v dob¢ diagnézy. (www.SVOD.cz; data ziskana 14.6.2019)

Obrizek 2: A. Casovy vyvoj incidence kolorektalniho karcinomu (po&et novych ptipadii na 100 000
osob) a mortality (po&et imrti v souvislosti s diagndzou na 100 000 osob) v Ceské republice (CR);
B. Casovy vyvoj zastoupeni jednotlivych klinickych stadii kolorektalniho karcinomu v CR.
(www.SVOD.cz; data ziskana 14.6.2019)

C18-C21 - 2N tlustého stfeva a koneéniku —4- Incidence C18-C21 - 2N tlustého stfeva a koneéniku

Wivoj v Gase & Mortalite winj zastoupeni klinickjeh stadif
100%

Qm ‘ ||||||||||| | |||||||||IIII|||||
g @ \ W st Iv
2 m _ an% W st. 111
e 3 ‘ W st. 11
iz £ 8% ‘ W st 1
2 IR
2 o L B a0m
£ B
; or 20% ‘
RNy ‘

0 Zdroj dat: 0215 ER - ‘- =z|z|E

.......................................
o s o A Le o i o fo Lol L

SEEEEEEEEEEELIELEEELETSTHSISTENESSES B R R e ) S o e

Analyzovand data: Miinc)=266035, N{marl=156803 http:fwww.svod.c  Analyzovand data: N=266035 Zdroj dat: 0215 CR http s Auu . svod .

Mortalita kolorektalniho karcinomu podobné jako jeho incidence v poslednich piiblizné
15 letech mirn¢ kleséd (obrazek 2A, graf zahrnuje 1 diagnézu C21). V roce 2016 zemielo
v souvislosti s kolorektalnim karcinomem 3819 pacientt (34,8 na 100 000 obyvatel). V roce
1986 zemielo 3603 pacientl (34,8 na 100 000 obyvatel), 4330 v roce 1996 (42,0 na 100 000
obyvatel) a 4417 v roce 2006 (43,0 na 100 000 obyvatel).

Incidence zaCind nartistat po 50. roce Zivota, cemuz odpovidad i vék zahdjeni screeningu
kolorektalniho karcinomu. Nejcastéji se kolorektalni karcinom vyskytuje ve vékové kategorii

65 az 75 let. (www.SVOD.cz; data ziskana 14.6.2019)

1.2 Nadorové charakteristiky

1.2.1 Karcinom prsu (C50)
Karcinom prsu predstavuje histopatologicky znacné heterogenni onemocnéni s rozdilnymi

nadorovymi charakteristikami, vyznamné se liSici odpovédi na 1é€bu a celkovou prognodzou

onemocnéeni.
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1.2.1.1 Karcinomy in situ

Karcinomy in situ jsou tvofeny malignimi epitelidlnimi bunikami, které neptestupuji pres
buné¢nou membranu, a tvoii ptiblizné 10 % vsech diagnostikovanych karcinomu prsu (v roce

2016 bylo v CR diagnostikovano 650 pacientek, tedy 8,3 %; www.SVOD.cz; data ziskana

14.6.2019). K zédkladnim patologickym typtim fadime duktalni karcinom in situ (DCIS) tvotici
ptiblizné 80 % neinvazivnich forem a lobularni karcinom in situ (LCIS). DCIS lze dale rozd¢lit
do nékolika subtyptl dle ptevazujiciho charakteru ristu nadorovych bunék (komedonovy,
papilarni atd.), ve vétSin¢ piipadi se vSak objevuje vice strukturdlnich forem v jednom
preparatu. LCIS byva Casto multicentricky a multifokalni, navic az v 15 % ptipadd se vyviji
karcinom v kontralateralnim prsu (Page D.L. et al, 2003). Karcinomy in situ v sobé mohou

skryvat okrsky invazivniho karcinomu, ktery nebyl zachycen bioptickym vySetfenim.

1.2.1.2 Invazivni karcinomy

Invazivni karcinomy prsu jsou charakterizovany Sifenim malignich epitelidlnich bunék do okoli
a schopnosti vytvaret vzdalené metastazy. Aktuadlni WHO Kklasifikace (Sinn H.P., Kreipe H.,
2013) rozliSuje: ,,invasive carcinoma of no special type” (NST, diive duktalni invazivni
karcinom; ptiblizné 80 % vSech invazivnich karcinomt prsu), lobuldrni invazivni karcinom
(20 %) a ne€kolik dalSich histologickych typl (tubularni, kribriformni, medularni,
metaplasticky, mucindzni atd.), jejichz Cetnost vSak v souhrnu neptfesahuje 5 %. Z méné
castych histologickych subtypt je dilezité zminit medularni karcinom, ktery je diagnostikovan
jen asiu 2-3 % vSech karcinomi, nicméné mezi nosi¢kami mutace v genu BRCA! se vyskytuje

ve vyznamné vysSim zastoupeni (az 13 %) (Lakhani S.R. et al, 2000, Matinez S.R. et al, 2011).

1.2.1.3 Grading a imunohistochemické vysetieni

Stupen diferenciace nadorové tkané (grade) je jednou z diilezitych charakteristik karcinomu
prsu. V soucasné¢ dobé je vyuzivdna tzv. nottinghamska klasifikace, kterd zohlediuje tfi
morfologické parametry: tvorby tubulil, jaderné polymorfie a pocet mitdz. Vysledné skore
udava naddorovy grade 1-3, ktery slouZi jako prognosticky faktor (Elston C.W., Ellis I.O., 2002;
Rakha E.A. et al, 2008).
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Dale je standardné provadéno imunohistochemické vysetieni exprese steroidnich hormonalnich
receptortt (estrogenové receptory - ER, progesteronové receptory - PR), exprese receptoru

HER-2/neu a hodnota prolifera¢niho indexu (Ki67). (Hammond M.E., 2011)

Estrogenovy receptor se bezprostfedné po svém objeveni (Jensen E.V., Jacobson H.I., 1960)
stal dulezitym prognostickym faktorem a zaroven prediktivnim faktorem odpovédi na
hormonalni terapii (Osborne C.K. et al, 1980; Samaan N.A. et al, 1981; Allred D.C. et al, 1998).
Samotny receptor obsahuje né¢kolik domén. DNA vazajici doména rozpoznava specifické
oblasti promotort cilovych genti tzv. estrogenové responzivni elementy (EREs), transaktiva¢ni
domény umoziuji interakci s transkripénim aparatem a dimeriza¢ni doména zprostredkuje
dimerizaci ER. Vazba estrogenu na ER stimuluje buné¢nou proliferaci aktivaci transkripce fady
genl s vyraznym mitogennim potencialem (Obrazek 3). Tuto aktivitu je mozné modulovat
fadou antagonistl ¢i parcialnich agonistti ER, jez jsou terapeuticky vyuzivany v hormondlni
1é¢bé nadori exprimujicich ER. Absence ER je tak negativnim prognostickym faktorem, ktery
neumoznuje pouziti hormondlni 1écby. Podobné jako u ER ptedstavuje absence exprese

progesteronového receptoru negativni prognosticky faktor (Purdie C.A. et al, 2014).

A AF-1 DBD LBD and AF-2 Obrazek 3: Estrogenni receptor a

jeho kaskada. (ptevzato z Rong C. et al,

A/B - D EIF 595 aa ER-a 2018)

i r \ i * \
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transkripci [A/B], DNA vézajici doména
B Estrogens Ca? Growth factors  [C], spojovaci doména [D], doména
; ' pro vazbu ligandu [E-F], kdy F plni
f )‘\ Y zaroven funkci aktivace transkripce
ER Ca™ < N podobné jako doména A). Procenta
¢ Ras PI3K v = .
ER A Ne . znadi strukturni identitu.

Ras PI3K y . )
| ' ' ERK Akt B. Schéma estrogeny aktivované
ERK Akt signalni kaskady (receptor

ER /’"/")i:f::" - , , . . o
e = s navazanym ligandem se vaze piimo
ER ER na estrogenové responzivni elementy

CoA CoR ER-independent . : LESTn IS
{ = o . BLitch o [ERE] a modifikuje expresi piislusnych

[ LD SO, S| ) HHKU)E EXPIEst prisiusty
\ ERE ERE ERE gentl). Krome kanonické drahy aktivace
\ ' /“ ER jako transkripéniho faktoru mize ER
A JaVaaVa y S .
~ mRNA v podobé membranove-asociované

molekuly aktivovat i1 dal$i signalni
( Cell cycle regulators, pro- or anti-apoptotic proteins, and ] dréhy, véetné MAP-kinazové kaskady ¢i
cytoplasmic signaling cascade aktivace AKT/PKB.
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Lidsky receptor epidermalniho ristového faktoru 2 (HER-2/neu) je transmembranovy protein
s tyrozinkinazovou aktivitou kodovany genem ERBB2. HER-2 vytvaii heterodimery s dalSimi
receptory z rodiny HER, mezi které patii receptor HER-1 (zndmy téZ jako EGFR) interagujici
s epidermalnim rastovym faktorem (EGF) a receptory HER-3 a HER-4 vazici heregulin. HER-
2 receptory jsou dulezité pro mitotickou aktivaci epitelidlnich buné¢k, ktera je po aktivaci
receptori zprosttedkovavana cestou kanonické signalizace receptorti pro rastové faktory
zahrnujici MAP kinazovou kaskadu a aktivaci PKB/AKT (Obrazek 4). ZvySena exprese
proteinu HER-2 je diagnostikovana u ptiblizné 20-25 % karcinomt prsu (Slamon D.J. et al,
1987; Tsuda H. et al, 2001; Owens M.A. et al, 2004). ZvySena exprese HER-2 ptedstavuje
negativni prognosticky faktor, ale zaroven prediktivni faktor pro anti-HER-2 terapii

(trastuzumab, pertuzumab, lapatinib, trastuzumab-emtansin).

Obrazek 4: Piehled struktury a funkce
receptori. EGFR rodiny (pfevzato z Pohlmann
P.R. et al, 2009)
A. Navazani ligandu na receptory HER-1 (EGFR),
HER-3 a HER-4 vede ke zméné konformace
_ téchto proteind, ktera umozni dimerizaci a
Telhereg{t';glzt;‘rmalbﬂl Hmr;:g;d::;rm;%m' i fosforylaci intracelularni ¢asti receptoru. HER-2
muze vytvatet homodimery nebo heterodimery se
¢leny rodiny HER.
B. Dimerizace HER-2 receptort vede k aktivaci
kaskddy  fosfatidylinositol-3-kinazy =~ [PI3K]
fosforylujici fosfatidylinositol-(4,5)-difosfat
(PIP2) na  fosfatidylinositol-(3,4,5)-trifosfat
(PIP3), ktery aktivuje fosfatidyl-inositol-
dependentni kindzu 1 [PDKI1], fosforylujici
PKB/AKT s vyznamnymi ucinky jako je aktivace

BB r b, ' | B prolifera¢niho potencialu, inhibici apoptozy &i
e l mroF zménam motility bunék.

ikt C. Alternativni drahou signalni transdukce

= po aktivaci HER2 receptoru je aktivace MAP

[+ HER2 HER2
4 |

kindzové kaskady — dimerizace HER-2 receptorti
a fosforylace jejich intracelularnich domén slouzi

A pro navazani adaptorovych proteini a aktivaci
------ . RAS proteinu (RAS-GDP), jez aktivuje RAF-1

FEACSSSS kindzu zahajujici kaskadu kinazovych reakci
—{ g ovlivijicich fosforylaci transkripéniho faktoru
| - - s ERK, ktery reguluje transkripci genti ovliviiujicich

E;c"uéffﬁfﬂ'fm"'migra"m"d = mitotickou,  antiapoptotickou a  angiogenni
Aociogenesi signalizaci.
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Jaderny protein Ki67 ma zésadni roli v bunééném cyklu, a to ve fazi mitdzy. Zajistuje
elektrostatickou bariéru oddélujici jednotlivé chromozémy pii bunééném déleni (Gerdes J. et
al, 1983; Kill, L.R. et al, 1996). Prolifera¢ni index nebo téz mitoticka aktivita odpovida procentu
positivnich buné¢k, které jsou pii pouziti imunohistochemického barveni na Ki67 pozitivni.
Vysoka mitotickéd aktivita naddoru je indikatorem neptiznivého biologického chovani (Pierga

J.Y. etal., 1996; Liu S. et al, 2001; Viale G. et al, 2008).

1.2.1.4 Klasifikace podle profilii genové exprese

Na zékladé analyzy expresnich profili bylo v roce 2001 vytvoifeno 5 kategorii karcinomu prsu
s rozdilnou progndézou: luminal A, luminal B, basal-like, HER-2 a nezatfaditelny (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 financni naro¢nosti a obtiZnému ziskdvani dostatecné kvalitniho materidlu
pro analyzy byly na konferenci v St. Gallen ustanoveny ndhradni definice téchto molekularnich
subtypt (Gnant M. et al, 2011). Tato definice byla nasledn¢ jesté¢ modifikovana o informaci o

progesteronovych receptorech (tabulka 1) (Goldhirsch A. et al, 2013).

Tabulka 1: Nahradni definice molekularnich subtypi.

Subtyp St. Gallen 2011°® St. Gallen 2013%
Luminal A | ER a PR positivni ER positivni a soucasné PR positivni > 20%
Ki67 <14 % Ki67 <14 %
HER-2 negativni HER-2 negativni
Luminal B | ER a PR positivni ER positivni, HER-2 negativni
Ki67 >14 % a/nebo HER-2 positivni | Ki67 >14 % a/nebo PR positivni <20 %
NEBO
ER positivni, HER-2 positivni
Basal-like | ER a PR negativni ER a PR negativni
HER-2 negativni HER-2 negativni
HER-2 ER a PR negativni ER a PR negativni
HER-2 positivni HER-2 positivni

Spravné urceni charakteristik karcinomu prsu je nutné nejen pro spravné stanoveni typu nadoru,
ale také pro volbu intenzity terapie. Zarovenl je nutné mit na paméti heterogenitu nadorové

tkané, kde oblast provadéného vySetfeni nemusi nutné odpovidat vét§Sinovému zastoupeni
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bun€k v nddorové tkani. Molekularni klasifikace se z tohoto pohledu jevi jako velmi G¢inny

pomocnik pii rozhodovani o volbé lécebné strategie.

1.2.2 Kolorektalni karcinom (C18-20)

Na rozdil od karcinomu prsu piedstavuje kolorektalni karcinom histopatologicky zdanlivé
uniformni onemocnéni. Nicméné podobné jako u karcinomu prsu jej lze s pomoci expresnich
profilii rozdélit toto onemocnéni do skupin, které se znacné 1isi lokalizaci a odpovédi na 1é€bu,

a tim 1 prognézou.

1.2.2.1 Invazivni karcinomy

Ptiblizné 98 % kolorektalnich karcinomi tvotfi adenokarcinomy (z toho 10-20 % mucin6zni)
(Leopoldo S. et al, 2008), velmi vzacné se jedna o neuroendokrinni tumory, dlazdicobunécné
karcinomy nebo jiné velmi raritni histologické diagnézy. V dobé€ diagndzy je synchronni
postizeni jiné Casti tlustého stfeva diagnostikovano u piiblizné 5 % pacienti (Bos A. et al,

2018).

1.2.2.2 Molekularni testovani

Receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR) je povrchovy receptor s tyrosinkinazovou
aktivitou, ktery po navazani piislusné¢ho ligandu vede ke stimulaci rGstu bunék a utlumu
apoptozy. Nejvyznamnéjsi signalni kaskadou aktivovanou timto receptorem je MAP kindzova
draha s aktivaci protein rodiny RAS (K, N- a H-RAS) a naslednou aktivaci B-RAF kindzy
(Kassouf E. et al, 2016). Aktivacni mutace v téchto protoonkogenech vede k autonomni
stimulaci signalni drahy nezavislé na povrchovém receptoru, ¢imz dochazi ke stimulaci bunék
k mnozeni, pfezivani 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 % pacientl, ostatni RAS
mutace u 6,9 % pacientll a B-RAF mutace u 8,8 % pacientl s kolorektalnim karcinomem

(Vaughn C.P. et al, 2011).

Zatimco u pacientl s lokalizovanymi CRC nebyl prokazan prognosticky vyznam mutaci v genu
K-RAS (Roth A.D. et al, 2010), u pacientii s generalizovanym CRC jsou mutace v exonu 2

spojeny s horsi prognozou a zarovei se jedna o prediktivni markery pro odpovéd na anti-EGFR
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terapii (Therkildsen C. et al, 2014). Na zaklad¢ vysledkd retrospektivni analyzy kohorty
pacientl ze studie PRIME s rozsifenym testovanim K-RAS a N-RAS mutaci bylo doporuceni na
prediktivni testovani u pacientll s metastatickym kolorektalnim karcinomem K-RAS rozsifeno
o exony 3 a 4 a nové i N-RAS exony 2, 3 a 4 (Douillard J.Y. et al, 2013). Postupné byla

retrospektivné analyzovéana data vSech velkych studii s cilenou terapii a podobnymi vysledky.

Aktivaéni mutace genu BRAF se vyskytuji u méné nez 10 % sporadickych CRC, nejcastéji se
jednd o mutaci V600 (vedouci v kodonu 600 k zdméné valinu za jinou aminokyselinu) a
pfedstavuje velmi negativni prognosticky faktor jak v ¢asnych 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 pacientil bylo identifikovano 2,2 % pacient s mutaci BRAF mimo kodon 600 (pétina
vSech pacientli s mutaci v genu BRAF). Tyto mutace se vyskytovaly ¢astéji u mladSich pacientt,
u pravostrannych tumorti a méné diferencovanych tumort. Pacienti s mutaci BRAF mimo

kodon 600 dosahli lepSiho medianu celkového pieziti (Jones J.C. et al, 2017).

Dilezitym prognostickym, ale 1 prediktivnim ukazatelem kolorektdlniho karcinomu je
mikrosatelitova instabilita (Jones J.C. et al, 2017), ktera je korelatem vrozenych nebo ziskanych
poruch oprav chybného parovani bazi v DNA (mismatch repair; MMR). Pfi funkénim defektu
proteinti angazovanych v MMR systému dochazi ke zhorSenému prabéhu reparaci jedno- nebo
oligonukleotidovych inzerci/deleci, které se ve zvySené miie nachazeji v homopolymernich
nebo mikrosatelitovych oblastech. Mikrosatelitovd nestabilita se nachazi v 15-20 %
sporadickych karcinomu stfeva (Shibata D. et al, 1994). V piipad¢ tumoru s deficitem MMR
(somatickou, v€etn¢ metylace promotoru MLH1, nebo hereditarni) je typicky vyskyt velkého
poctu replikacnich chyb. Mikrosatelitova instabilita je definovana jako nestabilita >30 %
mikrosatelitovych oblasti (Thibodeau S.N. et al, 1993). U pacientii s lokalizovanym tumorem
bez vzdalenych metastaz je MSI dobrym prognostickym faktorem a je spojena s del§im piezitim
(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). MSI je u téchto pacientt
Casto spojeno se soucasnou mutaci BRAF a tim 1 s horS§i progndézou téchto pacientii
(Vanderbowch S. et al, 2014). Na druhou stanu je prokazand dobrd odpovéd’ pacientl
s mikrosatelitovou instabilitou na podavani anti-PD-1 protilatek, které vyznamné prodluzuji
prezivani téchto pacientii (Lipson E.J., 2013; Lee V., Le D.T., 2016). Mikrosatelitova instabilita

by méla byt vySetfovana u vSech pacientii s kolorektdlnim karcinomem.
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Amplifikace genu HER-2 byla nalezena pfiblizné u 3-5% pacientd s kolorektalnim
karcinomem a az u 15-35 % pacientl resistentnich na anti-EGFR terapii. Soucasné bylo
prokazano hors$i prezivani téchto pacientii, pfestoze nebyla nalezena mutace v genu KRAS

(Perkins G. et al, 2014).

Epigenetické alterace mohou vést ke snizeni nebo uplné ztrat¢ exprese ruznych geni.
Za fenotyp spojeny s metylaci CpG oblasti (CIMP) povazujeme tumory s vysokou frekvenci
metylace promotorovych sekvenci, coz vede k ztraté exprese, typicky napiiklad MLH1. Pocet
testovanych genti se pohybuje mezi 5-8 a spektrum je v riznych studiich odlisné (Bae J.M. et
al, 2013; Weisenberger D.J., 2015; Rhee Y.Y. et al, 2017). Pfitomnost hypermetylace je

hodnocena jako Spatny prognosticky faktor a ¢astéji se vyskytuje v pravé ¢asti kolon.

1.2.2.3 Tumor infiltrujici lymfocyty

V poslednich letech se postupné hromadi data o dilezitosti mikroprostedi nadoru a pfitomnosti
tumor infiltrujicich lymfocytl pii progresi €i recidivé onemocnéni. Zasadnim pokrokem je
ovlivnéni této interakce pomoci moduldtorti imunitnich ,kontrolnich boda*“ (check-points).
Hlavni mechanismus spociva v zastaveni utlumu imunitni reakce v nadorovém mikroprostredi
zprostiedkované bunikami tumoru exprimujicimi na svém povrchu PD-L1 protein (Obrazek 5).
V piipad¢ kolorektalniho karcinomu je v kvantifikaci tumor infiltrujicich lymfocyt nejdéle
Immunoscore, které bylo validovano na velkych souborech pacientli a potvrdilo sviij vyznam
jako dulezity prognosticky marker. Immunoscore je zalozeno na kvantifikaci CD8+
(cytotoxickych) a CD3+ T-lymfocytl v centralni ¢asti tumoru a v invazivnim okraji nadoru. Na
zéklad¢ téchto parametra stratifikuje Immunoscore pacienty do 5 skupin (I0 — pacienti s velmi
nizkou, az I4 pacienti s velmi vysokou hustotou sledovanych bunék). Pacienti s vysokym
Immunoscore vykazovali vyrazné delsi ptezivani, vyssi expresi PD-1 a PD-L1 a snizeny sklon
k metastazovani oproti pacientim s nizkym Immunoscore, a to nezavisle na mikrosatelitové

stabilité (Mlecnik B. et al, 2016).

Ve studii s vice nez 800 pacienty rozdélenymi dle pfitomnosti, resp. neptitomnosti vzdalenych
metastaz do dvou skupin nebyl zaznamendn rozdil mezi mutacemi v RAS, BRAF nebo
mikrosatelitové instabilité. Naslednd analyza tumor infiltrujicich lymfocyt ukézala vyznamné
zvySeny podil 10 u pacientli se vzdalenymi metastdzami. Zaroven bylo nizké Immunoscore
spojeno s krat§im celkovym pfezitim ve srovnani s 4 a to i v pfipadé¢ metastatického

kolorektalniho karcinomu. (Mlecnik B. et al, 2016)
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Obrazek 5: Mechanismus PD-1/PD-L1 indukované imunosuprese v nadorovém
mikroprostiedi. (pfevzato z Varricchi G. et al, 2017) A. Nadorové antigeny uvoliiované nadorovymi
buiikami jsou zachyceny antigen prezentujicimi bunkami (APC), které je nasledné vystavuji na
povrchu za pomoci MHC glykoproteind. PD-L1 slouzi k regulaci imunitni reakce, kdy jeho vazba na
PD-1 receptor T-lymfocytd vede k Gtlumu. PD-L1 mohou na svém povrchu exprimovat také
nadorové buiiky. B. Blokddou PD-L1 nebo PD-1 branime utlumu aktivity T-lymfocytl, coz my za
nasledek opétovné niceni nadorovych bunék.
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Koncept kvantitativni infiltrace lymfocytii existuje jiz fadu let, nicmén¢ az vyuziti softwarové
kvantifikace bun¢k infiltrujicich nador a soucasn¢ velkd mezinarodni multicentricka studie

piiblizily Immunoscore k vyuziti v rutinni klinické praxi (Galon J. et al, 2014).

1.3 Hereditarni nadorové syndromy

Vznik néddorového onemocnéni je komplexni, multifaktoridlni proces vedouci ke kumulaci
rizné¢ vyznamnych mutaci v onkogenech, tumor supresorovych genech, DNA reparacnich
genech a genech proteint Gcastnicich se bunécné signalizace v somatické buiice. V dusledku
téchto zmén dojde k naruseni regulace proliferace, diferenciace, apoptdzy a signdlnich drah
v buiice, které se projevi jeji nddorovou transformaci. (Hanahan D., Weinberg R.A., 2000)
Vznik somatickych mutaci genomové DNA v jednotlivych buiikéch je béznym jevem, jehoZz
frekvence se zvySuje v dusledku expozice mutagennich faktorti. K jejich reparaci slouzi DNA

reparani mechanismy opravujici rizné druhy poSkozeni DNA. V pribéhu starnuti organismu
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dochazi ke zvysené pravdépodobnosti, ze nékteré ze vzniklych alteraci DNA zlstanou

neopraveny.

Zhoubné nadory se vétSinou vyskytuji ve vyssim véku, v rodinach ojedinéle (sporadicky) a
event. se mohou urcit¢ typy nadorti v rodindch opakovat v disledku expozice stejnym
rizikovym faktoriim zivotniho stylu. Hereditdrni nadorové syndromy piedstavuji skupinu
nadorovych onemocnéni, u kterych lze pozorovat jasny podil dédi¢nosti na jejich vzniku.
Tato skupina predstavuje priblizné 5 % vSech nadorovych onemocnéni, ale u nékterych
nadorovych diagnéz mize byt podil hereditarni formy onemocnéni vyrazné vyssi (az 30 %

u karcinomil 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 piti vzniku
karcinomu tlustého stfeva u pacientli s dédiénym vyskytem familidrni adenomat6zni polypozy.
Jako mutace v genech spojené s vysokou penetranci se oznacuji varianty, které pro nosice
mutaci znamenaji vice nez pétinasobné zvySeni pravdépodobnosti vzniku onemocnéni
v porovnani s nenosi¢em. Stiedné penetrantni varianty jsou spojeny se dvou az pétinasobnym

zvysSenim rizika.

1.3.1 Studium podstaty hereditarnich nadorovych onemocnéni

Prvni zminka o dédi¢né predispozici ke vzniku nadorovych onemocnéni pochazi od Pierra
Paula Brocy. Broca zdokumentoval rozsdhly rodokmen rodiny postizené mnohocetnym
vyskytem nadorti, predev§im karcinomu prsu, v knize Traite des Tumeurs pochéazejici z roku

1866 (Obrazek 6). (Broca P.P., 1866)

V roce 1914 publikoval Theodor Boveri knihu Zur Frage der Entstehung maligner Tumouren,
ve které jako hlavni spoustéc vzniku tumoru popsal jako ztratu urCitych klicovych bunéénych
znaki, pfi¢emz duileZitou roli podle néj hraje dédi¢nost.

Nasledné Alfred G. Knudson publikoval v roce 1971 hypotézu ,,dvou zasahti*, vychazejici
z nutnosti inaktivovat obé& alely tumor supresorového genu. Prvnim ,,zdsahem® je dédi¢na
alterace jedné alely, kterd se fenotypové neprojevi, a druhym ,.zdsahem® je vznik mutace
druhé/zbyvajici alely v prubéhu Zivota, coz vede k rozvoji nddorové transformace. Tato
hypotéza vychazi z analyzy 48 pacientl s retinoblastomem. Na zdklad¢ téchto dat byl roku

1987 objeven predispozi¢ni gen RBI. (Knudson A.G., 1971)
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Obrazek 6: Rodokmen pacientky publikovany Brocou roce 1866. Rodokmen popisuje 26 ¢lent
rodiny, kteti presahli 30 let. U 15 z nich se vyvinulo tumor — z toho u 9 karcinom prsu (Zeny) a 6
jedinctim byl diagnostikovan jiny karcinom. Pfevzato z Krush A.J. et al, 1979.
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Kli¢ovym technologickym ptispévkem ve zkoumani dédi¢nosti byl rok 1977, kdy byl popsan
princip tzv. Sangerova sekvenovani, vyuZzivajicitho 2’,3’-dideoxyribonukleotidi (ddNTPs)
terminujicich polymeraci templatu DNA vytvateného DNA polymerazou in vitro s naslednou
elektroforézou sekvenacnich fragmentli na akrylamidovém gelu. (Sanger F. et al, 1977)
V nasledujicich letech doslo ke zméné¢ radioaktivniho znaceni na fluorescencni a elektroforéza
na akrylamidovém gelu byla nahrazena kapilarni elektroforézou s automatickou detekci

nukleotidu.

V soucasné dobé je k analyzam vyuzivano masivni paralelni sekvenovani nebo téz sekvenovani
nové generace (Next Generation Sequencing, NGS). Tato metoda umoziuje paralelni analyzu
milioni DNA templati v jediné analyze slozené z vice vzorka pacienti soucasné. Vysoky
vykon NGS umoznuje provést sekvenci celého lidského genomu nebo exomu, piesto je pii
diagnostickém sekvenovani prediktivnich ¢i prognostickych parametri  konkrétniho
onemocnéni vyuzivano panelti obsahujicich vybrané geny. Divodem je snaha snizit ndklady,
snizeni narokl na bioinformatické zpracovani a omezeni diagnostickych rozpaki vyplyvajicich
ze zjisténi velkého mmnoZstvi variant nejasného klinického vyznamu (VUS). Bez ohledu
na uzivané platformy probihd sekvenovani nové generace ve tiech technologickych fazich,
které zahrnuji piipravu templatu a sekvenacni knihovny, vlastni NGS analyzu a bioinformatické
zpracovani a analyzu dat. Piiprava knihovny spoc¢iva ve fragmentaci genomové DNA, navazani
specifickych adaptort pro individualni identifikaci templatu (tzv. barkédy) a jeho amplifikaci

pomoci PCR. Nasleduje sekvenovani, kdy dle uzivané technologie rozliSujeme sekvenovani
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syntézou (Illumina, Ion Torrent) nebo dnes jiz téméf opusténé ligacni sekvenovani (SOLiD).
Vysledkem NGS analyzy je velké mnozstvi ziskanych genotypovych dat (Gb — Tb genetické
informace). Tato data je nezbytné pfiradit k jednotlivym usekiim v genomu (mapovani) a
identifikovat v nich odchylky od referen¢ni sekvence (variant calling). Funkéni vyznam
zachycenych variant je nezbytné popsat (funkéni anotace) pied kone¢nou interpretaci, kterou

provadi genetik ve spolupraci se specialisty z jednotlivych obort. (Morganti S. et al, 2019)

1.3.2 Nejcastéjsi hereditarni nadorové syndromy

Nadorovych predispozi¢nich genli bylo doposud popsano nékolik set. Nejvétsi rozmach
identifikace novych predispozi¢nich genli 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).

1.3.2.1 Hereditarni karcinom prsu

U pfiblizn€ 5-10 % karcinomu prsu lze prokazat hereditarni dispozici (Begg C.B. et al, 2008;
Kwon J.S. et al, 2010). Asi 80 % ptipadi s hereditarni dispozici k nadortim prsu nebo ovaria je
zpusobeno zarode¢nou mutaci v genech BRCA 1 nebo BRCA2 (Szabo C.I. et al, 1997; Pohlreich
P. et al, 2005). Proteiny BRCA1 i BRCA2 jsou velké jaderné fosfoproteiny, jejichz dominantni
funkci je podil na opravach dvouietézcovych zlomt cestou homologni rekombinace. Na tomto
procesu se oba proteiny uUcastni v podobé multiproteinovych komplext s dalSimi proteiny,
koédovanych geny, jejichz germinalni mutace se rovnéz podileji na zvySeném riziku vzniku
karcinomu prsu (Obrazek 7) (Nielsen F.C. et al, 2016).

Celozivotni kumulativni riziko pro vznik nadoru prsu je u nosicek BRCA I mutace zvyseno na
65-85 %, pro vznik nadoru vaje¢niku 39-65 %. U genu BRCA?2 je uvadéno kumulativni riziko
vzniku nadoru prsu 45-85 % a nadoru vaje¢niku 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 muzii je nizs$i 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 piedpoklddanym vysokym rizikem vzniku karcinomu prsu
(celozivotni riziko >20 %) jsou: ATM, CDHI, CHEK?2, NF1, PALB2, PTEN, STK11 a TP53.

Za geny sttedniho kumulativniho rizika karcinomu prsu (celozivotni riziko je 10-20 %) jsou
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povazovéany geny BARDI, BLM, BRIP1, FANCA, FANCC, FANCM, MLH1, MSH2, MSHS6,
PMS2, EPCAM, MUTYH, NBN, RAD51C, RAD51D a WRN (10-20 %). (Foretové L. et al, 2019)

Obrazek 7: Schematické znazornéni zapojeni produkti geni spojenych s dédi¢nym
karcinomem prsu do oprav DNA a reakci na poSkozeni DNA. (prevzato z Kleibl Z., Kristensen
V.N,, 2016)

Homologni rekombinace (HR) je nejptesnéjsi DNA reparacni draha, jejimz ukolem je oprava
dvoutetézcovych zlomi DNA v pribéhu S a G2 faze bunécného cyklu. Jako templat pro tento
mnohastupiiovy proces slouZzi sesterskd chromatida. Na pocatku se na konce poskozené DNA navazi
senzorické proteiny MRN komplexu (MRE11, RAD50 a NBN), nasledné za¢ne s pomoci BLM
helikazy odstranovani jednoho vlakna DNA za soucasného vzniku ptesahujiciho druhého vlakna.
MRN komplex také prispiva k aktivaci ATM kinazy, ktera fosforyluje proteiny (véetné CHK?2 nebo
p53) zapojené do oprav poskozené DNA a odpovédi na pritomnost DNA poskozeni (zastava
bunééného cyklu/aktivace apoptozy). V dalsim kroku dojde k vytvoteni velkého nukleoproteinového
komplexu, jehoz soucasti jsou proteiny BRCA1, BRCA2 a dalsi ¢lenové rodiny proteintt Fanconiho
anémie (FA). Zatimco BRCAI1 usnadnuje fadu interakci mezi proteiny v misté preruSeni DNA, hlavni
(core) komplex, skladajici se z proteini FANCA-C, EG, L, M a asociovanych proteini FAAP,
ubikvitinyluje FANCD2/FANCI komplex v reakci na poskozeni DNA. Po ubikvitinylaci se tyto
proteiny presunou do mista po§kozeni DNA a aktivuji ostatni ¢leny rodiny FA proteind, véetné BRIP1
(FANCJ), PALB2 (FANCN) a BRCA2 (FANCDI1). Nasledné se rekombinaza RADS1 s pispénim
nékolika dalsich proteinti (RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 a XRCC3) vaze na jednotetézcové
presahy a podporuje hledani homologni sekvence na sesterské chromatidg.

DNA double strand break repair DNA damage response
Homologous recombination Cell cycle regulation
Apoptosis induction

Pozn. Proteiny kédované vysoce penetrantnimi geny predisponujicimi ke karcinomu prsu jsou oznaceny
Cervené, proteiny kodované geny se stredni penetranci jsou oznaceny modie. Schéma nezohlednuje
nékteré vysoce penetrantni geny asociované s vysokym rizikem karcinomu prsu (PTEN, STKI1I a
CDH]), jejichz mutace jsou velmi vzdcné a jejichz genové produkty se primo neucastni reparace DNA.
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1.3.2.2 Hereditarni kolorektalni karcinom

Nejcastejsimi dédicnymi syndromy spojenymi s karcinomem tlustého stfeva jsou Lynchiv
syndrom (dédi¢ny nepolyp6zni kolorektalni karcinom; HNPCC) a familidrni adenomat6zni
polyp6za (FAP). Tyto dva syndromy se podileji na vzniku karcinomu tlustého stfeva pouze
v 5% ptipad, presto piredstavuji 90-95 % zjisténych mutaci u pacienti s dédi¢nou
formou karcinomu tlustého stieva (Lynch H.T. et al, 1993; Bert R.W. ¢ al. 1995).

Pfi¢inou Lynchova syndromu jsou mutace v nékterém z genli proteinti ucastnicich se oprav
chybného parovani bazi v DNA (,,mismatch repair® geny, MMR), nejcastéji se jedna o mutaci
genu MLHI, méné¢ Casto pak MSH2, MSH6, PMS2, event. PMS] (Moreira L. et al, 2012).
Karcinomy tlustého stifeva vzniklé v ramci Lynchova syndromu se vyznacuji casnym vyskytem.
Az 70 % primarnich tumori se u pacientli s Lynchovym syndromem nachazi pred liendlni
flexurou (tedy v pravé casti colon) a 10 % pacientii ma synchronni tumor v jiné ¢asti stieva
(Parry S. et al, 2011). Celozivotni riziko onemocnéni kolorektalnim karcinomem se blizi 80 %.
Dalsim typickym naddorovym onemocnénim doprovazejicim Lynchiv syndrom je karcinom
endometria, ktery v pribéhu Zivota mliZze postihnout az 60 % nosi¢ek mutace (Jenkins M. A. et
al, 2006). Mén¢ Casto se pak vyskytuji jiné karcinomy (ovaria, zaludku, tenkého stteva,

hepatobilidrniho systému, mocovych cest, prsu) a dalsi.

Klasicka forma familidrni adenomatézni polypdzy (FAP) je charakterizovana vyskytem vice
nez 100 adenomatdznich polypt tlustého stfeva (nebo méné polypl v mladSim véku) (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 % karcinomil tlustého stieva. Mnohocetné polypy se
objevuji ¢asné v distalni oblasti tlustého stieva a v kone¢niku, soucasné se mohou vyskytovat i
v tenkém stfevu a v zaludku, kde jsou taktéz spojeny se zvySenym rizikem vzniku karcinomu.
Polypy se u nosic¢li mutaci za¢inaji objevovat kolem 16 roku zivota a kolorektalni karcinom
vznikd u témét 100 % nemocnych do 50 let ve€ku (Bisgaard M.L. et al, 1994). Mutace
v promotoru genu APC zptsobuji vzacny GAPPS (Gastric adenokarcinoma and proximal
polyposis of the stomach) syndrom, ktery se manifestuje vznikem >100 polypi v oblasti fundu
nebo antra Zaludku, s vysokym rizikem malignizace do podoby adenokarcinomu v mladém

véku (Worthley D.L. et al, 2012).

Vzacnéjsi forma polypdzy je spojena s piitomnosti dédi€nych mutaci v obou alelach genu

MUTYH. Typickym projevem MUTYH-asociované polypozy (MAP) je vyskyt mnohocetnych
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polypil v tlustém stfevé (Sieber O.M. et al, 2003; Sampson J.R. et al, 2003). Projevy mimo
colon (polypy v Zzaludku nebo duodenu, osteomy, hypertrofie pigmentového epitelu retiny) jsou
vzacné. Kromé karcinomu tlustého stfeva je u nosict bialelickych mutaci zvysené riziko vzniku

karcinomu moc¢ového méchyte, duodena a ovaria (Terdiman J.P., 2009).

Dalsi vzacnou skupinou hereditarnich nddorovych onemocnéni jsou hamartomatdzni polyp6zni
syndromy, jejichz vyskyt je velmi vzacny. Jednd se o Peutz—Jeghers syndrom (STKII),
juvenilni polypozu (SMAD4/ BMPR1A4) a Cowdentiv syndrom (PTEN/ BMPR1A4).

1.3.3 Preventivni opatieni

Vysoké riziko vzniku nadorovych onemocnéni u nosicli dédicnych patogennich variant
opraviuje indikaci preventivnich opatieni, v€etné chirurgické prevence zamétené na odstranéni
tkédn¢, ve které mize s vysokou pravdépodobnosti dojit ke vzniku nadorového loziska. Za
vysokeé 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 pii¢inné genetické alterace. Pokroky
v diagnostice umoznily analyzu desitek az stovek genl v redlném case a tim vyrazné zrychlily
diagnostické postupy. PloSny screening vSech osob s onkologickymi onemocnénimi ¢i dokonce
celé populace vSak z divodu finan¢nich nakladii (a nevyjasnénych etickych a pravnich
hledisek) stale neni mozny, a proto je pro analyzu nadorové predispozice nutné stanovit
indika¢ni kritéria, slouzici pro identifikaci rizikové populace na zakladé¢ 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 doséahla alesponi 10 %.
Indika¢ni kritéria pro genetické testovani nddorové predispozice prochéazeji v pribéhu let
znaénymi zménami, které zohlediuji poznatky ziskané z teoretického a preklinického
vyzkumu, ale 1 z klinickych studii rozsadhlych souborti analyz vysoce rizikovych pacientt,
pacientil s neselektovanymi nadory a kontrolnich osob bez naddorovych onemocnéni. (Foretova
L. et al, 2016; Foretova L. et al, 2019) S pfibyvajicim poctem genil s prokazanou souvislosti
s hereditarnimi  naddorovymi syndromy je nutné opakované provadét kontrolu
indikacnich kritérii tak, abychom mé¢li jistotu, Ze nedochazi k podhodnoceni nékteré rizikové

skupiny.
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Zaroven je u kazdého genu nutné stanovit konkrétni rizika pro urcity typ nadorového
onemocnéni a na zékladé toho nabidnout pacientovi ptimétenou, riziku odpovidajici prevenci.
Ptes vyznamné pokroky v onkogenetice v poslednich letech jsou vSak rizika vzniku karcinomu
prsu a dalSich naddorovych onemocnéni vycislena pouze pro nosi¢e mutaci v hlavnich
predispozi¢nich genech. U vzacnych nebo populacné specifickych alteraci stfedné
penetrantnich genti mtize 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 pacientti (fadové tisice az desetitisice
vySetienych osob). V téchto piipadech je diilezita mezinirodni spoluprace a vytvoreni
registrli nosi¢li mutaci téchto vzacnych gend s podrobnymi informace o vyskytu
nadorovych onemocnéni tak, aby bylo mozné stavit miru rizika a tomu pfizptisobit rozsah

preventivnich opatteni.

U nosi¢li mutaci ve vysoce penetrantnich nadorovych predispozi¢nich genech lze indikovat

(Tabulka 2):

a) Primarni preventivni opatieni — cilem je =zabranit vzniku nadorového
onemocnéni, jedna se o preventivni chirurgii, kdy odstranéni konkrétniho orgénu

vede k vyrazné redukci celozivotniho rizika;

b) Sekundarni preventivni opatifeni — cilem je zachyt onemocnéni v co
nejCasnéjSim stadiu, k tomu slouzi individudlni screeningové programy
pro nosic¢e patogennich mutaci. Jako priklad je mozné uvést preventivni opatieni

pro nosi¢e mutaci v genech BRCA1/BRCA2 uvedené v tabulce 2.

c¢) Prediktivni testovani piibuznych nosic¢e mutace.
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Tabulka 2: Doporucena preventivni opatfeni u nosi¢l patogennich mutaci BRCAI a BRCA2.
(modifikovano z Petrakova K. et al, 2019; Zikan M., 2019)

primarni prevence (preventivni vykony, pokles rizika na 1-5 %)
= bilateralni profylaktickd mastektomie od 25 let (mozno kombinovat s okamzitou
rekonstrukci)
= bilateralni salpingo-ooforektomie (u BRCAI nosicek do 40 au BRCA2 nosicek do

sekundarni prevence

45 let)
=  7ena
" muz

fyzikalni vySetteni 4 6 mesict
zobrazovaci vysetieni prsou 4 6 mésicti od 25 let (nebo o 10 let diive nez
vyskyt v rodin¢)

= stiidavé MRI a USG vySetteni do 65 let

=  MMG ve 30 letech a nasledné 4 2 roky
gynekologické vysetfeni & 6 mésicti od 25 let + odbéry CA125
(po provedeni preventivnich vykonii kontrolni vysetieni prsou a 2 roky +
gynekologické vysetieni a 1 rok)
kolonoskopie a 3-5 let od 45 let + test okultniho krvaceni a 1 rok
gastroskopie ve 45 letech (u BRCA2 nosicl)
oc¢ni a koZni vySetteni & 12 mésict (u BRCA2 nosich)

klinické vysetteni prsou od 35 & 1 rok, MMG nebo USG pii suspekei
odbéry PSA od 40 let 4 1 rok

kolonoskopie a 3-5 let od 45 let + test okultniho krvaceni a 1 rok
gastroskopie ve 45 letech (u BRCA2 nosicl)

ocni a kozni vySetfeni & 12 mésicti (u BRCA2 nosicl)

mozno zvazit endosonograficke vysetieni pankreatu a 12 mésicii
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2 VYCHODISKA A CILE PRACE

Onkologicka klinika 1. LF UK a VFN se dlouhodobé vénuje studiu prognostickych a
prediktivnich faktort vyuzitelnych pii rozhodovani o 1é¢bé onkologickych pacientd. V popiedi
na$eho zajmu jsou nejcastdjs§i nadorovd onemocnéni v CR véetné karcinomu prsu a

kolorektalniho karcinomu.

U pacientek s karcinomem prsu se ve spolupraci s Ustavem biochemie a experimentalni
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 ptfedpokladané 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 dekady milénia vSak skytalo nové mozZnosti 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

predméti zdjmu Onkologické kliniky.

Spojeni  informaci  ziskanych  z molekularnich  analyz s klinicko-patologickymi
charakteristikami dlouhodobé¢ sledovanych pacientek s karcinomem prsu umoziuje srovnani
téchto charakteristik u nosi¢ek a nenosic¢ek mutaci a umoznuje vyhodnoceni prognostického

vyznamu jednotlivych charakteristik u obou skupin.

Dal§im z klicovych vyzkumnych programii 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 pacientil s kolorektalnimi nddory a individualizace protinddorové 1é¢by. V ramci
dlouhodobé spoluprace s Ustavem lékaiské biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a
VEN je objektem naseho spolecného zajmu identifikace faktort produkovanych nddorovymi
bunikami a buitkami nddorového mikroprosttedi (proteinové nddorové markery, analyza plazmy

cestou Ramanovy spektroskopie, kvantitativni a kvalitativni analyzy cirkulujicich imunitnich
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bunék). Ve spolupraci s Pathologisches Institut Universititsklinikum v Erlangenu se v ramci
mezinarodniho konsorcia Immunoscore zabyvame studiem interakci mezi nddorovymi
buitkami a bufkami imunitniho systému, coz by umoznilo zlepSeni vyhodnoceni

morfologickych a molekularnich charakteristiky nadorovych lozisek.

Cile dizertaéni prace:

Predkladana prace se zabyva problematikou vyznamu stavajicich a identifikaci novych
prediktivnich a prognostickych znaki umoziiujicich zlepSeni 1é¢by u vysoce rizikovych

osob s karcinomem prsu nebo kolorekta. Konkrétné se potom soustiedi na:

Identifikaci novych postupt klinické diagnostiky dédi¢nych nddorovych syndromtl, zaloZzenych
na sekvenovani nové generace s cilem charakterizace skupin vysoce rizikovych pacientek

s karcinomem prsu:

1) s mutacemi v hlavnich predispozi¢nich genech BRCA1 a BRCA2,
2) s mutacemi v dalSich predispozi€nich genech,

3) apacientek bez vyskytu dédi¢nych mutaci,

které by umoZznily vyhodnoceni vyznamu prognostickych markerti karcinomu prsu v téchto

skupinach.

Identifikace diagnostickych a prognostickych markera u pacientii s kolorektalnim karcinomem,

jez by umoznily:

1) stratifikovat prognézu u pacienti s metastatickym onemocnénim na zékladé
biochemickych markerti v séru 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 ptistupii diskutabilni.

2) zlepSeni odhadu rizika relapsu onemocnéni na zakladé detailni imunohistopatologické
analyzy primarniho loziska kolorektdlniho karcinomu zaméfené na kvalitativni a

kvantitativni vyhodnoceni pfitomnosti tumor infiltrujicich lymfocytu.
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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 pacientii 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 nddorové predispozice.
Kompletni klinicka a histologicka data od pacientl byla ziskana ze zdravotnické dokumentace.
U vySetfovanych osob byla provedena analyza 581 genli na platformé SOLiD. Soubor
vySetfovanych gent zahrnoval 141 geni kodujicich proteiny ucastnici se DNA reparacnich
procestt a 449 genii zminénych v souvislosti se vznikem ¢i progndézou karcinomu prsu

v databazi PhenoPedia.

Nejveétsi 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 produktli. Varianty zkracujici
proteinovy produkt jsme nasli celkem u 32,3 % pacientt (u 19 pacientl byla pfitomna vice nez

jedna trunkacni varianta).

Z hlediska vyskytu jsme trunkaéni varianty rozd¢lili na varianty v genech kodujicich DNA
reparacni proteiny a v ostatnich genech. Celkem bylo identifikovano 36 trunkacénich variant
v 25 genech kodujicich proteiny ucCastnici se reparacnich pochodi DNA. Nejcastéji
alterovanymi byly geny kodujici proteiny komplexu Fanconiho anemie.

V souboru genll nelcastnicich se reparaci DNA byly trunkacni varianty identifikovany
u 22,8 % pacientti a 9,5 % kontrol. Varianty v téchto genech jsme rozdélili do n€kolika
funkénich skupin. Mezi nejCastéjsi patfily trunkacni varianty postihujici néktery z gent

kodujicich proteiny Uc€astnici se metabolismu a signalizace steroidnich hormont, které jsme
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zachytili celkem u 15 (5 %) pacientek a 1 (1 %) kontroly. Do této skupiny patiily predevsim
geny pro cytochromy p450, které ptispivaji k biosyntéze estrogeni (CYP11Al, CYP17Al,
CYP19A1) nebo jeho katabolismu (CYP3AS, CYP1A2). Vzhledem k tomu, Ze estrogeny
mohou ovlivnit etiologii karcinomu prsu, je nutné uvazovat o téchto variantach jako

o potencidlnich modifikatorech rizika vzniku karcinomu prsu.

V préci jsme rovnéz popsali zakladni klinicko-patologické charakteristiky u nosici mutaci
v DNA reparacnich genech, ostatnich genech a nenosi¢ti dédicnych mutaci, které vsak

nevykazovaly signifikantni rozdily (Obrazek 7).

(a) Breast cancer subtypes (°=0.3) (b) Breast cancer histology (°=09) ~ Obrazek 7:  Klinicko-patologické

100% 100%

90% - B charakteristiky 325 analyzovanych
i - l - — — pacientek rozdélenych dle p¥itomnosti
60% 80% v 7 . . o7
s0% trunkac¢nich variant v jednotlivych
40% 70%
30 skupinach geni.
20% 60% , o .
0% A — zastoupeni subtypu karcinomu prsu
0% 50%

DNA repair Other none DNA repair Other none (p = 0,3), B - ZaStoupeni histologickych
M luminal A B luminal B © her2+ Mbasal = n.a. ductal mlobular ® medullar ®other = n.a.

typu (p = 0,9); C — zastoupeni tfid

'c) Familial cancer classes (P=0.5) (d) Early onset/maleBC (p=06)  rodinné anamnézy (p = 0,5); D -—
100% 100% 7 v r 7

o0% o0% zastoupeni  ¢asného vyskytu nebo

80% 80% , o

70% 0% vyskytu u muzi (p = 0,6)

60% 60%

50% 50%

40% 40%

30% 30%

20% 20%

10% 10%

0% 0%

DNA repair Other none DNA repair Other none
mHBOC mHBC mmultiple cancer m age<35y mmale BC

Prace ukézala, Ze panelové sekvenovani je vhodnym ptistupem k analyze hereditarnich
nadorovych dispozic umoziujicim v relativné kratkém case ziskat vysledky analyzy nékolika
stovek genli s moZznou spojitosti se vznikem nadorového onemocnéni. Patogenni ¢i
pravdépodobné patogenni mutace jsme nalezli u téméf tietiny vySetfovanych vysoce rizikovych
osob, pficemz u 30/325 nemocnych (9 %) jsme tyto mutace nasli v genech jasné asociovanych
s dédicnymi nadorovymi syndromy. Na druhé stran¢ velikost panelu cileného na analyzu 581
genl ukdzala, Ze u tfady alteraci nejsme schopni urcit jejich mozny vyznam s ohledem na
nadorovou predispozici. Nedostatecna velikost vySetfovaného souboru rovnéZ neumoznila

identifikovat rozdily v klinickych charakteristikdch u nosicti nalezenych dédi¢nych mutaci.
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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):e0195761,
(IF2018=2.766).

V néavaznosti na zkuSenosti s analyzou s Siroce koncipovanym panelem 581 gent z piedchozi
prace byl ptipraven panel CZECANCA v. 1.0, ktery zahrnoval 219 genti s prokdzanym nebo
predpokladanym zvySenim rizika vzniku dédi¢nych nddorovych 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 ptipadé€, ze RR neni stanoveno pro nedostatek studii/nosicti; a skupina C —
geny s nejasnou, avSak predpoklddanou asociaci s nddorovymi hereditami vychazejici
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 nadorovou predispozici.(Soukupova J. et al, 2016)

Pro geny skupiny A-B jsou k dispozici klinickd doporuceni pro sledovani nebo preventivni
vykony, zatimco u geni skupiny C takova doporuceni k dispozici nejsou. V piipadé méné
penetrantnich gentl, jejichz mutace navic nejsou v populaci ptilis ¢asté, je stanoveni RR velmi
obtiznym ukolem a vyzaduje vytvoieni velkych soubori (v fadu desetitisicti pacientll) v ramci

narodnich nebo mezinarodnich konsorcii.

Pred zavedenim sekvena¢niho panelu CZECANCA do rutinni klinické diagnostiky
hereditarnich nddorovych syndromi jsme provedli dikladné testovani parametrii panelu.
Testovani bylo provedeno na souboru 389 vzorkli diive analyzovanych na pfitomnost
zarodeCnych mutaci v predispozi¢nich genech, z toho u 137 vzorki byla prokazéana ptitomnost
patogenni jednonukleotidové varianty (single nucleotid variants, SN'Vs) nebo kratkych inserci

a deleci v genech BRCAI, BRCA2, PALB2, CHEK2, ATM, NBN, DPYD, PPM1D, RAD5IC,
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RADS5ID nebo TP53; a u 35 vzorkll byla diive prokédzana rozsahlejsi prestavba v genech
BRCAI, PALB2, CHEK?2 nebo TP53.

Testovani ukéazalo, Zze v rutinnich podminkach sekvenovani cilici na primérné pokryti 100x
dosahuje sekvenovani panelem CZECANCA tohoto pokryti v 85,8 % a pokryti 50x v 98,4 %
cilové oblasti. Pouze 0,3 % cilové oblasti je pokryto <20x. Dodate¢na analyza ve 4 laboratotich
prokazala vysokou mezilaboratorni uniformitu pokryti a vysokou shodu pii sekvenovani
kontrolnich vzork, ktera se pohybovala mezi 98,5 % — 99,7 % shodnych variant. Rozdily mezi
jednotlivymi laboratofemi lze ¢astecné ptisoudit odlisnému zpiisobu fragmentace genomoveé
DNA a sekvena¢nim chybam, ke kterym jsou nachylné predevsim analyzy homopolymernich

oblasti.

Poslednim dtlezitym krokem byla optimalizace CNV analyzy na vice nez 300 vzorcich
soubéZné 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.emqgn.org) s dosazenim 100%
senzitivity pii detekci variant a také analyzou referencnich vzork z Coriell Institute for

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

Vyse uvedené vysledky potvrdily funkénost panelu CZECANCA umoziujici spolehlivou
detekci nejen SNV a malych inzerci nebo deleci, ale také hodnoceni rozséhlejSich piestaveb
u vétSiny vySetfovanych gentl. Provedené analyzy také prokézaly uniformitu bioinformatického
zpracovani vSech vzorki cleni CZECANCA konsorcia, které umoziuje slouceni
mezilaboratornich vysledkti pro vytvoieni frekvencni databaze hereditarnich variant

predispozi¢nich 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 diilezitym 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, prestoze karcinomy prsu se z hlediska exprese estrogennich receptort
u nosi¢ek mutaci vyznamné odliuji. Rada publikaci v minulosti dokumentovala prognosticky
vyznam pfitomnosti mutaci genu BRCAI a BRCAZ2 u pacientek s karcinomem prsu protichiidné.
Naprost¢ minimum publikaci zkoumalo vyznam klinicko-patologickych charakteristik u
nosicek mutaci s karcinomem prsu v porovnani s pacientkami bez mutaci.

Pro zhodnoceni dopadu jednotlivych klinicko-patologickych charakteristik na preziti
bez znamek nemoci (disease free survival, DFS) a nadorové specifické preziti (disease specific
survival, DSS) jsme do projektu zaradili 1133 pacientek s karcinomem prsu, jez zahrnovaly
234 nosicek BRCA1/BRCA2 mutaci a 899 nenosicek. VSechny pacientky spliovaly indikacni
kritéria pro genetické testovani a ke genetickému vySetieni byly odeslany mezi roky 1997 az
2015. Ze souboru byly pfedem vyfazeny 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, NF1) scilem vytvofit co nejhomogenngj$i soubor pacientek. V souboru
ptevazovaly nosi¢ky BRCA I mutaci (N=183) nad BRCA2 nosickami (N=51). Medidn sledovani
byl v celém soboru 9,8 roku. Do analyzy pteziti byly zatazeny pouze pacientky s kompletnimi
klinicko-patologickymi daty, celkem tedy 191 nosi¢ek mutaci (151 BRCAI a 40 nosi¢ek
BRCA?2) a 680 nenosicek.

Nosic¢ky mutaci BRCA1/BRCA2 dosahly mirné horstho DSS (HR 1,65 [95 % CI 1,01-2,70];
p =0,047; Obrazek 8A, B) a srovnatelného DFS (p = 0.241).
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Nasledné¢ byla provedena analyza (Mantel-Haenszel test) vlivu jednotlivych klinicko-
patologickych charakteristik na pieziti nosicek mutaci BRCAI/BRCA2 oproti nenosickam.
V ramci souboru nosi¢ek mutaci BRCAI/BRCA2 byl s vys$§im rizikem navratu onemocnéni
(DFS) spojen vyssi veék pacientek. U pacientek star§ich nebo rovno 35 let v dobé diagnézy 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 nosic¢ek 3,72x (95 % CI 1,16-11,90])
v porovnani se stejné starymi nenosickami.

Analyza positivity parametru estrogennich receptort (ER) a jeho vztahu k prognoéze ptinesla
piekvapivy vysledek. U nosicek mutaci v genech BRACI/BRCA?2 byla positivita ER spojena
s 3,14x vys§im rizikem navratu onemocnéni (95 % CI 1,69-5,81; p = 0,003) a 5,70x vySSim
rizikem Umrti v souvislosti s karcinomem prsu (95 % CI 2,27-14,4; p <0,001) ve srovnani

s nenosickami (Obrazek 8C, D).

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 BRCAI, BRCA2 a nenosicek.
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Na zaklad¢ faktorti identifikovanych v pfedchozich analyzach (vék a stav ER) jsme se rozhodli
overfit jejich kombinovany efekt na prognozu pacientek. Nosicky mutaci v genech
BRCAI/BRCA2 s ER-positivnim karcinomem prsu diagnostikovanym ve véku 35 a vice
vykazovaly 4,56x vys$i riziko recidivy onemocnéni (95 % CI 2,00-10,37) a 8,24x vyssi riziko
umrti v souvislosti s karcinomem prsu (95 % CI 2,37-28,72]) oproti ER-positivnim
nenosickam stejného veéku. Podobného vysledku bylo dosazeno 1 u pacientek
diagnostikovanych ve véku 45 a vice.

U Zen mladSich 35 let v dob€ diagnozy s ER-negativnim karcinomem prsu bylo riziko recidivy
1,93x vys$si ve srovnani s nosickami mutaci v genech BRCA1/BRCA2 (95 % CI 1,03-3,61;
p =0.039). Podobny trend byl zaznamenan 1 ve vékové kategorii do 45 let v dob¢ diagnozy,

nicméné nebylo dosazeno statistick€¢ vyznamnosti.

K potvrzeni vyznamného vlivu véku v dobé diagndzy a stavu ER jsme provedli multivaria¢ni
analyzu (multivariable Cox proportional-hazard model), do které jsme zahrnuli vSechny
parametry signifikantné rozdilné v rdmci Coxovy univariani analyzy (v€k, menoaktivita,

stadium onemocnéni, stupeii diferenciace tumoru a stav ER; Obrazek 9).

Obrazek 9: Grafické znazornéni vysledki
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Multivariacni analyza potvrdila zcela opacny vliv stavu ER na pfezivani u nosicek mutaci
BRCAI/BRCA2 (negativni faktor, statisticky vyznamny u DFS) a nenosi¢ek (positivni
prognosticky faktor, statisticky vyznamny jak u DFS, tak u DSS). V¢k v dobé diagndzy ztstal
vyznamnym faktorem pouze u nenosicli, podobné i nizky stupen diferenciace (statisticky

vyznamny pouze v ramci DSS).

Na zaklad¢ na$i 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. Prognéza onemocnéni je u téchto pacientek dokonce
horsi nez u nenosi¢ek mutaci mladsi 35 let v dobé diagn6zy s ER-negativnim karcinomem prsu,
které jsou povazovany za nejrizikovéjsi populaci.

Dal§im zajimavym zjiSténim je srovnatelna prognoza nosicek mutace BRCA1/BRCA2 s ER-
negativnim karcinomem prsu (vCetné pacientek mladSich 35 let) s progndézou onemocnéni
u (starSich) nenosi¢ek s ER-positivnim karcinomem prsu, které jsou povazovany za malo

rizikové pacientky.
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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 kinazu CHK2 zprostiedkovavajici odpovéd’ na pfitomnost
dvouretézcovych zlomd v DNA. Jejimi substraty jsou proteiny aktivujici zastavu 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 rozdiln¢ (Tabulka 3). Na téchto rozdilech se podili fada faktord, které
pfedevs§im zahrnuji neuplnou penetranci mutaci CHEK?2 genu, netplnou analyzu variant celé
kodujici oblasti genu, nejasny klinicky vyznam ftady nalezenych variant (VUS) a velmi
rozdilnou prevalenci dédi¢nych alteraci v riznych populacich, ktera zkresluje vypocty rizika

pii pouziti dat multietnickych kontrolnich populac¢nich souborti.

Cilem prace byla identifikace dédicnych variant CHEK?2 genu v ¢eské populaci u 1,928 vysoce
rizikovych pacientli analyzovanych na nddorovou predispozici ke karcinomu prsu a ovaria a
u 3,360 nenadorovych kontrol, dale funk¢ni charakterizace vyznamu nalezenych missense
variant, vycCisleni rizika vzniku karcinomu prsu a ovaria u nosicli trunkacnich a funkcné

defektnich missense variant.

V analyzovaném souboru bylo identifikovano 10 trunkaénich mutaci a 26 missense variant.
Zatimco frekvence trunkacnich mutaci se vyznamné liSila mezi souborem pacientt (2,39 %
nosi¢i) a kontrol (0,33 % nosicl; 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 Ustavem molekularni genetiky Akademie véd Ceské
republiky, které umoznilo vyhodnotit enzymovou aktivitu CHEK?. Z hlediska poruchy funkce
bylo 11 variant hodnoceno jako varianty s vyznamnou poruchou kindzové aktivity, 5 variant

s jako ¢astec¢nou poruchou funkce; 10 variant prokazalo zachovani plné kinazové aktivity.
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Tabulka 3. Prehled studii a meta-analyz analyzujicich vyznam mutaci v genu CHEK?2 u pacientek

s karcinomem prsu (pfevzato ze Soukupova J. et al, 2019).

Citace Pop. P: soubor pacienttl Analyza* Odds ratio (95%Cl); p - poznamka
C: soubor kontrol
Nurmi A. etal, |FI P: 3156 ca prsu/ovaria ¢c319+2T>A 5,32(1.58-18,45); 0,007 — neselektovany ca prsu
2019 C: 2 089 populacni 6,04 (1,65-22,10); 0,007 — familiarni ca prsu
Girard E. etal, |FR P: 1207 BRCA1/2-negativni ca prsua | CHEK2 3 3,0 (1,9-5,0); 1x10- — vSechny varianty
2019 sestra s ca prsu 5,8 (2,0-16,9); 0,001 — trunkace
C: 1199 populaéni 2.4 (1,4-4,3); 0,002 — likely-deleterious missense
Hauke J. et al, DE P: 5589 BRCAI/2-negativni ca prsu CHEK2 %3 3,72 (1,99-6,94); <0,0001 — trunkace
2018 C: 2189 nenadorové
Couch F.J. etal, [USA P: 29 090 ca prsu CHEK?2 %3 2,31 (1,88-2,85); 3,04x10'7 — ¢.1100delC
2017 C: EXAC-NFE non-TCGA 2,26 (1,89-2,72); 1,75x10-2° — patogenni (bez I157T a S428F)
1.48 (1.31-1.67); 1.75x10'°— libovolna varianta
1.35(1.12-1.63); 0.0002 — bilateralni ca prsu
Decker B. etal, |UK P: 13 087 ca prsu CHEK?2 (4 3,11 (2,15-4,69); 5,6x10°'" — trunkace
2017 C: 5488 geny) 1,36 (0,99-1,87); 0,066 — vSechny raritni missense
1,51 (1,02-2,24); 0,047 — raritni missense v doménach
3.27 (1.66-5.83); 0.0014 — bilateralni ca prsu
Slavin T.P. et al, |USA P:2 266 BRCAI/2-negat. ca prsua>2 | CHEK2 1,62 (1,03-2,51); 0,04 - trunka¢ni mutace
2017 ptibuzni s ca prsu/ovaria do 70
C: ExAC
Schmidt M.K. et |BCAC |44 777 BC ¢.1100delC 2.26 (1.90-2.69); 2.3x102%— invazivni ca prsu
al, 2016 42 977 PMC 2.55(2.10-3.10); 4.9x102'— ER-pozitivni ca prsu
1.32 (0.93-1.88); 0.12 — ER-negativni ca prsu
Southey M.C. et |BCAC P:42 671 Vybrané 2,26 (1,29-3,95); 0,02 — pro variantu p.R117G
al, 2016 C:42 164 varianty 1,33 (1,05-1,67); 0,015 — pro variantu p.R117G
1,70 (0,73-3,93); 0,210 — pro variantu p.E239K
5,06 (1,09-23,5); 0,017 — pro variantu p.R346C
1,03 (0,62-1,71); 0,910— pro variantu p.D438Y
Cybulski C.et  |PL P: 7 494 ca prsu (negativni founder ¢.1100delC, 3,6 (2,6-5,1) — vSechny ca prsu
al, 2011 BRCAI mutace) c.444+1G>A, | 3,3(2,3-4,7) — ca prsu bez pozitivni RA
C:4 346 del5395 5.0(3,3-7,6) — caprsu+ caprsuv 1. nebo 2. linii v RA
7,3 (3,2-16,8) — ca prsu + ca prsu v 1. a 2. linii v RA
Desrichard A. et |FR P: 507 BRCA1/2-negativnich ca prsu CHEK?2 4,15 (1,38-12,50); 0,0065 — vsechny CHEK? varianty
al, 2011 C: 513 nenadorové 5,18 (1,49-18,00); 0,0042 — patogenni CHEK?2 mutace
Le Calvez-Kelm |US, AU | P: 1303 ca prsu <45 let CHEK2 6,18 (1,76-21,8) — trunkace
etal, 2011 C: 1109 nenadorové zeny 2,20 (1,20-4,01) — raritni missense
LiuY.etal, CN P: 909 neselektovanych ca prsu c1111C>T 2,43 (1,07-5,52); 0,034 — neselektovany ca prsu
2011 C: 1229 zdravé (p.-H371Y) 5,99 (1,98-18,89) — familiarni ca prsu
Weischer M. et |DK P: 1101 s ca prsu ¢.1100delC 3,2 (1,0-9,9) — ca prsu (prospektivni studie)
al, 2007 C: 4665 2,6 (1,3-5,4) — ca prsu (case control studie)
Cybulski C.et  |PL P: 1017 ca prsu ¢.1100delC; 2,2; p=0,02 — pro variantu c.1100delC and c.444+1G>A
al, 2004 C: 4 000 populacni c.444+1G>A; | 1,4; p=0,02 — pro variantu p.I157T
p.I157T
Dufault M.R. et |DE P: 516 BRCA1/2-negativnich ca prsu CHEK?2 3,44 (1,19-9,95);0,016 — pro variantu ¢.1100delC
al, 2004 C: 1315 nahodné 3,9 (1,3-10,9) — pro varianty ¢.1100delC a c.1214del4
CHEK2 UK, NL, | P: 10 860 ca prsu ¢.1100delC 2,34 (1,72-3,20); 1x107
konsorcium, FI, DE, | C:9065 2,23 (1,60-3,11) — ca prsu bez piibuzné s ca prsu v 1. linii
2004 AU 3,12 (1,90-5,15) —ca prsu+ 1 ca prsu v 1. linii v RA
4,17 (1,26-13,75) — ca prsu + >2 ca prsu v 1. linii v RA
Vahteristo P. et  |FI P: 1035 neselektovanych ca prsu ¢.1100delC 1,48 (0,83-2,65); 0,182 neselektovany ca prsu
al, 2002 C: 1885 2,27 (1,11-4,63); 0,021 ca prsu + ca prsu v RA
6,17 (1,87-20,32); 0,007 bilateralni ca prsu
Liang M. etal, |meta P: 118 735 ca prsu ¢.1100delC 2.88 (2.65-3.22) — ca prsu u zen
2018 C: 195 807 2.87 (1.85-4.47) — ca prsu u mladych zen
3.21 (2.41-4.29) — familiarni ca prsu
3.13 (1.94-5.07) — ca prsu u muzu
Han F.F. etal, meta P: 15 985 ca prsu pI157T 1,58 (1,42-1,75); <0,0001
2013 C: 18 609
LiuC, etal, meta P: 19 621 ca prsu pI157T 1,48 (1,31-1,68); <0,0001 — neselektovany ca prsu
2012 C:27001 1,48 (1,16-1,89); <0,0001 — familiarni ca prsu
1,47 (1,29-1,66); <0,0001 — ca prsu u mladych pac.
4,17 (2,89-6,03); <0,0001 — lobularni ca prsu
Yang Y. et al, meta P: 29 154 ca prsu ¢.1100delC 2,33 (1,79-3,05) — neselektovany ca prsu
2012 C:37064 3,72 (2,61-5,31) — familiarni ca prsu
2,78 (2,28-3,39) — mladé pacientky
Zhang B, etal, |meta P:9 970/ C:7 526 c.444+1G>A 3,07 (2,03-4,63); 9,82x10-8 — pro variantu c¢.444+1G>A
2011 P: 13 331/C: 10 817 pI157T 1,52 (1,31-1,77); 4,76x10-8 — pro variantu p.I157T
P: 10 543/ C:10 817 del5395 2,53 (1,61-3,97); 6,33x10-5 — pro variantu del5395
P:41791/C:50910 ¢.1100delC 3,10 (2,59-3,71); <10-20 — pro variantu c.1100delC
Weischer M. et |meta P: 26 488 ¢.1100delC 2,7 (2,1-3,4) — neselektovany ca prsu
al, 2008 C: 27402 2,6 (1,3-5,5) — ca prsu u mladych zen
4,8 (3,3-7,2) — familiarni ca prsu

Pozn. Pop. = populace; meta = meta-analyza
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Zjisténa rizika spojena s nosi¢stvim mutaci v genu CHEK? jsou uvedena v tabulce 4. Riziko je
klinicky vyznamné pro trunka¢ni varianty a vznik karcinomu prsu u zen, ale i u muzi, asociace
s karcinomem ovaria je vyznamnd mén¢. Funkéné defektni missense varianty jsou spojeny
s pravdépodobné niz$im rizikem nez trunkacni mutace.

Tabulka 4: Prevalence patogennich variant genu CHEK?2. Rizika byla stanovena pro jednotlivé

diagnostické podskupiny. Riziko bylo vypocteno oproti frekvenci uvedenych variant v kontrolnim
souboru z ¢eské populace.

Skupiny dle diagnéz (skupina) Vsichni pacienti
Klasifikace CHEK?2 variant N (%) OR (95 % CI) p
Unilateralni ca prsu - Zeny (I) N=1,298
Trunkace 33(2,54)  [7,94 (3,90-17,47) 9,4x10™"
Nefunk¢éni missense 9 (0,69) 3,90 (1,24-13,35) 0,009
Castetnd funkéni missense 38 (2,93) 0,90 (0,60-1,32) 0,64
PIn¢ funkéni missense 12 (0,92) 1,79 (0,75-4,11) 0,14
Bilateralni ca prsu - Zeny (1) N=149
Trunkace 4(2,68) 8,39 (1,92-28,74) 0,003
Nefunk¢éni missense 1(0,67) 3,77 (0,08-31,42) 0,26
Castetnd funkéni missense 6 (4,03) 1,25 (0,44-2,88) 0,63
PIn¢ funkéni missense 0 - -
Ca prsu - muzi (I1T) N=48
Trunkace 3 (6,25) 20,21 (3,50-80,00) 8,6x10™
Nefunkéni missense 1(2,08) 11,87 (0,25-100,83) | 0,10
Castetnd funkéni missense 2(4,17) 1,30 (0,15-5,07) 0,67
PIn¢ funkéni missense 2 4,17) 9,07 (0,98-40,41) 0,03
Duplicita ca prsu a ovaria (IV) N=79
Trunkace 3 (3,80) 11,99 (2,11-46,60) 0,004
Nefunk¢éni missense 1(1,27) 7,15 (0,15-59,97) 0,15
Castetnd funkéni missense 3 (3,80) 1,18 (0,24-3,67) 0,74
PIn¢ funkéni missense 0 - -
Pouze ca ovaria (V) N=354
Trunkace 3 (0,85) 2,60 (0,46-9,91) 0,14
Nefunkéni missense 3(0,85) 4,77 (0,77-22,47) 0,047
Castetnd funkéni missense 9 (2,54) 0,78 (0,34-1,55) 0,63
PIné funkéni missense 3(0,84) 1,79 (0,33-6,28) 0,42
Jakykoliv ca prsu -Zeny (I+11+1V) N=1,526
Trunkace 40 (2,62)  |8,19 (4,11-17,75) 4,1x10™"
Nefunkéni missense 11 (0,72) 4,06 (1,37-13,39) 0,006
Castetnd funkéni missense 47 (3,08) 0,95 (0,66-1,35) 0,79
PIné funkéni missense 11 (0,72) 1,52 (0,64-3,49) 0,30
Jakykoliv ca ovaria (IV+V) N=433
Trunkace 6 (1,39) 4,28 (1,29-12,69) 0,009
Nefunkéni missense 4(0,92) 5,21 (1,08-22,06) 0,02
Castetné funkéni missense 12 (2,77) 0,91 (0,45-1,73) 0,88
PIné funkéni missense 3(0,69) 1,12 (0,12-5,44) 0,70
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Klinicko-patologické charakteristiky byly porovnavany mezi skupinou pacientl s trunka¢nimi
nebo patogennimi missence variantami (N = 44), skupinou pacientti s mutaci p.I157T (N = 38)
a skupinou pacienti bez identifikované CHEK2 mutace (N = 1127, Obrazek 10). Statisticky
vyznamny rozdil byl identifikovan pfi hodnoceni subtypi karcinomu prsu, kdy byl mezi
pacienty bez mutace v genu CHEK?2 zaznamenan vyznamné vyssi podil basal-like subtypu a u
nosici mutace p.I157T vyssi podil HER-2+ tumord. Dale byl zaznamenan rozdil ve stupni

diferenciace tumoru mezi nosici trunkacnich nebo patogennich missence variant (vyznamné

Castéji se vyskytoval stupeni 2) a pacienty bez mutace (vyznamng ¢ast¢ji se jednalo o stupen 3).

Prace dokumentuje zisadni vyznam v detekci CNV pomoci panelového NGS. Analyza
funkéniho vyznamu umozni klasifikovat vSechny nalezené VUS popsané CZECANCA

konsorciem, coz zvysi klinickou vypovédni hodnotu analyz u vysoce rizikovych pacienti.

Hlﬁgglogv BC mgtvpe Obrazek 10: Klinicko-
~ns | N NS ., 0016 . , o 4o
o e —- B zomer b gl patologické  charakteristiky
8% = Tubular 80% HER2+
. W summaiererze 1,209 analyzovanych pacienti
edullary ) Luminal B/HER2- R v ,
o l lowenics . . < Luminai A s karcinomem prsu rozdélené
o CHEK2 CHEK2 CHEK2 WT/ Houetl o CHEK2 CHEK2 CHEK2 WT/ dle prltomHOStl mutaCI genu
ds::lfglﬂus T,:lﬁ;g:’ DI?’SIZ:JEEGANT dzlelsrlcus %51221}' lelh(a’\:(.‘él;g]w'l' CHEK2 na patogenni’ p.1157T
Grade Menopausal status
o014 s M a bez mutace.

typtu; B. zastoupeni subtypi

N [ NS — —ns—| . i

0% 3 100% u Postmenopausal , . . ,

~ R . . . B H O H R A. zastoupeni histologickych
80%
: karcinomu prsu; C. zastoupeni

. Hm | . dif - D
doimtorious MG Other CROWT domerioss  PHEIT  Ouher CPOWT stupn¢ 1Ierenciace; .
(N=40) (N=28) (N=898) (N=42) (N=37) (N=1,066) ,
. o zastoupeni pre- a
Clinical stage Indication criteria .
U vyt ir-yny J RN psyvr-yiy ey postmenopausdlnich pacientek;
- mlic " None r . . r
o . Both E. — zastoupeni klinického
&0% . Familial only , . ,
. Porsonal only stadia; F. —  zastoupeni
na . . v s e,
B indikac¢nich kritérii
o CHEK2 CHEK2 CHEK2 WT/ A - CHEK2 CHEK2 CHEK2 WT/
deleterious pISTT Other CPGWT deleterious p157T  Other CPGWT
(N=37) (N=34) (N=1,000) (N=44) (N=38) (N=1127)

Prezentovana data potvrdila klinicky vyznam analyzy genu CHEK2 u pacientek vysokym
rizikem vzniku karcinomu prsu nebo karcinomu vaje¢niku. Analyza byla podpofena
provedenim funkénich analyz, coz vedlo k vyznamnému sniZeni poctu variant nejasného
vyznamu (VUS). Dalsi hodnoceni je zt€Zovano faktem, Ze patogenni mutace v CHEK? Casto
asociuji s jinymi tumory neZ jen s karcinomem prsu a vajecniku a je tedy nutné vytvofit velké
soubory pacientli spolu s podrobnymi klinicko-patologickymi informacemi v rdmci

mezinarodni spolupréce.
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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
kolorektadlnim karcinomem ve snaze stratifikovat pacienty dle progndézy 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
markeridt spojenych s diagnostikou kolorektalniho karcinomu, které byly nasledné vySetteny

v nasem souboru spolu se zdkladnim vySetfenim biochemie a krevniho obrazu.

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

epitelu.

Vramci zkoumané skupiny byly ziskany sérové vzorky 97 pacientli s histologicky
verifikovanym metastatickym kolorektalnim karcinomem (u 58 z nich byly k dispozici sérové
vzorky s odstupem 3 mésicli) a 59 zdravych kontrol s negativni kolonoskopii ptfedchazejici
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, zpiisobu terapie a o celkovém pieziti.

Sérové koncentrace TFF-1 a TFF-3 se vyznamné liSily u pacientli 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 vyuZzivany tumor marker CEA, z dalsi analyzy byl
tedy vyfazen. 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).

Sérové koncentrace TFF-3 vyznamné korelovaly s rozsahem jaterniho postizeni (Obrazek 11).
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Obrazek 11: Sérové Kkoncentrace
TFF-3 (ng/ml) u pacientii s jaternimi
metastazami.

Dale bylo zjisténo, Ze vstupni sérova koncentrace TFF-3 koreluje s medidnem celkového

pfezivani u pacientil 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, kteti dosahli medidnu 7,8 mésice (p <0.0001;

Obrazek 12).
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Obrazek 12: Kaplan-Meierovy Kkiivky
celkové preziti u pacienti se vstupni
hladinou TFF-3 mensi nebo rovnou 3,4
ng/ml proti pacientim s hladinou vyssi
neZz 3,4 ng/ml (p <0,0001).

Z uvedenych dat vyplyva, Ze sérové koncentrace signifikantné koreluji s progndzou pacientti

s metastatickym kolorektalnim 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, (IF2015=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 véazici se na TGF receptory a G¢astni se reakce tkdni na poskozeni bungk,
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 ptedchozi analyze, tedy 97 pacienti s histologicky verifikovanym kolorektalnim
karcinomem a 79 zdravych kontrol s negativni kolonoskopii. Koncentrace GDF-15 ve vzorcich
séra byla stanovena komer¢éné dostupnymi ELISA kity (Biovendor).

Kromé vyznamného rozdilu koncentrace GDF-15 u pacientd (7,58 + 0,77 ng/ml)
oproti zdravym kontrolam (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 stfeva a
pacientli bez tohoto postizeni (10,76 £+ 2,19 ng/ml vs 3,93 + 0,33 ng/ml; p = 0,035). Statisticky
vyznamny rozdil byl zaznamenan 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 pacienti bez postizeni 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 % pti specificité 98,7 % (AUC 0,921). Pro srovnani sérovy marker CEA pti mezni hodnoté
5 ug/l dosahl mirn€ vyssi sensitivity 72,1 %, nicméné pii mirn€ nizsi specificité 97,5 % (AUC

0,905; Obrazek 13).

N e B, Obrizek 13: ROC
80 f'mf %3 r kf'iny.
gl :, A. GDF-15  (AUC
! £ .
£ | £ /’ 0,921),
“”“J” 3 ] B. CEA (AUC 0,905)
204 204
0 T T 1 Q
N ® © ® & & N D © ® ) &

100-specificity (%) 100-specificity (%)

51



Podobné jako u sérového markeru TFF-3 korelovala hladina GDF-15 s rozsahem jaterniho
postizeni. Pacienti se souctem 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 mm méli koncentraci 13,36 £ 1,97 mg/ml (p = 0.002).

Vstupni sérova koncentrace GDF-15 korelovala s celkovym pfezivanim pacientl. Pacienti se
vstupni koncentraci GDF-15 mens$i nebo rovnu vypoctené mezni hodnoté 3,5 ng/ml méli
medidn celkového preziti 20,6 mésice oproti pacientim s hodnotou v rozmezi 3,5 a 7,0 ng/ml
s medianem 14,6 mésice (p = 0.053) a pacienttim s hodnotou vyss§i nez 7,0 ng/ml s medidnem

6,4 mésice (p <0.001; Obrazek 14).

Obrazek 14: Kaplan-Meierovy kiivky
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—— GDF-15 < 3.5 ng/ml K GDF-15
- —— GDF-15>3.5-<7.0 ng/ml 0“““}”‘“’ -1 y
= —— GDF-15>7.0 ng/ml Vstupni koncentrace GDF-15 mensi nebo
2 60l rovna vypoctené¢ mezni hodnoté 3,5 ng/ml
__ujg (median celkového pieziti 20,6 mésice)
g 40 oproti pacientim s hodnotou v rozmezi 3,5
= 20- a 7,0 ng/ml (median 14,6 mésice; p = 0.053)
a pacientim s hodnotou vyssi nez 7,0 ng/ml
0 . . . s medianem 6,4 mésice (p <0.001)
0 20 40 60

time (months)

Podobn¢ jako ptedchozi publikace méla tato prace za cil hodnotit pomoci sérového nadorového
markeru rozsah nadorového postizeni a identifikovat pacienty, kteti by profitovali z chirurgické
terapie i pfes moznou hrani¢ni indikaci na zaklad¢ zobrazovaciho vySetieni. Zaroven bylo cilem
identifikovat pacienty s potencialn¢ rychlou progresi onemocnéni, stejn¢ jako snaha vyhnout se

intenzivnim rezimim, jez by mohly vést ke zhorSeni kvality Zivota.

52



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 bunék imunitniho systému a
jejich vztahu k prognoze pacientli s kolorektalnim karcinomem. Vedle periferni krve jsou
predmétem naSeho zajmu také bunky imunitniho systému piestupujici z krevniho fecisté
do tkani, a to zejména do nadorového mikroprosttedi. Pfitomnost téchto bun¢k v nadorové tkani
ma prognosticky vyznam potvrzeny fadou dfive publikovanych studii.

V ramci tohoto projektu byly vySetfeny parafinové vzorky lokalizovaného karcinomu stfeva
(stddium I-IIT) vice nez 3500 pacientl (necelych 250 vzorkl pochdzelo z Onkologické kliniky
1. LF UK a VFN). Projektu se zicastnilo 14 velkych center ze 13 zemi. Tyto vzorky byly
vySetfeny ve spolupraci s kooperujicim pracovistém v Erlangenu (Pathologisches Institut
Universitédtsklinikum, Erlangen, Némecko) v rdmci mé stadZe na tomto pracovisti. Zaroven byla
k témto vysledkim pfiddna anonymizovana klinickd a histopatologickd data ziskana

ze zdravotnické dokumentace.
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Jednotlivé preparaty byly imunohistochemicky obarveny protildtkami proti CD3 a CDS,
nasledné vzorky prosly kontrolou kvality a poté byla provedena kvantifikace positivnich bun¢k

pomoci pocitacového softwaru (obrazek 15).

Obrazek 15: Stanoveni Cetnosti imunitnich bunék pomoci softwaru pro analyzu obrazu
s vyhrazenym modulem Immunoscore.

A. Vzorek tkan¢ je rozdélen na sektory, pficemz nadorova tkan je zvyraznéna Cervenou a invazivni
okraj hnédou barvou. B. Reprezentativni imunohistochemické barveni na CD3+ buiky infiltrujicich
nador tlustého stfeva (vlevo, hnéda) a histogram intenzity barveni pozitivnich bun¢k detekovanych
softwarem (vpravo).
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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 pacientt v externim validacnim souboru). Immunoscore
prokazalo vysokou uroven reprodukovatelnosti mezi pozorovateli a centry (r = 0,97 pro nador
tlustého stfeva; r = 0,97 pro invazivni okraj; p <0,0001).

po 5 letech (8 % u pacientl s vysokym Immunoscore oproti 19 % se stiedni 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 pacientli. 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).

54



Obrazek 16: Kaplan-Meierovy kiivky preziti dle hodnoty Immunoscore.

A. Kaplan-Meierovy kiivky preziti bez navratu onemocnéni dle Immunoscore nezavisle na vstupnim
TNM stadiu; B. Kaplan-Meierovy kiivky pieziti pro kombinaci mikrosatelitové instability/stability a
Immunoscore (skupina low odpovida skuping s nizkym skoére z ¢asti A; skupina high pak odpovida
spojeni skupiny stfedniho a vysokého rizika z Casti A)

MSI = mikrosatelitova nestabilita;, MSS = mikrosatelitova stabilita
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Intermediate Immunoscore 1271 1069 930 839 763 675 526 406 324
High Immunoscore 708 594 535 469 417 359 273 208 172
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—— MSI, high Immunoscore —— MSS, high Immunoscore
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S 20 MSl-high: HR for high vs low Immunoscore 0-56 (95% Cl 0-34-0-90); p=0-0150
MSS: HR for high vs low 0-56 (95% Cl 0-46-0-68); p<0-0001
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Niinber atrisk Time from surgery (years)
MSI, low Immunoscore 49 39 31 23 21 19 13 11 9
MSI, high Immunoscore 255 206 178 164 146 130 101 71 58
MSS, low Immunoscore 353 273 225 200 174 155 127 94 72

MSS, high Immunoscore 922 791 690 621 565 502 379 286 234

Zminlovana prace potvrdila prognosticky vyznam poctu tumor infiltrujicich lymfocyt
hodnocenych v centru tumoru a v oblasti invazivniho okraje. Na zaklad¢ téchto vysledki je
mozno identifikovat pacienty s vysokym rizikem relapsu onemocnéni nezdvisle na stadiu
onemocnéni, které je jednim ze zdkladnich kamenii pii rozhodovéni o onkologické terapii
navazujici na chirurgicky vykon. Dal§im dilezitym zji§ténim je nezavislost prognostické
hodnoty Immunoscore na mikrosatelitové nestabilité. Zavedeni kvantitativniho stanoveni poctu
bunék pomoci softwaru umoZnuje dosahovat téméf identickych vysledkii nezavisle na
pracoviSti nebo hodnotiteli. Pravé tato vlastnost umozZnuje Siroké vyuziti tohoto vySetieni

v rutinni klinické praxi.
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5 ZAVER
Ve své dizerta¢ni praci jsem se vénoval analyzdm prediktivnich a prognostickych faktort u

nemocnych s karcinomem prsu a kolorekta a hodnoceni jejich klinického vyznamu.

Analyzy pacientek s dédi¢nou formou karcinomu prsu lécenych 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 casové i ekonomicky nevyhodné. Uvedeni masivniho paralelniho sekvenovani
nové generace na pocatku tohoto desetileti skyta nové moznosti pro diagnostiku Sirokého

spektra predispozi¢nich genti.

V prvni studii proveditelnosti bylo panelem 581 genti na platformé¢ SOLiD analyzovano 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. Patogenni ¢i
pravdépodobné patogenni mutace jsme nalezli u téméef tretiny vySetfovanych vysoce rizikovych
osob, pricemz 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 nadorovych onemocnéni, které umoziuje
v relativng 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 genti z pfedchozi
prace byl ptipraven panel CZECANCA v. 1.0, ktery zahrnoval 219 genti s prokazanym nebo
ptedpokladanym zvySenim rizika vzniku dédiénych naddorovych onemocnéni. Zaroven bylo
nutné vytvoftit robustni analyticky postup, ktery by bylo mozné vyuZzivat v riznych laboratotich
v Ceské republice, tak aby bylo mozné ziskat vysledky z vySetfeni rozsahlé skupiny
nemocnych. VySetfeni velkého souboru indikovanych osob je nezbytnym piedpokladem pro
ziskani dostate¢ného mnozstvi nosi¢ii mutaci pro stanoveni relativniho rizika spojené¢ho
s pfitomnosti dédicné mutace, a to i v ptipadé genil, jejichz mutace nejsou v populaci piilis
casté. U raritnich alteraci vyZaduji analyzy rizika vytvoteni souborl v fadu desetitisicii pacientl

v ramci mezinarodnich konsorecii.
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Vysledky valida¢ni studie potvrdily, Zze panel CZECANCA umoznuje spolehlivou detekci nejen
SNV a malych inzerci nebo deleci, ale také hodnoceni rozsahlejSich pifestaveb u vétSiny
vySetfovanych genll. Provedené analyzy také prokazaly uniformitu bioinformatického
zpracovani vSech vzorkl cleni CZECANCA konsorcia, které umoziuje slouceni
mezilaboratornich vysledkii pro vytvotfeni frekvencni databaze hereditarnich variant

predispoziénich genti u vysoce rizikovych osob v CR.

Spojeni  informaci  ziskanych  z molekularnich  analyz s klinicko-patologickymi
charakteristikami dlouhodobé sledovanych pacientek s karcinomem prsu umoZiuje srovnani
téchto charakteristik u nosicek a nenosi¢ek mutaci a nasledné vyhodnoceni jejich
prognostického vyznamu u obou skupin. V souCasné dobé reprezentuje NGS pomoci
CZECANCA panelu rutinni vySetieni v deviti laboratofich v CR, diky némuz byly ziskany
informace o genotypovych charakteristikach studovanych genti u vice nez 6200 vysetfovanych
vysoce rizikovych pacientti s riznymi onkologickymi diagnézami. Nejcasteji analyzovanymi
probandy byly pacientky s karcinomem prsu, u kterych byla nejcastéji nalezena mutace

v genech BRCA1, BRCA2 a CHEK?.

Diilezitym prognostickym a prediktivnim ukazatelem u pacientek s karcinomem prsu je exprese
ER, avSak vyznam tohoto faktoru u podskupiny nosi¢ek mutaci v hlavnich
predispozi¢nich genech BRCAI a BRCAZ2, ktera tvoii kolem 5 % vSech piipadl, nebyl
dokumentovan, prestoze se karcinomy prsu z hlediska exprese estrogennich receptort u nosicek
mutaci obou genli vyznamné odliSuji. Dlouhodobé zamétfeni nasi kliniky na pacientky
s dédi¢nou formou karcinomu prsu umoznilo nashromazdit dostatecny pocet ptipadi pacientek
s mutacemi v genech BRCAI a BRCA2. V nas$i praci jsme se zam¢tili na porovnani vyznamu
jednotlivych klinicko-patologickych charakteristik na pteziti bez znamek nemoci (disease free
survival, DFS) a nddorov¢ specifické pteziti (disease specific survival, DSS) u pacientek

s karcinomem prsu s dédicnymi mutacemi BRCAI/BRCA2 a bez mutaci.

Do analyzy jsme zatfadili 1133 pacientek s karcinomem prsu, jez zahrnovaly 234 nosicek
BRCA1/BRCA2 mutaci a 899 nenosi¢ek. Analyzy preZziti byly vyhodnoceny pouze u pacientek
s tplnymi klinicko-patologickymi daty, tedy u 191 nosicek mutaci v genu BRCA1/BRCA2 (151
BRCAI a 40 BRCA2) a u 680 nenosicek. Vysledky univaria¢nich analyz ptekvapivé odhalily
opacény vliv v€ku a stavu estrogenovych receptorit u nosicek mutaci BRCAI/BRCA2 oproti
nenosickam, kdy pozitivita ER a vy$§i vék znamenaji negativni prognostické ukazatele
u pacientek s mutacemi BRCA1/BRCA2. K potvrzeni vyznamnosti téchto faktort jsme provedli
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multivariacni analyzu, kterd potvrdila opac¢ny vliv stavu ER na pfezivani u nosic¢ek mutaci
BRCAI/BRCA2 (negativni faktor, statisticky vyznamny u DFS) a nenosi¢ek (positivni
prognosticky faktor, statisticky vyznamny jak u DFS, tak u DSS). VE&k v dob¢ diagndzy ztstal
vyznamnym faktorem pouze u nenosicli, podobn¢ i nizky stupenn diferenciace (statisticky

vyznamny pouze v ramci DSS).

Prestoze vyznam dédi¢nych mutaci v genech BRCAI/BRCA2 na vznik dédi¢né formy
karcinomu prsu je zcela nezpochybnitelny a celosvétoveé byly identifikovany statisice nosicl
mutaci, vyznam prediktivnich a prognostickych klinicko-patologickych faktorti karcinomu prsu
byl vtéto skupin€é nemocnych analyzovan pouze okrajové, na malych souborech a
s rozporuplnymi vysledky. NaSe studie zahrnujici 234 nosi¢ek mutaci (¢tvrty nejrozsahlejsi
publikovany soubor viibec) se jako jedna z mala analyz zamétila i na hodnoceni vyznamu
exprese ER, kterd je urcujicim diagnostickym a prognostickym faktorem u pacientek

s karcinomem prsu.

Na zéklad¢ vysledkl nasi analyzy je nezbytné piehodnotit vyznam pozitivity ER u nosicek a
nenosicek mutaci v hlavnich predispozi¢nich genech. Na nosi¢ky mutaci BRCA1/BRCA2 s ER-
positivnim karcinomem prsu je nezbytné pohlizet jako na skupinu pacientek se zvySenym
rizikem recidivy onemocnéni a imrti v souvislosti s karcinomem prsu s horsi prognézou nez
u nenosi¢ek mutaci mladsi 35 let v dobé¢ diagnozy s ER-negativnim karcinomem prsu, které
jsou povazovany za nejrizikovejsi populaci. Zaroven prace dokazuje, ze prognoza nosicek
mutace BRCA1/BRCA2 s ER-negativnim karcinomem prsu (vcetné pacientek mladSich 35 let)
je srovnatelnd s prognézou onemocnéni u (starSich) nenosicek s ER-positivnim karcinomem

prsu, které jsou povazovany za malo rizikové pacientky.

Gen CHEK2 koduje kindzu CHK2 zprostfedkovavajici odpovéd na pfitomnost
dvoutetézcovych zlomi v DNA. Zirodecné patogenni mutace v genu CHEK?2, které v nasi
populaci pacientek s karcinomem prsu nachdzime po mutacich BRCAI a BRCAZ2 nejCastéji,
byly asociovany se zvySenym rizikem vzniku karcinomu prsu, nicméné riziko vzniku

onemocnéni u nosi¢ek mutaci CHEK?2 bylo publikovano velmi rozporuplné.

V analyzovaném souboru 1,928 vysoce rizikovych pacientl a 3,360 nenddorovych kontrol bylo
identifikovano 10 trunkacnich mutaci a 26 missense variant, které jsme podrobili funk¢ni
analyze pro urceni jejich vlivu na kindzovou funkci CHK2. Zatimco frekvence trunka¢nich

mutaci se vyznamng liSila mezi souborem pacientd (2,39 % nosicl) a kontrol (0,33 % nosicu;
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p=1,1x10"%), celkova frekvence missense alteraci byla srovnatelna (4,56 % vs. 3,90 %;
p=0,42). U zminovanych 26 missense variant bylo z hlediska poruchy funkce 11 variant
hodnoceno jako varianty s vyznamnou poruchou kindzové¢ aktivity, 5 variant jako s ¢asteCnou

poruchou funkce a 10 variant prokazalo zachovani pIlné kinazové aktivity.

Riziko spojené s nosi¢stvim mutaci v genu CHEK? je klinicky vyznamné pro trunkaéni
varianty a vznik karcinomu prsu u zen, ale i u muzi, zatimco asociace s karcinomem ovaria je
vyznamna mén¢ a bude vyzadovat analyzu vétSich souborti, protoze prevalence dédi¢nych
mutaci CHEK2 je upacientek skarcinomem ovaria niz§i neZ prevalence u pacientek
s karcinomem prsu. Funkéné defektni missense varianty jsou spojeny s pravdépodobné niz§im
rizikem neZ trunka¢ni mutace. Analyza funkéniho vyznamu umoZzni 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 faktorii u nemocnych
s kolorektalnim karcinomem. NaSim dlouhodobym zajmem je zlepSeni stratifikace pacienti
s metastatickym kolorektalnim karcinomem na zéklad¢é biochemickych markert v séru, kterad
by napomohla k lepsSimu odhadu vhodnosti riznych modalit protinddorové péce. ReSersi
dostupné literatury jsme identifikovali 32 proteinovych markeri spojenych s diagnostikou
kolorektalniho karcinomu, které byly nasledné vysetfeny v naSem souboru pacientti. Poté byla
data analyzovana s cilem identifikovat nemocné vhodné pro radikalni resek¢ni vykony v oblasti
jater, event. v kombinaci s resekcemi primarniho tumoru, u kterych by tento pfistup vedl
k vyznamnému prodlouZzeni celkového pteziti. Soucasné jsme se snazili identifikovat pacienty
s velmi Spatnou progndézou a malym benefitem z terapie, u kterych je uziti kombinovanych

terapeutickych pristupti 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 nejveétsi pravdépodobnosti podili na ochrané sliznice ptfed 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
a jejich koncentrace vyznamné koreluje s rozsahem jaterniho postizeni. Prokazali jsme rovnéz

dobrou korelaci vstupni koncentrace TFF-3 s progndézou onemocnéni. Pacienti s nizkymi
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sérovymi koncentracemi TFF-3 jsou vhodnymi kandidaty pro pokus o radikdlni resekci

jaternich metastaz a event. 1 primarniho tumoru (v piipadé, Ze jiz nebyl odstranén).

Druhd  publikace se vénovala dalSimu  potencidlnimu  sérovému  markeru,
rastovému/diferenciaénimu faktoru 15 (GDF-15), ktery vystupuje jako ligand TGF[ receptoru

a ucastni se odpovédi tkane na poskozeni bunék, zanét nebo hypoxii.

Kromé vyznamného rozdilu koncentrace GDF-15 u pacientli oproti zdravym kontroldm a
srovnatelné sensitivité a specificité jako CEA byl zaznamenan vyrazny rozdil u pacient
s ponechanym primarnim tumorem stfeva nebo lokalni recidivou v oblasti stfeva a pacientli
bez tohoto postizeni. Dale byl zaznamendn vyznamny rozdil mezi pacienty s jaternim
postizenim oproti pacientim bez jaterniho postizeni a zaroven sérova koncentrace GDF-15
korelovala s rozsahem jaterniho postizeni. Vstupni sérova koncentrace GDF-15 korelovala

s celkovym ptrezivanim pacientt.

Soucasti prace zaméfené na zptfesnéni prediktivnich a prognostickych faktor kolorektalniho
karcinomu bylo zlepSeni odhadu rizika relapsu onemocnéni na zikladé¢ detailni
imunohistopatologické analyzy primarniho loziska tumoru. Tato analyza se zamétila na
kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni ptitomnosti tumor infiltrujicich lymfocyti a byla
feSena v ramci mezindrodniho konsorcia Immunoscore. V ramci projektu, ktery hodnotil
vzorky od vice nez 3500 pacientli s karcinomem kolorekta ve stadiu I-III, jsem na stazi
v Erlangenu (Pathologisches Institut Universitdtsklinikum, Erlangen, Némecko) analyzoval
parafinové blocky od 250 pacientti z Onkologické kliniky 1. LF UK a VFN) pomoci
imunohistochemické analyzy zpracované kalibrovanou kvantitativni a kvalitativni digitalni

mikroskopii (Immunoscore).

Spolecnd prace potvrdila zasadni prognosticky vyznam poméru specifickych subtypli tumor
infiltrujicich lymfocyti hodnocenych v centru tumoru a v oblasti invazivniho okraje.
Na zaklad¢ vysledkli Immunoscore je mozné identifikovat pacienty s vysokym rizikem relapsu

onemocnéni bez ohledu na mikrosatelitovou nestabilitu.

Zavedeni kvantitativniho stanoveni po¢tu bun€k pomoci softwaru umoziuje dosahovat téméf
identickych vysledkl nezavisle na pracovisti nebo hodnotiteli. Praveé tato vlastnost umoziuje

Siroké vyuziti vySetfeni Immunoscore v rutinni klinické praxi.
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Pokracovani vyzkumnych projekti

Prace zminéné v disertaci stale pokracuji ve spolupraci s pracovisti na 1.LF a VFN a s partnery

na dalSich pracovistich v CR i v zahranic¢i.

Dalsi vyzvou klinického vyzkumu u pacientek s dédicnymi nddorovymi onemocnénimi budou
charakterizace prognostickych a prediktivnich znakl u pacientek s karcinomem prsu, které
nesou dédicné patogenni mutace v nadorovych predispozicnich genech mimo BRCAI a
BRCA2, a definice klinicko-patologickych charakteristik nosi¢ mutaci v nadorovych
predispozi¢nich genech s dal§imi nddorovymi onemocnénimi. V soucasné dob¢ jsme dokoncili
analyzu téchto genii ve skupin€ 1333 pacientek s karcinomem ovaria analyzovanych v radmci
CZECANCA konsorcia a publikace vysledkl je pfipravena k odeslani: Soukupova J. et al.
Germline mutations and clinicopathological characteristics of 1,333 ovarian cancer patients

do ¢asopisu JAMA Oncology.

Identifikace prognostickych a prediktivnich markerti kolorektalniho karcinomu rovnéz
pokracuje. Kromé vySe zminovanych publikaci jsou v soucasné dob¢ v recenznim fizeni dalsi
dvé publikace zabyvajici se vysledky analyz kandidatnich sérovych nadorovych markert
ziskanych v ramci vySe zminovaného projektu:
Vocka M. et al. New potential serum markers in metastatic colorectal cancer — Heat
shock protein 60 (HSP60), Chitinase-3-like protein 1 (CHI3L1) and Insulin-like growth
factor binding protein 2 (IGFBP-2) v Casopise Oncology Letters, [F213=1,664; a

Vocka M. et al. Serum levels of TIMP-1 and MMP-7 as potential biomarkers in patients
with metastatic colorectal cancer v casopise International Journal Of Biological

Markers; 1F2015=1,449).
Oba ¢lanky jsou v hodnoceni po zaslani ptipominek recenzentii po vyzadané revizi.

Nad¢jné vysledky analyz histopatologickych vzorkd pomoci Immunoscore bude nezbytné
podrobit konfirmaénim analyzdm. V soucasné dob¢ byly dokonceny analyzy souboru pacientti
stadia III a jejich vysledky byly odeslany k recenznimu fizeni: Mlecnik B. et al. Multicenter
international SITC study of the consensus Immunoscore for the prediction of survival and

response to chemotherapy in Stage Il colon cancer v c¢asopise Journal of Clinical Oncology,
1F2018=26,303).

Vsechny zminéné aktivity maji potencial pfispét k racionalngjsi a individualizované 1écbé u
onkologickych pacientli, kterd je podminkou pro zlepSeni stale neutéSenych vysledki 1écby

nemocnych v naSem oboru.
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