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Abstrakt

Uvod: V poslednich letech bylo dosaZeno vyznamného pokroku v [é&bé
metastatického kolorektalniho karcinomu (mCRC) diky nastupu cilené lécby.
Bevacizumab je monoklonalni protilatka (mAb) proti vaskularnimu endotelovému
ristovému faktoru (VEGF) a cetuximab a panitumumab jsou monoklonalni
protilatky proti receptoru pro epidermalni rastovy faktor (EGFR). MicroRNA (miR)
jsou jednovlaknové fetézce nekodujici RNA o délce 18-25 nukleotidl, které se
podileji na regulaci genové exprese a tim vyznamné ovlivauji biologické chovani
nadorovych bunék. Dysregulace na urovni miR jsou povazovany za slibné
kandidaty na prognostické a prediktivni biomarkery.

Cile: Cilem prace rozdélené na dvé &asti bylo zhodnoceni asociace dysregulaci
vybranych miR v nadoru s efektem cilené l1é¢by u pacientd s mCRC.

Metody: Do prvni studie bylo zafazeno 63 pacientt s mCRC I|éCenych
chemoterapii a bevacizumabem. Do druhé studie bylo zafazeno 46 pacientl s
mMCRC l|éCenych kombinaci chemoterapie s cetuximabem nebo panitumumabem.
Hodnoceni |é€ebného efektu zahrnovalo: preziti bez progrese (PFS), celkové
preziti (OS), miru dosazeni objektivni 1éebné odpovédi (ORR) a miru dosazeni
kontroly onemocnéné (DCR). K analyze byly vyuzity vzorky zamrazené nadorové
a pfilehlé nenadorové tkané ziskané béhem operace primarniho nadoru.
Stanoveni miR bylo provedeno pomoci kvantitativni polymerazové fetézove
reakce (qQPCR).

Vysledky: V prvni studii jsme zaznamenali down-regulaci miR-126-3p (p<0,0001),
miR-126-5p (p<0,0001) a miR-664-3p (p=0,0132) v nadorové tkani. PFS i OS byly
signifikantné kratSi u pacientl s down-regulaci miR-126-3p v nadoru (p=0,0064
a p=0,0027) pfi lé€bé bevacizumabem. Ve druhé studii jsme v nadorové tkani
zaznamenali down-regulaci miR125b (p=0,023) a let-7c (p=0,004) a up-regulaci
miR17 (p<0,001). Zaznamenali jsme signifikantné niz§i ORR a DCR u pacientl s
down-regulaci miR-125b v nadoru (p=0,0005 a p=0,0383), po optimalizaci prahu
stratifikace byla zjiSténa asociace s kratS§im PFS a OS (p=0,055 a p=0,006) pfi
lécbé anti-EGFR cilenou terapii. Dale zde byla zjisténa signifikantni asociace
down-regulace let-7c s nizsi DCR (p=0,0255).

Zavér: Down-regulace miR-126-3p v nadorové tkani pacientdl s mCRC koreluje
s nepfiznivym efektem lécby kombinaci chemoterapie s bevacizumabem. Down-
regulace miR-125b a let-7c v nadorové tkani u pacientt s wtRAS mCRC koreluji
s nepfiznivou odpovédi na kombinaci chemoterapie a anti-EGFR cilené 1éCby.
Tyto miR predstavuji potencialni prediktivni biomarkery pro cilenou lébu mCRC,
jejichz vyznam by mél byt dale zkouman.



Abstract

Introduction: In recent years, significant progress has been made in the
treatment of metastatic colorectal cancer (mMCRC) due to the use of targeted
therapy. Bevacizumab is a monoclonal antibody (mAb) against vascular
endothelial growth factor (VEGF) and cetuximab and panitumumab are
monoclonal antibodies against epidermal growth factor receptor (EGFR).
MicroRNAs (miRs) are single-stranded non-coding RNA chains of 18-25
nucleotides in length that are involved in the regulation of gene expression and
thus significantly influence the biological behaviour of cancer cells. Dysregulations
at the miR level are considered promising candidates for prognostic and predictive
biomarkers.

Aims: The aim of this work, divided into two parts, was to evaluate the association
of dysregulation of selected miRs with the effect of targeted therapy in patients
with mCRC.

Methods: The first study included 63 mCRC patients treated with chemotherapy
and bevacizumab. The second study included 46 mCRC patients treated with
chemotherapy and cetuximab or panitumumab. Assessment of treatment effect
included progression-free survival (PFS), overall survival (OS), objective response
rate (ORR) and disease control rate (DCR). Samples of frozen tumor and adjacent
non-tumor tissue obtained during primary tumor surgery were used for analysis.
The relative expression of microRNAs was measured by quantitative polymerase
chain reaction (QPCR).

Results: In the first study, we observed down-regulation of miR-126-3p
(p<0.0001), miR-126-5p (p<0.0001) and miR-664-3p (p=0.0132) in tumor tissue.
PFS and OS were significantly shorter in patients with down-regulation of miR-
126-3p in tumor (p=0.0064 and p=0.0027) when treated with bevacizumab. In the
second study, we observed down-regulation of miR125b (p=0.023) and let-7c
(p=0.004) and up-regulation of miR17 (p<0.001) in tumor tissue. We observed
significantly lower ORR and DCR in patients with down-regulation of miR-125b in
the tumor (p=0.0005 and p=0.0383), and after optimizing the stratification
threshold, there was an association with shorter PFS and OS (p=0.055 and
p=0.006) when treated with anti-EGFR targeted therapy. Furthermore, there was a
significant association of down-regulation of let-7c with lower DCR (p=0.0255).

Conclusions: Down-regulation of miR-126-3p in the tumor is associated with poor
outcome of mMCRC patients treated with chemotherapy and bevacizumab. Down-
regulation of miR-125b and let-7c in the tumor is associated with poor outcome of
wtRAS mCRC patients treated with chemotherapy and anti-EGFR targeted
therapy. These miRs represent potential predictive biomarkers for targeted therapy
of mCRC and their role should be further investigated.
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SEZNAM ZKRATEK

5-FU - 5-fluorouracil

AAPC - attenuated APC, gen pro mirnéjsi formu adenomat6zni polypdzy tlustého
stfeva

AFP- Alfa-fetoprotein
AKT (PKB) - proteinkinasis B, proteinkinaza B
APC - adenomatous polyposis coli, familiarni adenomatozni polypéza

BRAF - v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B, homolog virového onkogenu
v-Raf

BSC - best supportive care, nejlepsi podpurna lécba

CA 19-9 - cancer antigen 19-9, nadorovy antigen CA 19-9

CEA - Carcinoembryonic Antigen, karcinoembryonalni antigen

CIMP - CpG island methylator phenotype, CpG island methylatory fenotyp
CIN - chromozomal instability, chromozomalni nestabilita

CLL- chronic lymphocytic leukemia, chronicka lymfocytarni leukémie
CMS - Concensus Molecular Subtype, molekularni sybtypy CRC

CR - complete regression, kompletni regrese

CRC - colorectal cancer, kolorektalni karcinom

CRM - circumferencial resection margin, radialni resekéni okraj

CT - computed tomography, pocitatova tomografie

CTLA-4 - cytotoxic T-lymphocyte antigen 4, antigen 4 cytotoxického T lymfocytu
CR - Ceska republika

DCR - disease control rate, kontrola onemocnéni

DFS - disease-free survival, preziti bez nemoci

DGCRS8 (Pasha) - DiGeorge critical region 8, DiGeorge kriticka oblast 8
dMMR - defektni mismatch repair systém

DNA - Deoxyribonucleic Acid, deoxyribonukleova kyselina

ECOG - Eastern Cooperative Oncology Group

EGF - Epidermal Growth Factor, epidermaini ristovy faktor

EGFR - Epidermal Growth Factor Receptor, receptor pro epidermailni ristovy faktor



EMR - endoscopic mucosal resection, endoskopicka mukozalni resekce

ErbB - Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene Homolog

ErbB1 - avian erythroblastosis oncogene B1

ERK - extrallular signal-regulated kinase, kinaza regulovana extracelularnim signalem
ESMO - European Society for Medical Oncology

FAP - familial adenomatous polyposis, familiarni adenomatézni polyp6za
FGFR - fibroblast growth factor receptor, receptor pro rastovy faktor fibroblastt
FISH - Fluorescence in situ Hybridization, fluorescenéni in situ hybridizace
FOLFIRI 5 -fluorouracil + leukovorin + irinotekan

FOLFOX 5 - fluorouracil + leukovorin + oxaliplatina

G1-4 - grading, stupen diferenciace

GIT - gastrointestinalni trakt

GTP - guanosine triphosphate, guanosintrifosfat

Gy - Grey

HER1-4 - human epidermal growth factor receptor, receptor pro epidermalni ristovy
faktor

HNPCC - hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom

HRAS - Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog, homolog virového onkogenu
CHT - chemoterapie

IFL - irinotekan, 5-fluorouracil, leukovorin

IgG - imunoglobulin G

IHC — imunohistochemie

IL-10 - interleukin - 10, cytokin interleukin 10

JPS - juvenile polyposis, juvenilni polyp6za

KRAS - Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog, homolog virového onkogenu
odvozeného od Kirstenova krysiho sarkomu

MAP - MYH Associated Polyposis, MYH asociovana polypo6za

MAPK - Mitogen-Activated Protein Kinase, proteinova kinaza aktivovana mitogeny
mBRAF - mutace onkogenu BRAF

mCRC - metastatic colorectal cancer, metastaticky kolorektalni karcinom

MEK - mitogen activated protein kinase
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MHC - major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex
MIN - microsatellite instability pathway

mMiRNA, miR — mikroRNA

mKRAS - mutace onkogenu KRAS

MLH1 - MutL homolog 1

MMR - mismatch repair systém, systém oprav chybného parovani bazi
MNRAS - mutace NRAS

mOS - median overall survival, median celkového preziti

mPFS - median progression-free survival, median ¢asu bez progrese onemocnéni
MR - magneticka rezonance

mRAS - mutace onkogenl RAS (KRAS a NRAS)

MRNA - messenger RNA, mesengerova RNA

MSH2 - MutS protein homolog 2

MSH®6 - MutS protein homolog 6

MSI - microsatellite instability, mikrosatelitova instabilita

MSI-H - high microsatellite instability, vysoka mira mikrosatelitové instability
MSI-L - low microsatellite instability, nizka mira mikrosatelitové instability
MSS - microsatellite stability, mikrosatelitova stabilita

mTOR - mammalian target of rapamycin

NGS - next generation sequencing, sekvenovani nové generace

NK - natural killer, burika "pfirozeny zabijak"

NRAS - neuroblastoma RAS viral oncogene homolog, homolog virového onkogenu v-
ras

ORR - overall response rate, celkova Cetnost Ié€ebnych odpovédi

OS - overall survival, celkové preziti

PCR - polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

PD - L1, L2 - programmed death ligand 1,2, ligand proteinu programované smrti 1,2
PD - Progressive Disease, progredujici onemocnéni

PD-1 - programmed death 1, protein programované smrti

PET - Positron Emission Tomography, pozitronova emisni tomografie

PFS - progression-free survival, pfeziti bez progrese
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PI3K - Phosphatidylinositol 3-kinase, fosfatidylinositol 3-kinaza

PI3BKCA - Phosphatidylinositol 3-kinase Catalytic Subunit-alpha, alfa katalyticka
podjednotka fosfatidylinositol 3-kinazy

PIGF - placental growth factor, rlistovy faktor placenty

PIK3CA - phosphatidylinositol-4, 5-biphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha
PJS - Peutz-Jeghersliv syndrom

PMS2 - mismatch repair endonukleaza PMS2

PR - partial regression, pacialni regrese, remise

pre-miRNA - precursor microRNA, prekurzorova mikroRNA

pri-miRNA primary microRNA , primarni mikroRNA

PS - performance status, stav vykonnosti

PTEN - Phosphatase and Tensin homolog, fosfatazovy a tenzinovy homolog
RAS - rat sarcoma viral oncogene homolog

RECIST - Response Evaluation Criteria in Solid Tumors

RFS - relaps-free survival, pfeziti bez relapsu onemocnéni

RISC - RNA induced silencing complex, RNA indukovany komplex

RTG - rentgen

SD - stable disease, stabilizace onemocnéni

TGF-B - transforming growth factor beta, transformujici ristovy faktor beta

TKI - thyrosine kinase inhibitor, tyrosinkinazovy inhibitor

TME - total mesorectal excision, totalni mezorektalni excize

TNF B - Tumor Necrosis Factor beta, tumor nekrotizujici faktor beta

TNM - mezinarodni klasifikace pro staging zhoubnych nadorovych onemocnéni
TOKS - test okultniho krvaceni ve stolici

TP53 - gen pro nadorovy supresor p53

TRUS - transrectal ultrasonography, transrektalni ultrasonografie

TTP - time to progression, ¢as do progrese onemocnéni

USG - ultrasonography, ultrasonografie

VEGEF - Vascular Endothelial Growth Factor, vaskularni endotelovy rustovy faktor

VEGFR - Vascular Endothelial Growth Factor Receptor, receptor pro vaskularni
endotelovy rlstovy faktor
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WHO - World Health Organization, Svétova zdravotnicka organizace
wtBRAF - nemutovany (wild-type) typ onkogenu BRAF
wtKRAS - nemutovany (wild-type) typ onkogenu KRAS
wtRAS - nemutovany (wild-type) typ onkogent RAS (KRAS a NRAS)
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Uvod

Kolorektalni karcinom (CRC) patfi celosvétové mezi nejCastéjSi zhoubné nadory a
Ceska republika se dlouhodob& nachazi mezi staty s nejvyssi incidenci tohoto
onemocnéni. Efektivni screening vede k vySSimu zachytu €asnych stadii CRC a
tim ke zlepSeni progndzy pacientl. Na druhou stranu, stale se setkavame
s velkym mnozstvim pacientl s metastatickym CRC (mCRC). Asi 20 % pacientl je
inicialné diagnostikovano ve stadiu mCRC a navic az u 50 % nemocnych s
inicialné lokalizovanym onemocnénim dochazi k relapsu a rozvoji metachronniho
metastatického rozsevu. V poslednich letech bylo dosazeno vyznamného
prodlouzeni preziti pacientt s mCRC, které je dano rozvojem systémové
onkologické léCby, ktera predstavuje hlavni léCebnou modalitu u mCRC. Tohoto
pokroku bylo umoznéno diky pfekotnému vyvoji na poli molekularni biologie, ktery
ved| k porozuméni kli€¢ovym patofyziologickym mechanizmim, které charakterizuji
vznik a biologické chovani zhoubnych nadord. Tyto poznatky pak umoznily rozvoj
zejména cilené |éCby, jejiz nastup je nepochybné spojen s prodlouzenim preziti i
zlepSenim kvality Zivota pacientll s mCRC.

Soucasnym trendem v moderni onkologii je snaha o individualizaci IéCby zejména
na zakladé molekularné-genetické charakterizace nadoru. Tento princip vybéru
léCby, zalozeny na identifikaci prediktivnich biomarkerl, je zékladem konceptu
personalizované onkologické lécby. V sou€asné dobé mame k dispozici ruzné
molekularné-genetické biomarkery, které se v praxi uspésné etablovaly. Pfresto se
vSak nedafi plné identifikovat pacienty, ktefi na zvolenou Ié€bu neodpovidaji a u
nékterych modalit cilené |éCby dokonce stale nemame Zadné relevantni prediktivni
biomarkery. Z tohoto divodu pfedstavuje hledani prognostickych a prediktivnich
biomarkerl pro systémovou lé¢bu mCRC vyznamnou oblast aplikovaného
vyzkumu v onkologii. Jednim z pfistupl molekularni charakterizace nadoru je
analyza microRNA (miR). Jedna se o kratké nekodujici RNA, které plini
vyznamnou funkci v regulaci biologickych procesu v burice. Dosavadni poznatky
ukazuji, Zze by miR mohly vbudoucnu pfedstavovat efektivni prediktivni
biomarkery, avSak uroven poznani v této oblasti je limitovana a intenzivni vyzkum
zde nadale probiha.

Pfedkladana dizertaCni prace je zaméfena na hledani potencialnich
prognostickych a prediktivnich biomarkerd v oblasti miR u pacientd s mCRC.
Prace zahrnuje teoreticky pFehled problematiky CRC v€etné epidemiologie,
diagnostiky, |é€by, uzivanych biomarkerd, i vybranych aspektl nadorové biologie
a molekularni genetiky. Vyzkumna ¢&ast je sloZzena ze dvou Casti, jejichz cilem bylo
zhodnoceni vyznamu dysregulaci vybranych miR v nadorové tkani u pacientd
s mCRC lé¢enych riznymi modalitami cilené IéCby.
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1 Epidemiologie kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom je jednim 2z nejCastéjSich zhoubnych nadorovych
onemocnéni. Jedna se tedy o zavazny zdravotni problém s celosvétové vysokou
incidenci i mortalitou [1]. Mezinarodni klasifikace nemoci (MKN-10) rozdéluje CRC
na zakladé anatomické lokalizace na karcinomy tlustého stfeva (C18), které se
dale déli na karcinomy céka (C18.0), colon ascendents (C18.2), flexura hepatica
(C18.3), colon transversum (C18.4), flexura lienalis (C18.5), colon descendens
(C18.6), colon sigmoideum (C18.7) a dale na karcinomy rektosigmoidealni spojeni
(C19) akarcinomy rekta (C20) [2]. Z histopatologického hlediska se jedna
o adenokarcinomy vznikajici maligni transformaci zlaznatych bunék stfevni
sliznice. Celosvétové je CRC kazdym rokem nové diagnostikovan u vice nez
1 300 000 pacientli a jedna se tedy o 3. nejCastéjSi zhoubny nador. Celkové tvori
cca 9,7 % v8ech malignit vyjma nadort koznich [1]. Vrchol incidence CRC se
pohybuje kolem 75. roku véku. Celosvétové témeér 700 000 nemocnych v disledku
CRC kazdym rokem umira (8,5 % v8ech umrti na malignity, 4. nejcastéjsi pfiina
umrti na malignity) [1]. V letech 2012 az 2016 bylo kazdy rok v Ceské republice
(CR) priimérné diagnostikovano témé&Fr 8000 novych piipadi a prevalence, tedy
pocet Zijicich osob s CRC, v roce 2016 stoupla o 38,6 % v porovnani s rokem
2006 [3]. Zavaznou skuteCnosti je dlouhodobé nepfiznivy pomér pokrocCilych stadii
onemocnéni u nové diagnostikovanych pacientd. V CR je v poslednich letech u
25 % pacientd CRC diagnostikovan v klinickém stadiu Ill a u 20 % ve stadiu IV
(obrazek 1) [3]. V pribéhu IéCby ¢i dispenzarizace se ovSem az u 50 %
nemocnych s inicialné lokalizovanym onemocnénim vyskytnou metachronni
metastazy [3]. Vzdalené metastazy predilekéné postihuji jatra a zde jsou nalezy az
u 90 % pfipadu inicialné neresekabilni [4]. Druhou nej¢astéjsi organovou lokalizaci
jsou plice, kde se metastazy vyskytuji az ve 20 % pfipadd [3]. V dostupné
literature se i ve zbytku svéta Cetnost metastatického onemocnéni v dobé
stanoveni diagndzy pohybuje kolem 25 % pfipadd [1]. Tento fakt vyznamné
limituje prognézu pacientl a dosazitelné lécebné vysledky. Bohuzel ani dostupna
data z poslednich let nenaznacuji vyraznou zménu tohoto nepfiznivého trendu.

Mortalita na CRC v letech 2012 az 2017 v CR ¢&inila pfiblizné 36,2 na
100 000 obyvatel. Tedy na toto onemocnéni rocné zemfelo v praméru
3 500 pacientl. CR se dle Gdaji Global Cancer Observatory pro rok 2018 nachazi
na dvacaté pficce v Evropé a na dvaadvacaté ve svété v umrtnosti na CRC [5].

V poslednich letech se v CR setkavame s relativné pfiznivym trendem v podobé
poklesu mortality na CRC, na kterém se nepochybné podili celoplo$ny
screeningovy program a rovnéz zlepSovani l|éCebnych vysledk( v oblasti
chirurgické, ale i systémové onkologické IéCby. Vyvoj incidence a mortality u CRC
ilustruji grafy na obrazku 2.
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2 Etiologie arizikové faktory

Identifikovat jasnou pfFi€inu vzniku CRC u konkrétniho pacienta je zna¢né obtizné
a u vetsiny pfipadu nemozné, nebot se jedna o multifaktorialni onemocnéni, na
jehoz vzniku se muze podilet cela fada faktoru. Tyto rizikové faktory je mozné
obecné rozdélit na endogenni a exogenni.

2.1 Endogenni rizikové faktory

Endogenni rizikové faktory nelze ovlivnit. Patfi sem faktory genetické, vék, pohlavi
a néktera chronicka predisponujici onemocnéni.

2.1.1 Genetické faktory

Byla identifikovana fada hereditarnich genetickych syndromu, které jsou
vyznamné asociovany se zvySenym rizikem vzniku CRC, v nékterych pfipadech i
v Casném véku. Nékteré genetické syndromy mohou byt spojeny s vétSim Ci
mensim rizikem rozvoje CRC.

e Familiarni adenomatézni polypéza (FAP)

Molekularnim podkladem je zarode¢na mutace v genu APC, diky ¢emuz dochazi
ke vzniku velkého mnozstvi polypu, na jejichz podkladé se mlze rozvinout CRC
vétSinou jiz ve velmi ¢asném véku. FAP je zodpovédna za cca 1 % vSech CRC.
Pokud neni FAP vcas diagnostikovana a léfena v podobé preventivniho
chirurgického vykonu, vede az ve 100 % pfipadl ke vzniku CRC do véku 40 let.
Incidence se odhaduje zhruba na 1/10 000 [6, 7]. MirnéjSi formu pfedstavuje tzv.
AAPC (attenuated APC) s mutacemi pfedevSim v prvnich Ctyfech exonech genu
APC. Mnozstvi polypu pfi ni neni tak vyrazné (méné nez 100) a karcinom se
zpravidla vyviji az po 30. roce véku.

e Lynchlv syndrom

Hereditarni nepolypézni karcinom (HNPCC), tzv. Lynchlv syndrom je dédi¢né
onemocnéni pfi kterém dochazi k d&asnému rozvoji CRC, endometrialniho
karcinomu a dalSich malignit. Molekularnim podkladem jsou zarodecné mutace
nejCastéji dvou hlavnich tzv. mismatch repair (MMR) gent (MSH2, MLH1)
kédujicich DNA reparacni enzymy. Na podkladé Lynchova syndromu vznika
zhruba 1-3 % CRC. Celosvétové se prevalence Lynchova syndromu v populaci
udava pfiblizné 1/300 -1/500 [8, 9].
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e Peutz-Jeghersiv syndrom

Peutz-Jeghersiv syndrom (PJS) se Fadi mezi familiarni gastrointestinalni
polypézy. NejCastéji jej zpusobuje mutace v genu pro serin/threoninovou
kinazu STK11 na kratkém raménku 19. chromozomu. Je charakterizovan
vyskytem koznich a slizniCnich hyperpigmentaci a dale také vyvojem
gastrointestinalnich polypu. Polypy se vyskytuji v tenkém i tlustém stfevé,
duodenu a Zaludku. Mohou mit charakter hamartoml, adenomd nebo
hyperplastickych polypld. Proto mlzZe byt toto onemocnéni zaménéno za FAP.
Kumulativni riziko nadord GIT je 66 % (tenké stfevo, tlusté stfevo, jicen).
Incidence je 1/ 300 000 az 1/ 25 000 [10].

¢ Gardnertv syndrom

Gardnerv syndrom je familiarni adenomatézni polypdza tlustého stfeva
s extrakolickymi projevy (osteomy a fibromatéza). Onemocnéni je zpUsobeno
mutaci APC genu lokalizovaného na dlouhém raménku 5. chromozomu (5q 21-22)
a je charakterizovano vznikem mnoha adenomdu ve sliznici tlustého stfeva (byva
jich vice nez 100). Adenomy se objevuji kolem 25. roku zivota a v pribéhu dalSich
10-15 let se téméf ve 100 % na jejich podkladé vyviji karcinom. Incidence je
odhadovana na 1/ 8 300 az 1/ 14 025 [11].

e MYH polypéza

MAP (MYH Associated Polyposis) je adenomatozni polypdza tlustého streva, ktera
je zpusobena germinalnimi mutacemi obou alel MYH genu. Tento gen patfi mezi
tzv. mutatorové geny ( ,base-excision repair‘ gen). Klinicky obraz je obdobny jako
u atenuované nebo méné Casto u klasické formy FAP [12].

e Juvenilni polypéza (JPS)

Jedna se o hamartomatdzni syndrom, ktery je charakterizovan stopkatymi polypy
s obsahem primitivni (,juvenilni) vazivové tkané. Tyto polypy byvaji solitarni a
jejich nejCastéjSi lokalizaci je rektosigma, vzacnéji tenké stfevo Ci zaludek [13].
Pacienti s JPS maji zvySené riziko vzniku nadord GIT a pankreatu, kdy
kumulativni riziko vzniku nadoru se odhaduje na 68 % do 60. roku zivota [14]. U
pfiblizné 60 % pacientl s JPS je pfi€inou vzniku zarode¢na mutace v genech
SMAD4 a BMPR1A. Incidence JPS se odhaduje na 1/100 000 [13].

21.2 Veék

KFivka incidence doklada pruds$i narist CRC ve vékové kategorii nad padesat let,
proto je vék nejvyznamnéjSim neovlivnitelnym rizikovym faktorem. Pouhych 19 %
vSech nemocnych je mladSich 60 let (obrazek 3).
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Obrazek 3 - V&kova struktura pacientd s kolorektalnim karcinomem v CR
Prevzato a upraveno podle: DUSEK L., et al., 2020 [3]

2.1.3 Pohlavi

Neni zcela jasné, do jaké miry a zda vlbec hraje roli vlastni pohlavi a jaké je jeho
sdruzeni s dalSimi rizikovymi faktory jako jsou napf. Zivotni styl (koufeni, obezita,
konzumace alkoholu apod.) [15].

Chronicka idiopaticka zanétliva onemocnéni jako je ulcerézni kolitida
a Crohnova choroba (viz kapitola 3.3) [16-18].

2.2 Exogenni rizikové faktory

Exogenni rizikové faktory vétSinou souvisi s nezdravou Zzivotospravou a do jisté
miry je mozné je ovlivnit. Exogenni rizikové faktory vzniku CRC byly pfredmétem
mnoha experimentalnich i klinickych studii, jejichz vysledky vSak nejsou zcela
jednotné. Patfi sem dietetické faktory, nedostatek nékterych vitamind,
obezita, koureni, nizka fyzicka aktivita, diabetes mellitus, respektive
metabolicky syndrom. Ze stravovacich navyku sem patfi vy$Si podil zivo€iSnych
tukd ve stravé, nedostatek vitamina A, C, E a selenu ve stravé, nékteré Upravy
potravin jako je smazeni, grilovanim pecCenim ¢i uzeni, nedostatek vlakniny a
vapniku v stravé, nadmérna konzumace alkoholu (zejména destilaty a pivo) a
Cerveného masa [15, 19]. Nékolik studii prokazalo kauzalni roli mezi konzumaci
alkoholu a vyskytem CRC. Metaanalyza prospektivnich studii prokazala mirnou
korelaci mezi uzivanim alkoholu (> 50 g/den) a mortalitou na CRC [20]. Tato
asociace byla vyraznéjSi u asijské populace nez u béloSské rasy a to
pravdépodobné v dusledku genetickych faktord (rozdilnost v metabolismu
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alkoholu), dietnich faktorl a télesné konstituce [21]. Prospektivni studie u pacientt
s defektem v MMR genech odhalila korelaci mezi konzumaci alkoholu (> 28 g/den
nebo 2 napoje denné) a vysSim rizikem vzniku CRC [22].

Podle poslednich studii pacienti s metabolickym syndromem, diabetem II. typu a
dyslipidemii maiji vétSi riziko vzniku CRC [23]. Obézni nemocni maiji Casto
inzulinovou rezistenci, ktera stimuluje sekreci inzulinu a nékterych rastovych
faktord a nasledna hyperinzulinemie spolu s prozanétlivym stavem pak obecné
zvySuje riziko vzniku zhoubnych nadorl, v€éetné CRC [18, 24]. Epidemiologické
studie naznacuji protektivni vyznam vitaminu D pro riziko rozvoje CRC. Ukazalo
se, ze jak volny, tak celkovy 25-hydroxyvitamin D jsou inverzné asociované
s rizikem vzniku CRC [25]. ZvySeni cirkulujici hladiny vitaminu D o 10 ng bylo
spojeno s 26 % sniZzenym rizikem vzniku CRC. Jako doporuCované stravovaci
navyky jsou tedy takové, které maximalné eliminuji vySe uvedené rizikové faktory.
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3 Patogeneze

V minulosti bylo popsano nékolik modeld vzniku a vyvoje CRC. Detailni
histologicka a molekularné-geneticka charakterizace jednotlivych vyvojovych stadii
vedla k pochopeni mechanismi kancerogeneze tohoto onemocnéni. Soucasné
poznatky o molekularni biologii a genetice dokazuji, ze se jedna o polymorfni
onemocnéni [26]. Existuji tfi hlavni modely vzniku CRC, které davaji do souvislosti
specifické genetické zmény s pfislusnymi morfologickymi zmé&nami.

3.1 Model vzniku z konvenénich lézi (cesta
chromozomalni instability, CIN)

Tradi¢ni linearni model, ktery byl popsan jiz v roce 1990 Fearonem
a Vogelsteinem, je zodpovédny za 50-70 % pfipadd onemocnéni. Tento model,
ktery je dnes oznacovan jako ,klasicka cesta® kolorektalni kancerogeneze (cesta
chromozomalni instability nebo teorie postupné malignizace), je zalozeny na
hypotéze, Ze pfevazna Cast pfipadd CRC vznika postupnou transformaci normalni
stfevni sliznice pfes Casny a pokroCily adenom az na invazivni karcinom.
IniciaCnim krokem je mutace nadorové supresorového genu APC, ktery koduje
stejnojmenny protein, jenz hraje zasadni roli ve wimentin/B-kateninové signalni
draze, reguluje migraci bunék a zodpovida za spravny pribéh mitézy. Mutace
genu APC, ktera je detekovatelna u vice nez 80 % CRC, vede k aktivaci zminéné
signalni drahy. DUsledkem toho je nadmérna proliferace epitelu stfevnich krypt a
vznik hyperplazie stfevnich klkd. Diky témto mutacim dochazi k pfeméné
normalniho stfevniho epitelu v €asny, zpravidla tubularni, adenom. OvS§em sama
APC mutace nestaci ke vzniku zhoubného nadoru. K tomu dojde az vlivem dalSich
aktivaénich mutaci protoonkogenl a tumor supresorovych gend. DalSimi geny,
které byvaji Casto mutovany v Casnych stadiich vyvoje CRC jsou napfiklad
onkogeny z rodiny RAS (KRAS, NRAS).

Proteiny RAS jsou zapojeny v fadé signalnich drah, podili se na transdukci signalu
mezi receptory a signalnimi molekulami a reguluji procesy bunécného déleni.
Jednim z kliCovych receptorl asociovanych s témito proteiny je receptor pro
epidermalni rustovy faktor (Epidermal Growth Factor Receptor - EGFR), ktery
byva u pacientll s CRC Casto exprimovan ve zvySené mife. Z tohoto dlivodu byla
vyvinuta cilena IéCba vyuzivajici monoklonalnich protilatek proti tomuto receptoru
(viz kapitola 9.3.2). DalSim z genu zapojenych do klasického Vogelsteinova
modelu je nadorové supresorovy gen TP53. Protein p53, kddovany timto genem,
se podili na regulaci fady vyznamnych bunécénych procesu, jakymi jsou zejména
bunéény cyklus, apoptdza, angiogeneze Ci aktivace mechanizmd opravy DNA.
Mutace, které vedou ke sniZzeni nebo ztraté funkce p53 patfi mezi nejCastéjsi
mutace u nadorl a byvaji identifikovany u vice nez 50 % vSech malignit, v€etné
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CRC, kde vyznamné pfispivaji k pfeméné pozdniho adenomu v adenokarcinom
[27]. Nadory vznikajici na zakladé linearniho modelu se obvykle vyznacuji vysokou
chromozomalni instabilitou (CIN — chromosomal instability, ,chromozomal
instability pathway“), avSak Ize je povazovat za mikrosatelitné stabilni.
Morfologicky jsou tyto nadory popisovany jako adenokarcinomy vznikajici na
podkladé tubularnich ¢&i tubuloviléznich adenomud. Obvyklou lokalizaci jsou
levostranné useky traCniku (distalni tfetina colon transversum, colon decendens,
sigmoideum a rektum) [28-32].

Other
APC K-RAS DCC/OPCAJVIRT p53 ChangesT

MNormal Dysplastic |_| Early L Intermediate Late
Epithelium ACF Adenoma Adenomn Adenoma

Obrazek 4 - Sled genetickych zmén asociovanych s kancerogenezi kolorektalniho

karcinomu dle Vogelsteinova modelu
Prevzato a upraveno podle: KINZLER K.W., et al., 1996 [31]

3.2 Model vzniku ze seratnich lézi (,,serrated pathway*
neboli ,,microsatellite instability pathway*, MIN/MSI)

Zhruba ve stejné dobé jako Fearon a Vogelstein popsaly Fenogliova-Preiserova a
Longacreova novou morfologickou variantu kolorektalniho adenomu, kterou podle
vzhledu epitelu krypt téchto polypu pfipominajiciho zuby pily pojmenovaly
,serrated adenoma®, tj. ,pilovité“ neboli ,seratni“ adenomy [30]. Zakladnim prvkem
,serrated pathway“ je primarni aktivace MAP-kinazové drahy. MAP-kinazova
ovliviiuje proliferaci, diferenciaci iapoptézu nadorovych bunék. Jedna se
o signalni drahu spojujici receptory EGFR s jadrem bunky. Mutace onkogen(
BRAF nebo RAS vedou k trvalé aktivaci této kliCové signalni drahy, a tim ke
stimulaci proliferace a potlateni apoptdézy. U seratni cesty kancerogeneze jsou
vétSinou primarnim inzultem mutace onkogent RAS nebo BRAF. Tyto mutace
jsou pravdépodobné zaroven zodpovédné za iniciaci metylaci DNA a vznik tzv.
CpGe-island methylatorového fenotypu (CIMP). DNA metylace pFedstavuji jeden
z vyznamnych epigenetickych mechanism0 regulace genové exprese. Timto
epigenetickym mechanismem vznikd skupina nadorovych onemocnéni
oznacovana jako CIMP, ktera u CRC predstavuje cca 27 % pripadl. Nejcastéji
byva metylovan promotor genu MLH1, ktery je soucasti jiz zminéného MMR
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systému. Jeho zakladni funkci je oprava chybného parovani bazi pfi replikaci DNA
[33]. Jestlize dojde v prubéhu replikace DNA k chybnému sparovani bazi (napf.
thymin s guaninem), dojde na tomto misté k pfipojeni heterodimeru MSH2-MSH6,
ktery chybu identifikuje a signalizuje poSkozeni, a nasledné ke vzniku
heterodimeru MLH1-PMS2, ktery chybu opravi. Exonukledzou je vystfizen usek
s chybné sparovanou bazi a DNA-polymeraza podle komplementarni matrice DNA
dosyntetizuje pozadované nukleotidy. Za predpokladu rozsahlejSiho poskozeni
DNA se tento systém spolupodili na zastavé bunécného cyklu a indukci apoptozy.
V pripadé chybné fungujiciho MMR systému dochazi k akumulaci mutaci. Déje se
tak v mistech DNA, kde se opakuji jeden ¢&i vice nukleotidu. Tyto useky DNA jsou
oznacCovany jako tzv. repetitivni sekvence neboli mikrosatelity. Funkce DNA
polymerazy zde mnohdy selhava, coz ve svém dusledku vede ke vzniku delSich Ci
kratSich mikrosatelitd. Pokud je délka mikrosatelitd rozdilna, jedna se o patologii,
ktera je oznaCovana jako mikrosatelitova instabilita (MSI) (obrazek 5). MSI slouzi
jako obecny znak neucinnosti MMR systému a celkové genomické instability
prislusné tkané [33, 34]. Karcinogeneze spojena s nestabilitou mikrosatelitid muze
byt asociovana s mutacemi rliznych genu kodujicich proteiny MMR systému, kam
patfi;: MSH2, MLH1, MSH6, PMS2, MSH3, PMS1 a Exol. MUZzeme se setkat
i s hereditarni formou poruchy funkce MMR systému na podkladé zarodecnych
mutaci v podobé Lynchova syndromu (viz kapitola 2.1.1). U sporadickych MSI-
high (MSI-H) CRC se relativné Casto setkavame s mutacemi BRAF [35, 36].

Lynch syndrome Sporadic CRC
(HNPCC)

DNA mismatch repair model MMRgene |MMRgene (&
DNA mismaich repair (MMR) gene germline mutation | inactvation FEINA
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mismalen P K-ras mutation

B-catenin mutation

DA methylation
Othar mutations
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lumorigenesis

Obrazek 5 - Model kancerogeneze kolorektalniho karcinomu s deficientni
funkci mismatch repair (MMR) systému
Prevzato a upraveno podle: IMAI K., et al., 2008
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3.3 Model vzniku ze zanétlivych lézi (dysplastické
nepolyp6zni zmény)

DalSim popsanym modelem u sporadické formy CRC byl model kancerogeneze,
pro ktery je charakteristicky morfologicky vyvoj bez polypl a adenomu. V lézich,
které predchazeji vzniku kolorektalnino karcinomu u osob s chronickym
idiopatickym zanétlivym stfevnim onemocnénim (ulcerézni kolitida, Crohnova
choroba) byl zjistén témér opacny sled vySe popsanych genetickych zmén, nez je
tomu u klasického Vogelsteinova modelu. Na poc¢atku transformacénich zmén stoji
mutace TP53 a pusobeni cytokind. Mutace v RAS a APC genech zde byly
popsany az v pozdé&jSich fazich kancerogeneze [37].
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4 Diagnostika

Pfi prvnim kontaktu s pacientem je nezbytna disledné odebrana anamnéza a
fyzikalni vySetreni. Vyznamnou diagnostickou pomuckou je test na okultni
krvaceni ve stolici (TOKS), ktery se uplatriuje i v ramci screeningu. Zakladnim
diagnostickym ukonem u CRC je kolonoskopické vysetreni s odbérem biopsie k
histologickému vysetfeni [38]. Nativni RTG bficha nedokaze odhalit CRC, ale Ize
ziskat informaci o pfipadnych komplikacich, jako je ileus nebo perforace. V ramci
stagingu ma nezastupitelné misto vypoc€etni tomografie (computed tomography -
CT), ktera se uplathuje zpravidla pfi hledani metastatického postizeni, k
diagnostice primarniho tumoru ji Ize proveést spiSe u lokalné pokrocilych lézi. Je to
nejCastéji vyuzivana vysSetfovaci metoda pro hodnoceni Ié€ebné odpoveédi, kde se
pouziva hodnoceni dle kritérii RECIST [39]. CT dnes pfedstavuje zlaty standard
v ramci primarni diagnostiky i pro dalSi sledovani follow-up pacientu. Muze se téz
dobfe uplatnit pfi diagnostice akutnich stavl, které mohou byt zpusobeny lokalné
pokroCilym nadorem (ileus, perforace, absces, a jiné). Alternativné Ize, v ramci
stagingu, k vylou€eni generalizace vyuzit USG bficha a RTG hrudniku.
Magneticka rezonance (MR) nachazi hlavni uplatnéni zejména v ramci stagingu
karcinomu rekta. Vzhledem k vynikajicimu tkanovému kontrastu MR umozriuje
dobfe rozlisit invazi nadoru do jednotlivych anatomickych vrstev stény stfeva a
pfipadné i okoli. Ma tedy kliCovou roli zejména pro stanoveni T-stagingu
karcinoml rekta. Precizni staging je zde velmi dulezity, nebot umozriuje
identifikovat pacienty vhodné k |é€bé neoadjuvantni radio-chemoterapii (T3b a
vySSi, N1 a vySsi). Alternativu MR v ramci stagingu karcinomu rekta predstavuje
transrektalni USG (TRUS). MR muze rovnéz odhalit pfipadnou infiltraci analnich
sfinktert, coz je informace cenna zejména z hlediska operatéra. DalSi vyuziti MR
nachazi pfi zobrazeni jaternich metastaz, zejména pfi nejistych nalezech na CT.

Rozvoj zobrazovacich metod v posledni dobé vede Kk SirSimu vyuziti tzv.
hybridnich metod, které jsou zalozeny na fuzi obrazli z pozitronové emisni
tomografie (PET) a CT (PETI/CT), pfipadné MR (PET/MR). Tyto metody se
mohou rovnéz vyznamnym zpusobem uplatnit ve stagingu CRC. Vzhledem
k limitované dostupnosti, se v8ak uplatfiuji spiSe v pfipadech s nejistym nalezem
na CT, pfipadné MR. Laboratorné je mozZné kromé standardniho vySetfeni
krevniho obrazu a zakladni biochemie vySetfit sérové nadorové markery
karcinoembryonalni antigen (CEA) a CA 19-9, které byvaji u CRC vétSinou
signifikantné zvySené. P¥i jejich interpretaci je tfeba pamatovat na limity vySetfeni
v podobé rizika faleSné negativity i pozitivity. Elevaci hladiny onkomarkerd mohou
zpUsobovat i néktera nenadorova onemocnéni nebo stavy (napf. zanét, koureni).
PFinosné mlze byt i sledovani dynamiky hladin onkomarker(, kdy pokles ukazuje
na prfiznivy efekt protinadorové IéCby, naopak vzestup mulze indikovat progresi
nalezu, pfipadné muze byt prvnim znamenim relapsu onemocnéni [40, 41].
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5 Staging

Kone¢nym vystupem provedenych zakladnich diagnostickych procesu je
stanoveni stadia onemocnéni neboli tzv. staging. BéZzné se pouziva klasifikace
TNM, ktera byla vyvinuta za pomoci American Joint Committee on Cancer (AJCC)
a Union Internationale Contre le Cancer (UICC). Pro chirurgické obory je mozna
blizSi klasifikace Dukesova (tabulka 1). Pro stanoveni stadia onemocnéni je
potfebné znat hloubku penetrace nadoru stfevni sténou, pfipadné jeho invazi do
okolnich anatomickych struktur nebo organu (T), stupen postizeni regionalnich
miznich uzlin (N) a pfitomnost vzdalenych metastaz (M). Na zakladé téchto kritérii
je mozné nadorové onemocnéni zafadit do jednotlivych klinickych stadii (I-1V),
ktera maji klicovy vyznam pro stanoveni léCebného postupu a napomahaji
k ur€eni progndzy. Klinicky staging je urCovan na zakladé vysledkl klinickych
a zobrazovacich vysetieni, je oznacen pismenem "c¢" (cT, cN, cM). Patologickou
klasifikaci provadi patolog na zakladé makroskopického i mikroskopického
vySetfeni nadoru, okolnich tkani, lymfatickych uzliny, pfipadné metastaz
odebranych pfi operaci a je oznaena pismenem "p" (pT, pN, pM). Piehled
jednotlivych kritérii pro TNM staging CRC a vysledné rozdéleni do jednotlivych
klinickych stadii jsou uvedeny v tabulce 2 a 3 [2].

Tabulka 1 - Dukesova klasifikace

Dukesova klasifikace

Stadium Popis

Stadium A Tumor ohranicen stfevni sténou

Stadium B Tumor zasahuje nebo pronika serézou
Stadium C1 Tumor + pozitivni perikolické lymfatické uzliny
Stadium C2 Tumor + pozitivni perivaskularni uzliny
Stadium D Vzdalené metastazy
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Tabulka 2 - TNM staging

T — Primarni nador

TX Primarni nador nelze hodnotit
T0 Bez znamek primarniho nadoru
Tis Karcinom in situ: invaze do lamina propria mucosaea
T Nador postihuje submukdzu
T2 Nador postihuje tunica muscularis propria
Nador postihuje subser6zu nebo se Sifi do neperitonealizované
T3 LA ) s x
perikolické nebo perirektalni tkané
Nador pfimo postihuje jiné organy ¢i struktury nebo prorista na
T4 visceralni peritoneum

T4a

Nador prorlsta na visceralni peritoneum

T4b

Nador pfimo postihuje jiné organy ¢i struktury

N — Regionalni mizni uzliny

NX Regionalni mizni uzliny nelze hodnotit
NO Regionalni mizni uzliny bez metastaz
N1 Metastaza v 1-3 regionalnich miznich uzlinach
N1a Metastaza v 1 regionalni mizni uzliné
N1b Metastaza ve 2-3 regionalnich miznich uzlinach
LoZisko/a nadoru v subseréze nebo neperitonealizované
N1c perikolické Ci perirektalni mékké tukové tkani bez metastazy v
regionalni mizni uzliné
N2 Metastazy ve 4 nebo vice regionalnich miznich uzlinach
N2a Metastazy ve 4-6 regionalnich miznich uzlinach
N2b Metastazy v 7 a vice regionalnich miznich uzlinach

M - Vzdalené metastazy

MO

Bez vzdalenych metastaz

M1

Vzdalené metastaza

M1a

Metastazy omezené na jeden organ bez peritonealnich metastaz

M1b

Metastazy ve vice nez jednom organu

M1c

Metastazy na peritoneu s nebo bez postizeni dalSich organu
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Tabulka 3 - Rozdéleni do Kklinickych stadii

28

Stadium
Stadium 0
Stadium |
Stadium lla
Stadium llb

Stadium llc

Stadium llla

Stadium lllb

Stadium llic

Stadium IVa
Stadium Vb
Stadium IVc

N
Tis
T1, T2
T3
T4a
T4b
T1, T2
T1
T3, T4a
T2, T3
T1, T2
T4a
T3, T4a
T4b
jakékoli T
jakékoli T
jakékoli T

N
NO
NO
NO
NO
NO
N1
N2a
N1
N2a
N2b
N2a
N2b
N1, N2
jakékoli N
jakékoli N
jakékoli N

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
M1a
M1b
M1ic



6 Screening

Ukolem sekundarni prevence je véasny zachyt onemocnéni ve stadiu
prekancerozy Ci zachyt pocatecnich kurabilnich stadii CRC. Pfrestoze existuje fada
preventivnich programu, jejichz cilem je snizeni incidence, potazmo i mortality,
nema stale vyskyt CRC vyrazné klesajici tendenci. Vylécit se dafi pouze 40-50 %
pacientl, v zavislosti na pokrocCilosti onemocnéni. Cilem screeningu je pokles
incidence (v€asnym zachytem prekancerdznich lézi) a mortality. Od zahajeni
kolorektalniho screeningového programu v roce 2000 do roku 2015 doSlo k
poklesu incidence 0184 % a k poklesu mortality o 32,4 % [42]. Zaklady
organizovaného screeningu v CR byly poloZeny pravé v roce 2000. Po N&mecku
se stala CR druhou zemi na svét&, ktera zahajila celoplosny screening CRC
u asymptomatickych jedincl. Program probihal ve dvou etapach. Prvni spocivala
v provadéni testu na okultni krvaceni ve stolici (TOKS) guajakovym testem. P¥i
jeho pozitivnim vysledku se provedla kolonoskopie. Guajakovy test poskytovali
praktiCti Iékafi nebo gynekologové pfi preventivni prohlidce. Od roku 2006 je
program monitorovan na narodni urovni, coz znamena, Zze dochazi ke sbéru dat
v ramci Registru screeningovych kolonoskopii. Nasledné se od roku 2009 zacaly
provadét imunochemické testy na okultni krvaceni a také se zavedla moznost
jedno etapového screeningu, coZz znamena moznost koloskopického vySetreni bez
nutnosti provedeni TOKS. Od roku 2013 se upustilo od guajakového testu
a v ramci testovani se vyuzivaji pouze imunochemické TOKS [43].

Screeningové metody lze rozdélit na dva typy, a to na testovani stolice anebo
provedeni endoskopického €i radiologického vySetfeni. Testovani stolice probiha
pomoci konvenénich TOKS zalozenych na detekci hemoglobinu ve stolici. P¥i
guajakovém testu bylo nutné snizit ¢i vylou€it moznost faleSné pozitivnich
vysledku, které by byly zpusobeny pfitomnosti hemoglobinu v potravé. Nyni je
vyuzivano imunochemickych testld (Fecal Imunohistochemical Test — FIT nebo
také iTOKS), kde testovaci destiCka obsahuje Castice potazené protilatkami proti
hemoglobinu a slouzi ke kvalitativnimu pritokovému imunostanoveni okultniho
krvaceni ve stolici. Dale je mozna detekce za pomoci novych testll na pfitomnost
DNA mutaci ve stolici (DNA fekalni testy). K endoskopickym a
radiodiagnostickym metodam patfi  opticka kolonoskopie, flexibilni
sigmoideoskopie, alternativni metody mohou pfedstavovat CT kolonografie nebo
kapslova kolonoskopie. Koloskopie pfedstavuje zlaty standard screeningu, jehoz
vyhodou neni jen pfimy pohled optikou kolonoskopu na stfevni sliznici, ale pfinasi
navic moznost provedeni polypektomie a zaroven i odbér biopsie z nadoru.
Prospektivni studie (National Polyp Study) prokazala, Ze koloskopie s odstranénim
adenom0 snizi incidenci CRC o 76-90 % v porovnani s populaci, ktera tento
screening nepodstoupila [44].
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Screeningovy program CRC u populace s béznym rizikem (tj. bez zjisténé
genetické predispozice, vyrazné rodinné zatéze, pfipadné jinych faktoru vyrazné
zvySujicich riziko CRC) je realizovan nasledujicim zpusobem.
U asymptomatickych jedinci ve vékovém rozpéti 50-54 let je nabizen TOKS
v jednoroCnim intervalu. V pfipadé, Zze vysledek je pozitivni, provede se TOKS-
pozitivni kolonoskopie. Od padesati péti let véku si mUzZe jedinec vybrat, zda chce
pokraCovat testem na okultni krvaceni do stolice ve dvouletych intervalech nebo
podstoupit screeningovou kolonoskopii jednou za deset let. Po zavedeni
adresného zvani vroce 2015 dosSlo k vzestupu ucasti cilové populace na
screeningovém programu na 32,2 %, coz bylo o 5,7 % vice nez vroce 2013.
V roce 2015 bylo v CR provedeno témé&f 1,5 mil TOKS a 530 000 preventivnich
koloskopii [42]. Podminkou efektivniho screeningu je dostatec¢na ucast cilové
populace, ktera se v CR v soudasnosti pohybuje stile pouze kolem 30 %.
K efektivnimu screeningovému programu by byla zapotfebi minimalné 45% ucast.
Cestou ke zlepSeni by mohlo byt snizeni vékové hranice k provedeni
screeningové kolonoskopie jiz od padesati let. Studie provedena prof. Brennerem
ukazuje, Ze tato zména by mohla mit odUvodnéni hlavné u muzi ve vékové
kategorii 50-54 let [46]. U muzu v této vékové Kkategorii, ktefi podstoupili
screeningovou kolonoskopii, byl zjistén dvojnasobny pocet pokrocilych adenomu
v porovnani s zenami stejné vékové kategorie [42, 45]. Dle dat zNOR je
z celkového poctu zachycenych CRC zhruba kolem 5 % z celkového poc&tu nadoru
u pacientd mladsich nez 50 let [47].
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7 Prognostické a prediktivni faktory

Prognostické faktory jsou parametry, které poskytuji indicie k odhadu prognézy
daného onemocnéni pro konkrétniho pacienta. Zjednodusené Ize fici, Zze
prognostické faktory ovliviiuji celkovy prabéh onemocnéni bez ohledu na
konkrétni typ lIéCby.

Progn6za nadorového onemocnéni u vybrané kohorty pacientt muize byt
preziti (overall survival — OS) a pétileté preziti neboli podil pacientu pfrezivajicich
5 let od diagnézy nebo sledované IéCebné intervence; alternativné Ize volit jiny
interval (napf. 3 roky, 10 let). DalSim parametrem, ktery Ize pouzit ke zhodnoceni
progndézy po radikalni lécbé, je preziti bez znamek relapsu onemocnéni
(relapse-free survival — RFS nebo téz disease-free survival — DFS), i zde Ize
pouzit pétileté preziti bez relapsu, pfipadné jiny ¢asovy interval. Mlze se jednat
o pacienty bez adjuvantni léCby, s adjuvantni IéCbou, pfipadné obé skupiny
dohromady. P¥i paliativni Ié€bé je mozné pouzit k hodnoceni OS, které je mozné
hodnotit od stanoveni diagndzy, ale vétSinou zde byva pocitané od zahajeni
sledované |éCby. Dale pak preziti bez progrese (progression-free survival —
PFS) nebo jeho varianta v podobé ¢asu do progrese onemocnéni (time to
progression — TTP). Oba tyto parametry pfedstavuji dobu, ktera uplynula mezi
zahajenim sledované |éCby a progresi onemocnéni. Zakladni rozdil mezi nimi
spociva v metodice, kdy pfi vypoltu PFS jsou zahrnuti pacienti, ktefi zemreli bez
ohledu na pfesny duavod umrti, pfi vypoCtu TTP jsou do vypodtu zahrnuti pouze
pacienti, ktefi zemreli v disledku dolozené progrese nadoru. Mozné je hodnotit i
kvalitu zivota, respektive ¢as do zhorSeni kvality Zivota nebo nastupu symptom.

Obecné lze Fici, ze prognostické faktory reflektuji zejména biologickou agresivitu
nadoru a miru rizika recidivy, pfipadné progrese onemocnéni. V klinické praxi
mohou vyznamnym zpUsobem ovlivnit napfiklad rozhodnuti o podani adjuvantni
onkologické IéCby, pfipadné volbu a intenzitu sledovani.

Prediktivni faktory jsou ukazatele, které predurCuji, na zakladé specifického
biologického chovani nadoru, u€innost konkrétniho typu Iééby. Je mozné téz
predpovédét i riziko vzniku nezadoucich uc€inku pfi vyuziti daného lé¢ebného
postupu. V nékterych pfipadech mize byt jeden a tentyz parametr soucasné
prognostickym i prediktivnim faktorem a mnohdy Ize téZko definovat jednoznacnou
hranici mezi prognostickymi a prediktivnimi faktory. Roli zde sehrava i mira
aktualniho poznani dané problematiky, ktera se mlze v Case vyvijet. Jako priklad
u CRC lze uvést BRAF mutace, o kterych byl zprvu znam jejich nepfiznivy
prognosticky vyznam. Po nastupu takto zacilené 1éCby, predstavuji téz vyznamny
prediktivni biomarker, na jehoz podkladé je mozné volit optimalni typ cilené 1éCby.
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V posledni dobé je trendem hledani potencialnich prediktivnich biomarker pro
rizné modality systémové |éCby, zejména vSak IéCbu cilenou a imunoterapii.

Podminkou pro to, aby mohl byt prediktivni biomarker uzivan v rutinni klinické
praxi musi byt dostateCné senzitivni a specificky. Stejné tak je dulezita i cena
vySetfeni. Diky identifikaci prediktivnich biomarkerl je mozné rozvijet koncept
personalizované onkologické IéCby v bézné klinické praxi. Ten je zalozen na
vybéru optimalni IéCby pro daného pacienta za vyuziti dostupnych prediktivnich
biomarkeru a blize bude diskutovan dale (viz kapitola 10).

7.1 Vybrané prognostické a prediktivni faktory u CRC

7.1.1 Rozsah onemocnéni (staging)

Zcela zasadni vliv na prognézu pacientl se zhoubnymi nadory ma stanoveni
pokrocilosti onemocnéni, které je vyjadieno TNM stagingem (viz kapitola 5) [2].
Obecné plati, ze ¢im vysSi je stadium onemocnéni, tim horSi je progndza.
V tabulce 4 jsou uvedeny pétileta preziti pacientd s CRC dle klinického stadia.

Tabulka 4 - Pravdépodobnost pétiletého preziti dle klinického stadia

Stadium Pétileté preziti
Stadium O a 1 80-90 %
Stadium 2 60-80 %
Stadium 3 50-60 %
Stadium 4 4-10 %

7.1.2 Veék a celkovy stav pacienta

CRC je onemocnénim pfevazné vyssSich vékovych kategorii. Existuji prace, které
hovofi o horSi prognéze pacientd ve véku do 40-45 let, coz je ale dano vySSim
podilem mucinéznich, nizce diferencovanych a nékdy i pokrocilejSich nadort
u pacientll této skupiny. Samotny mladSi vék patrné prognézu vyznamné
neovliviiuje [48]. Hlavni vyznam pro horSi prognézu naopak starSich pacientl ve
véku 75-80 let je vySSi perioperacni morbidita a mortalita. Stejné tak i horSi
celkovy stav a komorbidity velmi ¢asto neumoznuji podani intenzivni systémoveé
lécby. Jednim z ukazatell funkéniho stavu pacienta je Eastern Performance
Cooperative Oncology Group Performance Status (ECOG PS), coz je skére
v rozmezi od 0 (pIné aktivni) pfes 3 (schopny pouze omezené péce o sebe) az po
5 (umirajici) a byl pfijat Svétovou zdravotnickou organizaci (World Health
Organization - WHO) (tabulka 5) [49, 50]. Informace o celkovém funk&nim stavu
pacienta ma zasadni vyznam pro prognézu nemocného, jelikoz ovliviiuje 1éCebné
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moznosti. Obecné plati, Zze ¢&im horsi je celkovy stav pacienta, tim horsi je
i progndza.

Tabulka 5 - ECOG performance status popisujici funkéni stav pacienta

PIné aktivni, schopen vSech béznych aktivit bez omezeni

PIné aktivni, vice méné ve stejné mife jako pfed nemoci

Omezeni fyzicky naroCnych aktivit, ambulantni, schopen leh¢i prace
napf. domaci prace, kancelarska prace

Neschopnost tézké fyzické prace, ale moznost vykonavat cokoli jiného

Ambulantni, schopen pécCe o sebe, ale neschopen jakékoli prace, mimo
lGZko vice nez 50 % denni doby

Mimo lGzko vice nez polovinu dne, schopen péce o sebe, neschopen
prace

Schopen omezené péce o sebe, upoutan na lizko vice nez 50 % denni
doby

Na lGzku nebo v kfesle vice nez polovinu dne, pfi péci o sebe nutna
pomoc

Zcela neschopny, neschopen péce o sebe, upoutan na lizko nebo do
kiesla

Po celou dobu upoutan na lGzko nebo kreslo, vyrazna potfeba pomoci

Umirajici/ mrtvy
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7.1.3 Klinicka symptomatika

PokrocCilost nadorového onemocnéni &asto uzce koreluje s tizi symptoma.
Nezavisle na stagingu je vSak dobfe dokumentovana horsi prognéza pacientl
diagnostikovanych a lé€enych pod obrazem akutniho stavu. Je patrné, ze akutné
operovani pacienti maji vyrazné vySSi perioperacni a pooperacni mortalitu
a priblizné polovicni pravdépodobnost pétiletého preziti v porovnani s elektivné
feSenymi pripady [51]. To odpovida vSeobecné znamému a nepfiznivému
prognostickému vlivu nadorové obstrukce nebo perforace.

7.1.4 Histomorfologicky obraz a grading

Histomorfologicky obraz nadoru €asto reflektuje nékteré rysy viceméné typické pro
agresivni chovani a u CRC bylo prokazano, Ze nékteré specifické histologické
subtypy korelu;ji s prognézou onemochnéni. Mezi adenokarcinomy
(cca90-95% CRC) je snepfiznivou prognézou asociovan mucinézni
adenokarcinom (hlenotvorny — vice nez 50 % extracelularniho hlenu) [52, 53].
Ze vzacnych histologickych subtypl CRC je s nepfiznivou prognézou spojen tzv.
karcinom z prstencitych bunék (signet-ring cell carcinoma) a malobunéény
karcinom [54].

Grading, ktery vyjadfuje stupen diferenciace nadoru, prfedstavuje dalSi vyznamny
histomorfologicky parametr, ktery je vyznamné asociovan s agresivnim
biologickym chovanim zhoubnych nadorl, vetné CRC. Bylo prokazano, Zze
nadory s vysokym gradem (G3, G4), ktery ukazuje na nizky stupen diferenciace,
jsou asociovany s obecné nepfiznivou prognézou pacientd s CRC [53]. Pro
nékteré histologické subtypy CRC je pomérné charakteristicky vysoky grade, napf.
pro mucinozni karcinomy [53].

7.1.5 Cévni a perineuralni invaze

Podminkou pro metastatické Sifeni nadoru je situace, kdy nadoroveé buriky invadu;ji
do cévnich kapilar. Lymfatické kapilary jsou pfitomny jiz v submukdze, a tak neni
vyjimkou postizeni lymfatickych uzlin i u velmi ¢asnych stadii CRC. Hematogenni
metastazovani do vzdalenych organu Ize chapat nikoli jen jako pokrocilejsi stupen
popsaneho procesu, ale i jako, do jisté miry, odliSny déj. Nadorové buriky pfi ném
invaduji do krevnich kapilar stfevni stény nebo i do vétSich cév a hematogenné
jsou roznaseny po organismu. Invaze do krevnich kapilar stfevni stény je
nezavislym nepfiznivym prognostickym faktorem spojenym zejména s vysSi
frekvenci vzdalenych metastaz a stejné tak lymfangioinvaze predstavuje
vyznamny nepfiznivy prognosticky faktor u CRC [55, 56]. Spolu s angioinvazi je
perineuralni nadorova invaze povazovana za nepfiznivy prognosticky faktor
u pacientt s CRC [57].
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7.1.6 Sérové onkomarkery

Sérové nadorové markery CEA a CA 19-9 se u CRC vyznamnym zplsobem
uplatiuji v diagnostice a sledovani efektu IéCby, ale krom toho je mozné je vyuzit
i k odhadu progndézy onemocnéni. Bylo prokazano, ze jejich vysoké hodnoty
koreluji s nepfiznivou progndzou [58, 59]. Urcitou limitaci je fakt, Ze vysoké hladiny
onkomarker(l Casto Uzce koreluji s klinickym stadiem a rozsahem nadorového
postizeni, které ma zasadni prognosticky vyznam samo o sobé [58].

7.1.7 Molekularné-genetické faktory

Detailni pochopeni mechanisml kancerogeneze, ale i samotného biologického
chovani nadoru, vedlo k identifikaci riznych prognostickych a prediktivnich faktor(
na molekularné-genetické urovni, nejen u CRC. Tyto biomarkery mohou byt
identifikované na poli genomu, epigenomu, transkriptomu i proteomu. Probihajici
vyzkum v této oblasti je velmi intenzivni a stale pfinasi nové poznatky. Krom celé
fady molekularné-genetickych prognostickych biomarkerl, bylo u CRC
identifikovano mnozstvi prediktivnich biomarkert, které Ize vyuzit k volbé
specificky zacilené systémové |éCby. Z hlediska somatickych mutaci je mozné
CRC rozdélit na fadu podjednotek, které maiji sva specifika, co se tyce prognozy,
ale zejména z hlediska moznosti vyuziti cilené 1€Cby. Mezi nejCastéjsi tzv. ,driver”
mutace u CRC patfi: KRAS, NRAS, BRAF, PI3K, PTEN a SMAD4 (obrazek 6)
[60]. Pro predikci efektu a volbu cilené 1éCby se v sou€asné dobé& nejvyznamnéji
uplatiuji mutace KRAS, NRAS a BRAF. Vyznam jednotlivych mutaci, které se
mohou uplatnit v podminkach klinické praxe je podrobné diskutovan v dalSim textu
(viz kapitola 10.1). Vyznamnym prognostickym a zaroven prediktivnim faktorem,
ktery se uplatriuje v klinické praxi je MSI (viz kapitola 3.2). MSI-H profil nadoru je

A K'_I_'l <1-6%
ot

mKRAS
m NRAS
® BRAF
mPTEN
® SMAD4
= PIK3CA
® AKT1

NRAS
1-6%

Obrazek 6 - NejCastéjsi typy somatickych mutaci u kolorektalniho karcinomu
Prevzato a upraveno podle: MUZNY D.M., et al., 2012 [60]
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typicky pro hereditarni nepolypozni CRC (HNPCC), ale m(ize byt pfitomen i u cca
15-20 % sporadickych pfipadd CRC [61]. Testovani MSI se provadi standardné
metodikou zaloZzenou na PCR nebo imunohistochemickym vySetfenim. Recentni
prace ukazuji rovnéz vyuziti tzv. sekvenovani nové generace (next generation
sequencing — NGS) [62]. Zasadni je vySetfovani MSI u pacientd s podezifenim na
Lynchav syndrom. Pacienti s MSI-H profilem nadoru maji obecné lepSi prognézu,
ktera je nejspiSe na podkladé intenzivnéjsSi imunitni reakce vyvolané vysokou
expresi neoantigend na nadorovych bunkach a tyto nadory méné cCasto
metastazuji [63]. Ukazuje se, Ze je MSI rovnéz vyznamnym prediktorem

pfiznivého efektu imunoterapie [64].

DalSim faktorem, ktery je povazovan za prognosticky, je mutace genu TP53, ktery
kéduje protein p53. Jedna se o tumor supresorovy gen umistény na p raménku
17. chromozomu a patfi mezi nejvice studované geny v souvislosti s maligni
transformaci, stejné tak i s biologickym chovanim zhoubnych nadorl. Prevazuji
nazory, Zze mutace TP53 genu je spojena s obecné horsi progndzou [65, 66].

Velka pozornost v aktualnim vyzkumu je vénovana prognostickému, pfipadné
prediktivnimu vyznamu na urovni epigenetiky. Zde je vyzkum zameéfeny na
vyznam DNA metylaci i na rizné typy nekodujicich RNA [67]. Problematika
nekodujicich RNA je podrobné diskutovana v kapitole 11.

Trendem, ktery se v souCasné dobé uplatiiuje je snaha o komplexni typizaci CRC
vedouci k rozdéleni nadorl do nékolika subtypl, které by dobfe reflektovaly
biologické vlastnosti nadoru, molekularné-geneticky profil i klinické rysy
onemocnéni. Na zakladé vyhodnoceni dat o genové expresi a korelace
s klinicko-patologickymi charakteristikami byly navrzeny rGzné klasifikacni
systémy. Prunikem celkem S$esti navrzenych Kklasifikaénich systému byly
definovany tzv. konsenzualni molekularni podtypy CRC, které byly recentné
popsané autorskym kolektivem Guinney et al. (obrazek 7) [68]. Na zakladé ,The
consensus molecular subtypes (CMS) of colorectal cancer” jc mozné CRC
délit na Ctyfi zakladni podtypy CMS1-4. Podtyp CMS1 (14 %) jsou vétSinou
hypermutované nadory MSI-H, BRAF mutované. Podtyp CMS2 (37 %) sdruZuje
zpravidla nadory levostranného tracniku s charakteristikami MSS a CIN, typicky s
mutaci TP53 s aktivaci drahy WNT/MYC. Podtyp CMS3 (13 %) zahrnuje KRAS
mutace a metabolickou dysregulaci. Dle studie AGITG MAX maji CMS2/3 podtypy
benefit z 1é€by bevacizumabem [69]. Podtyp CMS4 (23 %) tvofi nadory podobné
mezenchymalnim nadorim, typicka je aktivace drah TGFbeta a VEGEF,
angiogeneze a stromalni invaze.

36



CMS2 | CMS3 CMS4
Canonical . Metabolic Mesenchymal

149, 37% 13% 23%
MSI, CIMP high, _ Mixed MSI tus,
g SCNA high ixe 51 status SCNA high
hypermutation SCNA low, CIMP low
BRAF mutations KRAS mutations

Stromal infiltration,

Immune infiltration WNT and Metabolic i
e ) TGFE activation,
and activation MYC activation deregulation ; -
angiogenesis
Worse survival Waorse relapse-free
after relapse and overall survival

Obrazek 7 — Subtypizace kolorektalniho karcinomu dle Consensus Molecular

Subtypes (CMS)
Prevzato a upraveno podle: GUINNEY J., et al., 2015 [68]

7.1.8 Lokalizace primarniho nadoru

Proximalni a distalni ¢asti traéniku maji odliSny embryologicky puvod. Pravy
tracnik vychazi ze stfedniho stfeva (midgut) a levy ze zadniho stfeva (hindgut).
Jako tzv. praveé stfevo je nazyvana Cast od céka pres vzestupny traCnik a Cast
transversa az ktzv. Cannon-Boehmovu bodu, ktery se nachazi pfiblizné ve
2/3 pficného traCniku, blize k oblasti flexura lienalis. Jako levé stfevo povazujeme
cast stfeva od vySe zminéného bodu dale smérem kaudalnim, tedy zbylou Cast
pricného tracniku, sestupny traéniku, sigmoideum a rektum [70]. Stale vice se
ukazuje, Ze nadory nachazejici se v pravé casti tlustého stfeva a nadory
nachazejici se v levé casti jsou odliSné biologické a klinické entity. Rozdily jsou
znamé jiz delSi dobu. Byly popsany rGzné charakteristiky nadord, které jsou
spojené s lokalizaci primarniho tumoru a to napfiklad rozdilnd epidemiologie,
patogeneze, morfologie, patofyziologie, genetické a epigenetické zmény [71-73].
Nadory, které se vyskytuji na pravé strané jsou Casto charakterizovany nékolika
nepfiznivymi prognostickymi faktory. Castgji jsou exofytické, nizce diferenciované
a s vy$Sim vyskytem vzacnych histologickych podtypl (mucinézni ¢i medularni)
CRC. Dale jsou zde pfitomné hypermutace, Castéji vznikajici na podkladé
alternativni cesty kancerogeneze, MSI-H a ¢asto mutace BRAF a RAS [68, 74,
75]. Tyto odliSné klinické i molekularni charakteristiky se promitaji do rdznych
klinickych vysledk(l a obecné jsou pravostranné nadory spojeny s vyrazné horsi
prognézou [76]. Rozdilna byva i odpovéd na léCbu, jak bylo popsano v nékolika
studiich [74, 77]. Prediktivni potencial pro cilenou IéCbu je blize popsan v kapitole
10.2.2.
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8 Lokalni Ié€ebné metody

8.1 Endoskopicka lééba

Endoskopie je nenahraditelna diagnosticka metoda, kterou lze souCasné vyuzit
i ke kurativni 1éCbé prekancer6z (stfevnich polypl) &i velmi asnych stadii CRC
(Tis nebo T1 nadory). Vykony, které je mozné provadét jsou polypektomie,
endoskopicka mukozalni resekce (EMR) a endoskopicka submukdzni disekce
(ESD), kdy dochazi k sneseni polypu i s jeho submukdzni spodinou. U T1 nadord
lze pouzit endoskopickou IéCbu jen za pfedpokladu absence faktorl vysokého
rizika rekurence (resekéni okraj pod 1 mm ¢&i inkompletni odstranéni nadoru, nizce
diferencované karcinomy, angioinvaze). Jinak je doporuceno provedeni (pfipadné
doplnéni) chirurgické resekce v€etné lymfadenektomie [78].

8.2 Chirurgicka lé€ba

Jedinou |éCebnou modalitou u drtivé &asti lokalizovanych stadii CRC je radikalni
resekce postizeného useku colon nebo rekta s doporu€enym alesporn 5 cm lemem
zdravé tkané a radikalni lymfadenektomii spadovych uzlin. Za posledni roky az
desetileti nedoznaly chirurgické postupy zadnych zasadnich principialnich zmén.
Stale se jedna o jedinou modalitu, ktera mize dat pacientovi nadéji na uplné
vyléCeni a krom terminalnich stavl nachazi uplatnéni ve vSech stadiich
onemocnéni. Cim nizsi je klinické stadium, tim je nadé&je na kurativni vykon vétsi.
Operace ma dva hlavni cile. Tim prvnim je radikalni odstranéni makroskopicky
patrného nadoru a spadové lymfatické oblasti s moznymi uzlinovymi metastazami.
Druhym je pak pfispét ke stanoveni stadia onemocnéni, protoZze hloubku
penetrace nadoru stfevni sténou a uroven uzlinového postizeni je mozno presné
posoudit jen histopatologickym vySetfenim resekatu stfeva a odstranénych
regionalnich lymfatickych uzlin. Az jedna tfetina pacientd s CRC je operovana
v akutnim stavu, nejCastéji pro komplikace vznikajici v pfi¢inné souvislosti
s nadorovym postizenim v podobé stfevni obstrukce (ileus) nebo perforace.
U lokalné pokro€ilych nadorl infraperitonealni ¢&asti rekta by samotnému
chirurgickému vykonu méla predchazet neoadjuvantni konkomitantni
radiochemoterapie. Pro spravny chirurgicky, potazmo patologicky, staging je
nezbytny odbér a patologické zhodnoceni minimalné 12 regionalnich lymfatickych
uzlin. Dle lokalizace primarniho nadoru je u nadoru colon indikovana pravostranna
hemikolektomie, levostranna hemikolektomie a resekce sigmatu. U nadoru rekta je
v dnedni dobé standardem tzv. totalni mezorektalni excize (TME). Vykony v této
lokalizaci se rozliSuji sfinkter zachovavajici vykony (nizka pfedni resekce — LAR)
a amputace rekta. K té je pfistoupeno v pfipadé nizce ulozenych nadoru s infiltraci
svéracl nebo pfi nemoznosti dodrzeni dostatecné onkologické radikality.
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Z profylaktickych divodl se ve vybranych pfipadech provadi totalni nebo
subtotalni kolektomie u prokazané déditné dispozice ke vzniku CRC bud pred
jeho rozvojem, nebo az v dobé feSeni vzniklého maligniho nadoru. Jedna se
predevsim o diagnézy typu FAP nebo HNPCC (viz kapitola 2.1.1).

Krom kurativnich vykonl je mozné provést i vykony paliativni (paliativni resekce
nadoru, stfevni bypass nebo vyvedeni stomie nad pfekazkou pfi ileéznim stavu
apod.). U resekabilniho metastatického onemocnéni hraje chirurgicka |é¢ba
nezastupitelnou roli. V pfipadé radikalni resekci metastaz lze dosahnout
vyznamné delSiho preziti nez pfi systémoveé 1éEbé samotné. V I1é€bé mMCRC ma
zhodnoceni resekability metastaz zasadni vyznam [79, 80].

8.3 Radioterapie

Radioterapie, jako radikalni IéCba, je u CRC indikovana pouze u nadorl rekta.
Duvodem je vyS$Si riziko lokalni recidivy v oblasti rekta oproti zbytku tlustého stfeva
[81]. Onkologicka terapie pfedfazena chirurgickému vykonu vedoucimu
k mistnimu odstranéni zhoubného nadoru je oznafovana jako neoadjuvantni
lééba. S vyhodou Ize indikovat neoadjuvantni konkomitantni chemoradioterapii
u rizikovych lokalné pokrocilych stadii karcinomu rekta, které proristaji fascia recti
Ci se kni pfiblizuji na méné nez 1 mm, anebo ji prfekraCuji. DalSi indikaci je
metastatické postizeni regionalnich lymfatickych uzlin [82]. Hlavnim divodem,
pro¢ zafadit neoadjuvantni |éCbu pfed chirurgicky vykon je skuteCnost, ze diky
redukci nadorového objemu dochazi nasledné k usnadnéni resekCniho vykonu,
vCetné jeho radikality a dale dochazi ke zvySeni pravdépodobnosti dosazeni
sfinkter Setficiho vykonu. Smyslem predoperacni 1éCby je tedy umoznit dosahnout
negativniho cirkumferenéniho (lateralniho) okraje (CRM) pfi TME. Nevyhodou
muze byt, za jistych okolnosti, fakt, Zze pfedoperacni radioterapie je indikovana i pfi
neznalosti pfesného patologického stagingu, coz mize vést k nadbyteCnému uziti
neoadjuvance u CasnéjSich stadii [83]. Pfi vyuZiti preciznich zobrazovacich metod
jako MR, PET/MR nebo TRUS dochazi k upfesnéni stagingu, proto by mély byt
tyto metody standardem pred zahajenim lécCby.

Historicka data uvadéji pravdépodobnost vzniku lokalni recidivy pfi samostatném
operacnim vykonu u stadia Il 15-30 % a u stadia Ill 30-50 % [84, 85]. Cilem
radioterapie je sniZzeni Cetnosti lokalnich recidiv, zlepSeni pfeziti
a neoadjuvantnim podani i zlepSeni lokalnich podminek pro operaci, coz mlze
vést k niz8i morbidité, umoznéni provedeni radikalni resekce u inicialné
neresekebilnich nalezl a dochazi i k vysSS§imu podilu chirurgickych vykonu
zachovavajicich sfinkter. Byla provedena metaanalyza 22 randomizovanych studii,
které porovnavaly |éCebné vysledky kombinace chirurgického vykonu
s neoadjuvantni nebo adjuvantni radioterapii proti samotnému chirurgickému
vykonu, ktera prokazala, Ze radioterapie signifikantné sniZovala riziko vzniku
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lokalni recidivy v panvi (o 46 % v pfipadé neoadjuvantni IéCby a o 37 % v pfipadé
adjuvantni léc¢by) [86]. Anatomickou hranici pro indikace radioterapie zpravidla
byva vzdalenost oralniho okraje nadoru 15-20 cm od anokutanni linie.

V radioterapii jsou vyuzivana rizna aplikacni schémata liSici se celkovou davkou
(nejcastéji od 25 do 55 Gy) a frakcionaci. Konvenéni radioterapie trva 5 tydnu, pfi
davce 1,8-2,0 Gy na frakci do davky 45 Gy v prvni fazi s eventualnim ,boostem"
na oblast tumoru a mesorekta ve druhé fazi do celkové maximalni davky 50,4-54
Gy. Optimalni nacasovani chirurgického vykonu je 4-6 tydnu po ukonceni
neoadjuvantni radioterapie. Pfi alternativnim tzv. ,Svédském schématu"
akcelerované radioterapie je v jednom tydnu podano 5 x 5 Gy, optimalni termin
operace je pak zacCatek nasledujiciho tydne. Obé frakcionacni schémata maiji
podle polské randomizované studie obdobné OS, DFS a nebyl ani prokazan
vyznamna rozdil ve vyskytu lokalnich recidiv. Ani australska studie TROG 01.04 ¢i
Svédska studie Stockholm IIl neprokazaly statisticky signifikantni rozdil v OS, DFS
Ci lokalni kontrole [87-90]. Po neoadjuvantni terapii dochazi pfiblizné v 15 %
pfipadu Kk histopatologicky verifikované kompletni remisi [91]. Z cytostatik se
v ramci konkomitantni chemoradioterapie pouziva peroralni analog 5-fluorouracilu
(5-FU) kapecitabin. Ten patfi zaroven i mezi zakladni cytostatika v paliativni i
adjuvantni Ié€bé karcinomu tlustého stfeva a konecCniku. U lokalné pokrocilych
nebo recidivujicich nadorl rekta se na nékolika svétovych pracovistich pouziva
HDR-IORT (high-dose-rate intraoperac¢ni radioterapie). Paliativné je mozno ozafit
jak primarni tumor, tak metastaticka loziska ve vSech lokalizacich, kde neni
prekazkou nepomérna radiosenzitivita okolnich zdravych tkani, a kdy celkova
davka nepfesahne maximalni tolerovanou davku pro danou oblast. NejCastéji se
paliativné ozafuji lokalné znacné pokrocCilé krvacejici nadory, pfipadné
metastaticka loziska ve skeletu ¢i mozku.
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9 Systémova onkologicka I|écba rozdélena dle

lécebného zaméru

9.1 Adjuvantni systémova lé€ba

Cilem adjuvantni 1éCby je maximalné snizit riziko relapsu nadorového
onemocnéni. V adjuvantni systémové |éCbé u CRC je vyuzivana chemoterapie
zalozena na kombinacnich rezimech, kde zakladem je 5-FU. Cilena |éCba zde
doposud nenalezla uplatnéni.

U karcinomlO colon je adjuvantni chemoterapie indikovana obligatné ve
. klinickém stadiu (pN+) a u pacientd ve Il. klinickém stadiu s vysokym rizikem
recidivy. Mezi hlavni rizikové faktory patfi: pT4, G3, angioinvaze, perineuralni
Sifeni, stenozujici nebo perforujici tumor, nedostatecné nebo pozitivni resekéni
okraje, méné nez 12 vySetfenych lymfatickych uzlin a inicialné vysoka elevace
CEA. U pacientl stadia Il bez rizikovych faktor( je benefit z podani adjuvantni
chemoterapie sporny (obrazky 8 a 9) [92]. U pacientl s nadory s MSI-H je profit
z adjuvantni chemoterapie zalozené na 5-FU nejisty (obrazek 10) a ve
. klinickém stadiu neni podavani adjuvantni chemoterapie doporuceno [93, 94].

Nacasovani zahajeni adjuvantni IéCby je nutné povazovat za dulezity faktor, ktery
ovliviiuje uspéch lécby. Z publikované metaanalyzy 8 studii, ktera zahrnovala
celkem 7576 pacientl vyplyva, Ze pokud byla adjuvantni IéCba zahajena za vice
nez 8 tydnl od chirurgického vykonu, doSlo ke zkraceni OS [95].

Rezimy vyuzivané k adjuvantni chemoterapii standardné zahrnuji 5-FU
modulovany leukovorinem, pfipadné kapecitabin, u pacientd stadia lll (a u vysoce
rizikovych pacientd stadia Il) v kombinaci s oxaliplatinou (rezim FOLFOX, pfipadné
CAPOX). Pridani oxaliplatiny do kombinace FOLFOX ve studii MOSAIC pfineslo
vyznamny pokrok v adjuvantni 1é¢bé CRC. Diky této kombinaci doslo k 18%
redukci rizika relapsu u pacientt |é€enych kombinaci FOLFOX oproti do té doby
pouzivanému rezimu FU/FA (obrazek 11) [96].

Mezi dalSi hojné diskutovana témata patfi problematika optimalni délky trvani
adjuvantni chemoterapie. Jiz v 80. a 90. letech prokazala studie INT-0089, Ze
podavani 5-FU + levamizolu po dobu 6 mésici ma stejny IéCebny uginek jako
podavani po dobu 12 mésicl [97]. K potvrzeni téchto dat doslo nasledné i velkou
metaanalyzou CENTRAL. Zde byla porovnavana adjuvantni chemoterapie
zalozena na 5-FU podavana v délce 3-6 mésicl oproti 16Cbé trvajici 9-12 mésicu.
Nebyl prokazan signifikantni rozdil v délce DFS ani v OS mezi obéma skupinami
[98]. Na zakladé téchto vysledkl bylo dosazeno konsenzu, ze adjuvantni IéEba by
neméla trvat déle nez 6 meésict. Na otazku optimalni délky adjuvantni
chemoterapie se pozdéji snazila odpovédét rozsahla studie IDEA. Cilem zde bylo
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vyhodnotit non-inferioritu tfimési¢niho |éCebného schématu ve srovnani
s Sestimési¢nim. Do prospektivni studie bylo zafazeno 12 834 pacientd s CRC ve
stadiu Ill, ktefi byli nasledné adjuvantné léceni oxaliplatinou a fluoropyrimidinem
po dobu 3 nebo 6 mésicu (60 % FOLFOX, 40 % CAPOX). Jak se dalo o¢ekavat,
kratSi trvani adjuvantni |éCby bylo spojeno s vyznamné nizSim vyskytem
a zavaznosti nezadoucich ucinkd, zejména neurotoxicity, hand-foot syndromu,
mukozitidy, nausey, unavy ¢i prajmu. V celkové populaci se non-inferiorita
tfimési¢niho schématu nepotvrdila, nicméné rozdil v efektivité zde byl pouze
minimalni. Tfileté DFS bylo dosaZzeno u 74,6 % pacientu s tfimésicni IéCbou proti
755 % pacientim s Sestimési¢nim schématem lécby (HR: 1,07, p=0,11)
(obrazek 12). Non-inferiorita tfimésicniho schématu Iécby byla prokazana
u podskupiny pacientl s rozsahem onemocnéni pT1-3 pN1, ktefi byli léCeni
rezimem CAPOX [99].

Vzhledem k uc€innosti cilené |éEby u nemocnych s generalizovanym CRC se
oCekavalo, Ze jeji zafazeni do adjuvantni IéCby pfinese zlepSeni vysledkl i v této
indikaci. Nicméné vysledky vétSiny doposud provedenych klinickych studii tuto
hypotézu nepotvrdily. Studie NSABP C-08, ktera porovnavala rezimy FOLFOX vs.
FOLFOX + bevacizumab zaznamenala trend delSiho DFS v rameni
s bevacizumabem, avSak rozdil nebyl statisticky signifikantni (obrazek 13)
(HR: 0,87; p=0,08) [100]. Obdobné vysledky pfinesla i evropska studie AVANT
[101]. Na zakladé téchto vysledkd neni bevacizumab vhodny k zafazeni do
adjuvantni lé&by. Obdobn& nelsp&sné byly protilatky proti EGFR. Ug&innost
cetuximabu v adjuvantni Ié¢bé CRC byla zkoumana ve studii NCCTG N0147, jejiz
vysledky neprokazaly zlepSeni DFS ani OS [102].

U karcinomU rekta, podobné jako u karcinomu colon, mize byt podana adjuvantni
chemoterapie u stadia Ill a u rizikovych nador( stadia Il, ale uroven dukazu
o ucinnosti je zde vyrazné mensi nez u nadorl colon. V pfipadé podani adjuvantni
chemoterapie je  doporucena celkova doba trvani  neoadjuvantni
chemoradioterapie a nasledné adjuvantni chemoterapie 6 mésicu [93].
V pfipadech, kdy nebyla u pacientd s karcinomem rekta stadia Il a lll pouzita
neoadjuvantni konkomitantni chemoradioterapie, je tato IéCebna modalita
indikovana v l1é¢bé adjuvantni (viz kapitola 8.3).
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Prevzato a upraveno podle: O'CONNOR E.S., et al., 2011 [92]
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Prevzato a upraveno podle: O'CONNOR E.S., et al., 2011 [92]
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A Patients with Tumors Exhibiting Microsatellite Stability or Low-Frequency Microsatellite Instability
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Obrazek 10 - Srovnani celkového preziti (OS) podle podani adjuvantni
chemoterapie u pacientu Il. a lll. stadia s MSS karcinomy (A: dosazeno
prodlouzeni OS pfi podani adjuvantni chemoterapie) a MSI-H karcinomy (B:

nesignifikantni rozdil, trend delSiho OS u pacientl bez adjuvantni chemoterapie)
Prevzato a upraveno podle: RIBIC C.M., et al., 2003 [94]
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Disease-free Survival with Adjuvant Chemotherapy
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Obrazek 11 - Srovnani preziti bez nemoci (DFS) u pacientu Ié€enych reZzimem
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FU/FA (5-fluorouracil + leukovorin - FL) a rezimem FOLFOX (FL +

oxaliplatina), se zohlednénim klinického stadia
Prevzato a upraveno podle: ANDRE T., et al., 2004 [96]
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Obrazek 12 - Srovnani preziti bez nemoci (DFS) mezi pacienty stadia
podstupujicimi adjuvantni chemoterapii FOLFOX/CAPOX ve tfimési¢nim

vs. Sestimésicnim rezimu (celkova populace) ve studii IDEA
Prevzato a upraveno podle: GROTHEY A., et al., 2018 [99]
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chemoterapii FOLFOX (mFOLFOX6 = mFF6) a kombinaci FOLFOX +
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Prevzato a upraveno podle: ALLEGRA C., et al., 2011 [100]
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9.2 Paliativni systémova lécbha

Cilem paliativni systémové |éCby je prodlouzeni Zivota a zmirnéni potizi, které
nadorové onemocnéni pusobi a sou€asné snaha o udrzeni co nejvysSi kvality
Zivota pacienta. Tato |éCba se tyka zejména nemocnych v metastatickém stadiu
CRC (mCRC), pfipadné pacientt s Ilokalné pokroCilym inoperabilnim
onemocnénim. Systémova I|éCba je sama o sobé& velmi u€inna, ale
bohuzel dosazeni dlouhodobé remise piinasi jen zfidka. Sanci na dlouhodobé
preziti u pacientl s metastatickym postizenim v posledni dobé zvySuje rostouci
efektivita systémoveé lécby, vétSinou zalozené na kombinaci chemoterapie a [éCby
cilené a rovnéz zlepSeni moznosti |éCby lokalni, zahrnujici resekcCni vykony
i lokalné ablacni metody. U pacientl s primarné resekabilnim onemocnénim je
indikovana radikalni resekce bez pfedchozi systémové |éCby. U potencialné
resekabilnich nalezi je primarné indikovana Ié¢ba systémova v podobé
kombinace chemoterapie a cilené IéCby s neoadjuvantnim zamérem. Cilem je
dosazeni downstagingu a pfipadna resekce nasleduje ihned, jakmile je to
technicky mozné, pfipadné jsou zvazovany moznosti lokalné ablativnich vykonu.
U nemocnych s neresekabilnim metastatickym postizenim v drtivé vétSiné pfipadu
jiz neni realnym cilem vyléCeni, ale systémovou |éCbou je mozné dosahnout
vyznamného prodlouzeni preziti a zlepSeni kvality zivota téchto pacientu.

Volba optimalni systémové |éEby se odviji od Fady parametrl. Je tfeba zohlednit
zejména cil IéCby (napf. dosazeni resekability nebo prodlouzeni délky Zivota se
snahou o zlepSeni nebo zachovani dobré kvality Zivota), celkovy stav pacienta,
vCetné véku a komorbidit a dale molekularné-geneticky profil vlastniho
nadorového onemocnéni. Hlavnim trendem v souasné onkologii je personalizace
leéCby, ktera pfedstavuje snahu o maximalni optimalizaci |éCby daného pacienta za
vyuziti Sirokého spektra prognostickych a zejména prediktivnich faktord. Na toto
téma je zamérena i vyzkumna cast predkladané dizertacni prace.

9.2.1 Paliativni chemoterapie

Zakladnim a nejdéle vyuzivanym cytostatikem v adjuvantni i paliativni I6€bé CRC
je 5-fluorouracil (5-FU), ktery je kombinovan s leukovorinem. Molekula 5-FU je
povazovana za zakladni stavebni kamen nékolika vyuzivanych schémat. Jedna
se o analog citidinu, ktery ma v lidském téle relativné kratky biologicky poloCas
(cca 10-25 min). Pro aplikaci jsou pouzivany kontinualni infusni rezimy, které jsou
uginn&jdi a méné toxické nez rezimy bolusové [103]. Uginnost
5-FU v monoterapii u mCRC dosahovala 10-15 % I|éCebnych odpovédi
s medianem OS v délce 11-16 mésicu [104]. NejCastéjSimi nezadoucimi uginky
léCby 5-FU jsou nevolnost, zvraceni, mirna alopecie, prajmy, slizniéni zmény,
kardio a hematologicka toxicita (leukopenie, trombocytopenie). Léc&ebnou
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alternativou infusniho podani 5-FU muze byt tabletova forma jeho prekurzoru
(prodrug) kapecitabinu, ktery je metabolizovan tfistupfiovou selektivni konverzi na
5-FU. Kwvyvoji kapecitabinu vedla snaha zvySit ucinnost a toleranci
fluoropyrimidinovych cytostatik. Jeho hlavni vyhodou je peroralni uziti, které je pro
pacienta pohodIngjSi a umoznuje IéCbu u nemocnych s insuficientnim perifernim
Zilnim pFistupem. Mezi nezadouci ucinky patfi prdjem, kozni zmény (tzv. hand-
foot syndrom), vétSinou mirna nauzea, pfipadné zvraceni. Tabletovy kapecitabin
nachazi vyuZziti v adjuvantni i paliativni 1é€bé CRC v monoterapii nebo jako
soucast kombinacnich rezimi (CAPOX, CAPIRI) anebo v ramci konkomitantni
radiochemoterapie.

Od 90. let 20. stoleti pfibyly v 1é€bé mCRC k samotnému 5-FU rezimy zaloZené na
kombinaci s dalSimi cytostatiky, které jsou oznaCovany jako tzv. dublety. Sem patfi
kombinace s oxaliplatinou (FOLFOX, CAPOX), irinotekanem (FOLFIRI, CAPIRI),
eventualné tzv. triplet zahrnujici kombinaci s oxaliplatinou a irinitekanem
(FOLFOXIRI). Timto rozSifenim se zvySuje Sance na dosazeni IéCebné odpovédi
a téz je dosahovano prodlouzeni pfeziti pacientld. Bylo prokazano, ze rezimy
FOLFOX a FOLFIRI maiji pfi l1é€bé mCRC prvni linie ekvivalentni efektivitu
(obrazek 14), liSi se vSak spektrem toxicity [105]. Pro oxaliplatinu jsou
charakteristické polyneuropatie, jejichz riziko stoupa s kumulativni davkou, pro
irinotekan prujmy a alopecie. Nasledné byly obdobnym zplsobem zavedeny
rezimy zalozené na kapecitabinu (CAPOX, CAPIRI), které jsou stejné efektivni
jako rezimy zalozené na kontinualnim infusnim podani 5-FU [106].

1.00
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Obrazek 14 - Srovnani preziti bez progrese (PFS) u pacientd s mCRC
lé€enych v prvni linii paliativni Ié€by rezimem FOLFIRI a rezimem FOLFOX
Prevzato a upraveno podle: TOURNIGAND C., et al., 2004 [105]

48



Z kombinacnich schémat Ize vyuzit téz rezim FOLFOXIRI, cozZ je intenzivni rezim
s vysokou ucinnosti, ale zatizeny relativné vysokou toxicitou [107].

VySe uvedené kombinaCni rezimy predstavuji v soucCasnosti zlaty standard
chemoterapie uzivané k Ié€bé mCRC v prvni a druhé linii a jsou zde kombinované
s cilenou léCbou.

9.3 Cilena lécba

Diky pokrokum, kterych bylo dosazeno pfi studiu nadorové biologie na molekularni
urovni, bylo umoznéno detailné zmapovat fadu buné&nych mechanismu, které
jsou pro zhoubné nadory, do jisté miry, specifické, nebo na jejich urovni dochazi
k vyznamnym dysregulacim. Protinadorova I|éCba zaméfena na takovéto
specifické mechanismy je oznacovana jako cilena léCba (targeted therapy).
Obecnym mechanismem ucinku systémové chemoterapie je nejCastéji inhibice
mitdézy, enzymU a replikace DNA vedouci k neselektivnimu poskozeni vsech
proliferujicich bunék, tedy i bunék nenadorovych. Na rozdil od ni je cilena léCba
zamérena na vice specifické molekuly €i procesy, které jsou typické pro nadorové
buriky. Vznika tak nova generace I€Civ, jejichz cilem je zasazeni nadorové bunky
na urovni regulaénich mechanismi vétSinou v podobé inhibice ruznych
specifickych signalnich drah. Tim dochazi ke zvySeni nejen efektu vlastniho
terapeutického zasahu, ale souCasné se snizuje riziko vyskytu zavaznych
nezadoucich ucinku, které takovou |éCbu provazeji. V nasledujicim textu bude
predstavena cilena terapie, ktera je v sou€asné dobé dostupna k |[é€bé mCRC
a diky které doslo v poslednich letech k vyraznému prodlouzeni preziti pacientu
s mCRC.

9.3.1 Cilena lé€ba zamérena na blokadu angiogeneze

9.3.1.1 Nadorova angiogeneze

Novotvorba cév, tzv. angiogeneze, hraje velmi dulezitou roli nejen pfi
fyziologickém rustu a vyvoji tkani, ale i pfi rozvoji nadorového onemocnéni. Jedna
se o proces podléhajici slozitym regulaCnim mechanismim. Za fyziologickych
podminek je mezi pro- a anti-angiogennimi faktory udrZzovana rovnovaha. V
pfipadé nadorové angiogeneze dochazi porusSe této rovnovahy, pro kterou je
charakteristicka nadprodukce mnozZstvi pro-angiogennich faktord, vedouci
k akcelerované novotvorbé aberantnich cév [108]. U novotvofenych nadorovych
cév je endotelialni vystelka diskontinualni, klasicka vaskularni hierarchie se ve
srovnani s normalnimi cévami ztraci, a to vede k extravazaci a naslednému
zvySeni intersticialniho tlaku v okoli. Nové vzniklé cévy tedy nejsou schopné
dostateCné zasobovat nadorovou tkan nutrienty a kyslikem a odstranovat
vytvofené odpadni produkty. Morfologicka i funk&ni insuficience novotvofeného
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krevniho Fecisté, ve spojeni s proliferacni aktivitou a vysokym metabolickym
obratem nadoru vede k lokalni hypoxii, acidoéze a dale tak dochazi ke stimulaci
produkce pro-angiogennich faktord [109]. Tim padem dochazi zpétnovazebnou
smyckou k urychleni dalSi neoangiogeneze a cely proces se dostava do bludného
kruhu.

9.3.1.2 Signalni draha VEGF

Vaskularni endotelovy rustovy faktor (vascular endothelial growth factor - VEGF)
a jeho bunécny receptor (vascular endothelial growth factor receptor - VEGFR) se
zasadnim zpUsobem podileji na regulaci angiogeneze. VEGF ma nékolik subtypu:
-A, -B, -C, -D, dalSim pfirozenym ligandem VEGFR je placentarni rustovy faktor
(placental growth factor - PIGF). Tyto kliCové pro-angiogenni rastové faktory se
vazou na VEGFR, ktery ma 3 izoformy, oznaCované jako: VEGFR-1, -2 a -3.
Jedna se o transmembranovy bunéény receptor, ktery prostfednictvim své
intracelularné lokalizované tyrosinkinazové domény aktivuje specifické signalni
drahy, které pfimo nebo nepfimo vedou ke stimulaci angiogeneze. Interakce mezi

vigwiv s

angiogeneze (obrazek 15) [110].

PIGF VEGF-D
VEGF-B VEGF-A
fe==]

VEGFR-3
(fit-4)
-

indukce aktivator
plasminogenu a MMP angiogeneze lymfangiogensze
Zvyseni permeability

Obrazek 15 - Signalni drahy vaskularniho endotelového rastového faktoru

(VEGF)
Prevzato a upraveno podle: KLENER P., et al., 2010 [110]
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9.3.1.3 Lécebné strategie blokady signalni drahy VEGF

Mnoho experimentalnich i klinickych studii prokazalo, Ze deregulovana nadorova
angiogeneze je vyznamnym terapeutickym cilem, kterého lze vyuzit v lécbé
Sirokého spektra pokro€ilych malignit, v€etné mCRC [111]. Inhibice nadorové
angiogeneze cestou blokady VEGF signalizace je mozné dosahnout na urovni
ligandu, receptoru nebo intracelularnich signalnich drah (obrazek 16).

Blokada na urovni ligandu

Tato strategie je zalozena na zablokovani funkce pfirozenych ligandd VEGFR,
respektive na inaktivaci téchto pro-angiogennich rustovych faktord. Ktomu je
mozné pouzit monoklonalni protilatky, které se vazou na VEGF a tim brani jeho
vazbé na receptor. Mezi takové preparaty patfi bevacizumab, ktery je Siroce
pouzivan vlécbé mCRC, ale i fady jinych malignit. Jinou strategii je vyuziti
umélého solubilniho receptoru, ktery na sebe vaze pro-angiogenni rastové faktory,
¢imz blokuje jejich funkcni uplatnéni. Do této skupiny patfi aflibercept, coz je
chiméricky klamny receptor na bazi VEGFR1/VEGFR2 fuzovany s Fc fragmentem
IgG1, ktery vychytava VEGF a PIGF. Tento mechanismus ucinku je oznacovan
jako tzv. VEGF trap (past).

Blokada na urovni receptoru

Tato strategie je zaloZzena na zablokovani funkce vlastniho bunééného receptoru,
tedy VEGFR. Ktomu jsou vyuzZivany monoklonalni protilatky zacilené proti
VEGFR. Jejich vazbou na receptor dochazi kjeho vyfazeni zfunkce
a v kone¢ném dusledku tak k blokadé VEGF signalni drahy. Mezi takové preparaty
patfi napf. ramucirumab, coz je humanni IgG1 monoklonalni protilatka proti
VEGFR-2.

Blokada na urovni intracelularnich signalnich drah

Tato strategie je =zaloZzena na zablokovani VEGF signalizace na urovni
intracelularnich signalnich drah. Toho je docileno blokaddou funkce signalnich
proteint, vétSinou v podobé inhibice jejich kinazové aktivity. Preparatl této
skupiny existuje velké mnozstvi a jsou vyuzivany v [é€bé rdznych malignit. V 1é¢bé
mCRC nasel SirSi uplatnéni regorafenib.
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Obrazek 16 — Ruzné strategie blokady signalni drahy vaskularniho

endotelového rustového faktoru (VEGF)
Prevzato a upraveno podle: CLARKE J.M., et al., 2014

9.3.1.4 Antiangiogenni lé€ba mCRC

Bevacizumab

Bevacizumab je rekombinantni humanizovana IgG-1 monoklonalni protilatka, ktera
se vaze na VEGF-A. Timto mechanismem dochazi k blokadé vazby jednoho
z nejvyznamngéjsich pro-angiogennich rastovych faktort na svij bunécny receptor,
VEGFR-2, coz v kone¢ném dusledku vede k blokadé angiogeneze. Ke schvaleni
uziti bevacizumabu v 1. linii I€Cby mCRC vedla v roce 2004 ponékud kontroverzni
randomizovana Kklinicka studie faze Ill, ktera hodnotila pfidani bevacizumabu
k tehdy vyuZivanému bolusovému rezimu IFL (irinotekan, 5-FU, leukovorin).
V této studii doSlo pfidanim bevacizumabu k signifikatnimu prodlouzeni
OS z 15,6 (u chemoterapie samotné) na 20,3 mésict (HR: 0,66, p<0,001) [112].
Obdobnych vysledku bylo nasledné dosazeno i pfi vyuziti, dnes jiz standardné
pouzivané, chemoterapie FOLFOX [113]. Uginnost bevacizumabu potvrdila
randomizovana studie Ill. faze s oznaCenim NO16966, ktera porovnavala
1400 pacientt s mCRC lé¢enych rezimem CAPOX/FOLFOX v kombinaci
s bevacizumabem nebo placebem. U rezimGd s bevacizumabem dosSlo
k signifikantnimu prodlouZeni PFS o 1,4 mésice (obrazek 17) [114]. Vysledky
metaanalyzy 29 studii (3502 pacientl) potvrzuji efektivitu bevacizumabu
i vkombinaci srezimem FOLFIRI (ORR 51,4 %, median PFS: 10,8 mésicl,
median OS: 23,7 mésicl) [115]. Mezi nejCastéjSi nezadouci ucinky bevacizumabu
patfi hypertenze (nové vznikla, nebo akcelerace preexistujici hypertenze), riziko
krvaceni a proteinurie. Samotna |éCba bevacizumabem signifikantné nezvySuje
riziko vzniku tromboembolie [116]. Nicméné pokud se tato komplikace v prabéhu
léCby vyskytne, |éCbu bevacizumabem je vhodné ukoncit. Bevacizumab téz
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nepriznivym zplsobem ovliviuje hojeni ran. Jelikoz ma relativné dlouhy biologicky
poloCas (cca 20 dnU s individualni variabilitou 11 az 50 dnu), doporuCuje se
bevacizumab vysadit minimalné 4, lépe vSak 6 tydnU pfed planovanym
chirurgickym vykonem, a naopak zahajena by méla byt nejdfive 4 tydny po
vykonu.
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Obrazek 17 - Srovnani preziti bez progrese (PFS) pfi uziti rezim
FOLFOX/CAPOX s bevacizumabem nebo s placebem ve studii NO16966
Prevzato a upraveno podle: PETRELLIF., et al., 2015 [114]

Aflibercept

Aflibercept je rekombinantni fuzni protein, ve kterém jsou ligand-vazajici domény
receptor VEGFR-1 a VEGFR-2 navazany na Fc fragment lidského 1gG1. Timto
zpusobem vytvoreny fuzni protein funguje jako past (frap) vychytavajici cirkulujici
VEGF-A, VEGF-B a PIGF. Uginnost afliberceptu byla prokazana v randomizované
klinické studii lll. faze s oznaCenim VELOUR (obrazek 18). Zde bylo dosazeno
prodlouzeni medianu OS podobné jako u vySe zminéné studie NO16966
0 1,4 mésice (13,5 vs. 12,1 mésicl, p=0,003) [117]. Mezi nejCastéji popisované
nezadouci ucinky afliberceptu patfi hypertenze, prajem, infekéni komplikace,
tromboembolismus a unava [118].
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Obrazek 18 - Celkové preziti (OS) u pacientu lé€enych kombinaci aflibercept

a FOLFIRI ve srovnani s FOLFIRI a placebo ve studii VELOUR
Prevzato a upraveno podle: TABERNERO J., et al., 2014 [117]

Ramucirumab

Ramucirumab je plné humanni monoklonalni protilatka proti extracelularni doméné
receptoru VEGFR-2. Jeho ucinnost byla potvrzena v klinické studii Ill. faze
s nazvem RAISE (obrazek 19), kdy po pfidani ramucirumabu k chemoterapii
FOLFIRI, bylo pozorovano signifikantniho prodlouzeni medianu OS o 1,6 mésice
(13,3 vs. 11,7 mésice, p=0,02) a medianu PFS o 1,2 mésice (5,7 vs. 4,5 mésice,
p<0,0005) [119]. Mezi nejCastéji popisované nezadouci uCinky patfi neutropenie,
hypertenze, prijem a unava.
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Obrazek 19 - Celkové preziti (OS) u pacientl Ié€enych kombinaci ramucirumab

a FOLFIRI ve srovnani s FOLFIRI a placebo ve studii RAISE
Prevzato a upraveno podle: TABERNERO J., et al., 2015 [119]

Regorafenib

Regorafenib je nizkomolekularni multikinazovy inhibitor, ktery blokuje kinazovou
aktivitu VEGFR (-1, -2 i -3) a receptoru pro rustovy faktor fibroblastd (fibroblast
growth factor, FGFR). Uginnost regorafenibu byla potvrzena v randomizované
klinické studii faze Ill CORRECT. Jednalo se o studii, ve které bylo pfi porovnani
s placebem u pacientu po selhani Ié€ebnych rezimi s oxaliplatinou, irinotekanem,
ev. kombinace scilenou |éCbou, prokazano prodlouzeni medianu OS
(6,4 vs. 5,0 mésice, p=0,005) a medianu PFS (1,9 vs. 1,7 mésice, p<0,000001)
(obrazek 20) [120]. DalSi studie, ktera potvrdila obdobné vysledky byla studie faze
lllb s oznadenim CONSIGN [121]. Vysledky rozsahlé retrospektivni studie z CR
ukazuji median PFS 3,5 mésice a OS 9,3 mésice (obrazek 21) [122]. Mezi
nejCastéjSi nezadouci uCinky patfi kozni reakce, prujmy, hypertenze, elevace
jaternich testl a unava.
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Obrazek 20 - Srovnani celkového preziti (OS) u pacientl 1éEenych
regorafenibem oproti placebu ve studii CORRECT
Prevzato a upraveno podle: GROTHEY A., et al., 2013 [120]
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Obrazek 21 - Celkové preziti (OS) pacientu s mCRC IéCenych regorafenibem

v Ceském registru CORECT
Prevzato a upraveno podle: NOVAKOVA-JIRESOVA A., et al., 2020 [122]
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9.3.2 Cilenalééba zamérena na blokadu EGFR signalni drahy

9.3.2.1 Signalni draha EGFR

Receptor pro epidermaini rastovy faktor (EGFR) patfii do rodiny
transmembranovych tyrozinkinazovych receptord oznacované jako HER (human
EGFR related) nebo také ErbB (Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene
Homolog). V této rodiné jsou celkem Ctyfi typy receptorl: HER1 (EGFR, ErbB1),
HER2/neu (ErbB2), HER3 (ErbB3) a HER4 (ErbB4). EGFR je transmembranovy
receptor s tyrozinkinazovou doménou lokalizovanou na intracelularni ¢asti, jehoz
aktivace vede ke spusténi nékolika intracelularnich signalnich kaskad. Sem patfi
zvlasté kaskada RAS/RAF/MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), ktera vede
zejmeéna ke stimulaci bunécné proliferace a dale pak kaskada PI3K-AKT, ktera
vede prevazné Kkinhibici apoptézy. EGFR signalizace ma kliCovy vyznam
v regulaci mnoha dulezitych bunéénych procesu jako je proliferace, pfezivani,
apoptéza a schopnost migrace jak zdravych, tak nadorovych bunék sliznice
kolorekta [123, 124]. S dysregulaci EGFR signalni drahy na rizné urovni se
muzeme setkat u rznych zhoubnych nadoru, v€etné CRC, kde je overexprese
EGFR detekovatelna u cca 50 % pripadu a dale se zde ¢asto setkavame s fadou
mutaci genq, které koduji vyznamné signalni proteiny zapojené do této drahy, jako
jsou RAS, BRAF, PTEN, PI3K atd. Tyto dysregulace sehravaji vyznamnou roli
v kancerogenezi a Casto jsou spojeny s agresivnim chovanim nadoru, rychlou
progresi onemocnéni, horSi progndézou a snizenou citlivosti k chemoterapii nebo
nékterym typtm cilené lécby (viz kapitola 10.1) [125].

9.3.2.2 Lécebné strategie blokady signalni drahy EGFR

Aktivita EGFR signalni drahy sehrava velmi dllezitou roli v biologickém chovani
nadoru, zejména z hlediska regulace proliferace a apoptdézy. S abnormalné
zvySenou aktivitou této signalni drahy se muzeme setkat u celé fady malignit,
v€éetné CRC, jak bylo uvedeno vySe. Inhibice dysregulované EGFR signalizace
u solidnich nadora tak predstavuje vyznamnou a efektivni moznost cilené IécCby,
ktera se vlécbé mCRC vyznamné etablovala. Blokady EGFR signalni drahy na
urovni receptoru je mozné dosahnout dvéma odliSnymi pfistupy, které predstavuji
blokadu aktivity extracelularni domény receptoru vazbou monoklonalni protilatky
a blokadu tyrozinkinazové domény receptoru kinazovym inhibitorem (obrazek 22).
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Obrazek 22 - Strategie blokady signalizace receptoru pro epidermaini rastovy

faktor (EGFR)
Prevzato a upraveno podle: FIALA O., et al., 2019

Blokada na urovni extracelularni domény receptoru

Zablokovani funkce receptoru na urovni jeho extracelularni domény vazbou cilené
monoklonalni protilatky (napf. cetuximab, panitumumab) vede ke znemoZzZnéni
vazby pfirozeného ligandu na tento receptor, a tak dochazi k inhibici aktivace celé
této signalni drahy. Tento pfistup nachazi vyznamné uplatnéni v Iécbé mCRC
u pacientll s nadory wtRAS (prediktivni vyznam RAS mutaci je detailné popsan
v kapitole 10.1). V této indikaci jsou Siroce pouzivany anti-EGFR monoklonalni
protilatky, vétSinou v kombinaci s chemoterapii.

Blokada na urovni intracelularni tyrozinkinazové domény receptoru

Blokada na urovni intracelularni tyrozinkinazové (TK) domény receptoru pomoci
nizkomolekularnich inhibitorli, tzv. EGFR TKI (napf. erlotinib, gefitinib, afatinib)
vede Kk inhibici aktivity receptoru v oblasti jeho TK domény a dlsledkem je
zablokovani pfenosu signalu od receptoru na dalSi signalni proteiny EGFR drahy.

9.3.2.3 Anti-EGFR terapie v Iéébé mCRC

Cetuximab

Cetuximab je chimérickd monoklonalni rekombinantni protilatka IgG1, ktera je
sloZena z Casti lidské a Casti mysSi. Vaze se na extracelularni doménu receptoru.
Po zablokovani EGFR cetuximabem dochazi k inhibici aktivace signalnich drah
EGFR, coz vede k inhibici bunécné proliferace a k indukci apoptézy [124]. Pilotni
studie s cetuximabem byla publikovana jiz v roce 2004. Zde byli zafazeni nemocni
po selhani |éCby irinotekanem, ktefi byli randomizovani do dvou ramen. V prvnim
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byli pacienti |éCeni kombinaci cetuximab + irinotekan, coz bylo i pfes predeslé
selhani |éCby timto pfipravkem. Ve druhém rameni pak byli nemocni |éCeni pouze
cetuximabem v monoterapii. ORR pfi kombinaci irinotekan + cetuximab byla 22,9
% vs. 10,8 % u monoterapie cetuximabem (p=0,007). Median PFS byl 4,1 vs. 1,5
mésice (p=0,01) ve prospéch kombinace irinotekan + cetuximab. Median OS byl
8,6 mésice v kombinaci vs. 6,9 mésice pfi monoterapii cetuximabem (p=0,48)
[126]. Randomizovana klinicka studie faze Il CRYSTAL u pacientt s mCRC
prokazala, ze po pfidani cetuximabu k rezimu FOLFIRI v prvni linii dochazi
v porovnani se samotnou chemoterapii ke zlepSeni ORR 57,3 % vs. 39,7 %,
medianu PFS (9,9 vs. 8,4 mésice, HR: 0,70; p=0,0012) i OS (23,5 vs. 20 mésicu,
HR: 0,80; p=0,0093) u neselektované populace pacientd. U pacientld s nadory
wtKRAS bylo ORR 66,3 % vs. 38,6 %, median PFS byl 11,4 vs. 8,4 mésice (HR:
0,56; p<0,001) a median OS 28,4 vs. 20,2 mésice (HR: 0,69; p=0,0024) ve
prospéch kombinace FOLFIRI + cetuximab (obrazek 23) [127]. Cetuximab ma pro
kombinaci s rezimy na bazi oxaliplatiny oporu ve vysledcich randomizovanych
studii OPUS a COIN. OPUS byla studie faze Il, kde byla ramena cetuximab +
FOLFOX vs. samostatny FOLFOX. Median PFS byl 8,3 vs. 7,2 mésice (HR 0,567,
p=0,0064) a median OS 22,8 vs. 18,5 mésice (HR: 0,855; p=0,39) [128]. COIN
byla klinicka studie faze |Ill, kde byla srovnavana ramena cetuximab +
oxaliplatina + 5-FU/kapecitabin VS. oxaliplatina
+ 5-FU/kapecitabin. Median PFS byl 8,6 vs. 8,6 mésice (HR: 0,96; p=0,60)
a median OS 19,9 vs. 20,1 mésice (HR: 1,02; p=0,86) [129]. Naopak studie
NORDIC-VII neprokazala signifikantni zlepSeni ORR, PFS ani OS pfi pfidani
cetuximabu k dnes jiz obsolentnimu bolusovému rezimu FLOX [130]. Nékolik
dalSich studii prokazalo efektivitu cetuximabu v dalSich liniich Ié€by mCRC
(v monoterapii i v kombinaci s chemoterapii). Studie CO.17 prokazala zlepSeni
medianu OS pfi podani cetuximabu v monoterapii oproti samotné podpurné IéCbé,
dalsi studie vSak prodlouzeni OS neprokazaly [131]. Mezi hlavni nezadouci ucinky
cetuximabu patfi kozni reakce, které se objevuji u vice nez 80 % pacientd.
Projevuji se pfedevSim jako akneiformni papulopustulézni exantém, hypertrichdéza,
deskvamace Ci pruritus. Mezi zavazné komplikace |1éCby patfi anafylakticka reakce
po podani cetuximabu.

V soucasné dobé je cetuximab uzivan k Ié¢bé pacientd s mCRC s wtRAS v prvni
i druhé linii IéCby v kombinaci s chemoterapii FOLFOX nebo FOLFIRI, pfipadné
v monoterapii (po selhani |éCby oxaliplatinou a irinotekanem).

59



Overall Survival
(probability)
B! s i
5

DN EJLESEHY

v
Time (months)

Clecehmomab T TMESITSMZH0TENE 97 8 = 86 5 2 &6 2 W 5 3

Obrazek 23 - Srovnani celkového preziti (OS) u pacientd s metastatickym
kolorektalnim karcinomem léCenych kombinaci cetuximabu s chemoterapii

FOLFIRI ve srovnani s chemoterapii samotnou ve studii CRYSTAL
Prevzato a upraveno podle: VAN CUTSEM E., et al., 2015 [127]

Panitumumab

Panitumumab je plné humanizovana monoklonalni protilatka typu IgG2, ktera se
vaze na jiny epitop extracelularni domény EGFR nez cetuximab a pusobi jako
kompetitivni antagonisté ligandi EGFR. V open-label studii Van Cutsema faze Il z
roku 2007 byl hodnocen panitumumab v porovnani s podpurnou terapii u
nemocnych po selhani chemoterapie. Prodlouzeni OS bylo patmé jen u
nemocnych s wtKRAS nadory, median OS v tomto pfipadé Cinil 12,3 vs. 7,3 tydne
(HR: 0,45; p=0,0001) (obrazek 24), u mutované formy KRAS byly vysledky v obou
ramenech srovnatelné (7,4 vs. 7,3 tydne; HR: 0,99; NS) [132]. KliCovy vyznam
pro terapeutické vyuziti panitumumabu u mCRC méla studie faze Ill, PRIME, ktera
hodnotila panitumumab v kombinaci s chemoterapii v prvni linii léCby mCRC.
Celkem 1183 nemocnych bylo randomizovano k lécbé rezimem FOLFOX vs.
FOLFOX + panitumumab. U wtKRAS populace bylo zaznamenano vysSi ORR v
rezimu s panitumumabem (48 % vs. 55 %) a OS bylo signifikantné delSi téz v
rameni s panitumumabem (19,7 vs. 23,9 mésice) (obrazek 25). U populace s
MKRAS byly PFS i OS v rameni s panitumumabem kratSi (19,2 vs. 15,5 mésice,
HR 1,17, p=0,14) [133]. Mezi nejCastéjSi nezadouci ucinky patfi kozni toxicita,
ktera postihuje asi 90 % nemocnych Ié€enych panitumumabem. Obdobné jako u
cetuximabu se jednd o vysev papulopustulozniho exantému. DalSi udavané
nezadouci Ucinky jsou prUjem, iontové dysbalance (hypomagnezemie,
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hypokalcemie, hypokalemie), bolesti bficha, unava a dehydratace. Panitumumab
je pozivan klé€bé mCRC u pacientu s nadory wtRAS v prvni nebo druhé linii
v kombinaci s chemoterapii FOLFOX nebo FOLFIRI, pfipadné v monoterapii u
pacientl predléCenych rezimy na bazi oxaliplatiny a irinotekanu.
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Obrazek 24 - Preziti bez progrese (PFS) u pacientl s metastatickym
kolorektalnim karcinomem Ié€enych panitumumabem ve srovnani s podparnou
léCbou (BSC)

Prevzato a upraveno podle: VAN CUTSEM E., et al., 2007 [132]
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Obrazek 25 - Celkové preziti (OS) u pacientu s metastatickym kolorektalnim
karcinomem wtKRAS |éCenych kombinaci panitumumabu s chemoterapii

FOLFOX ve srovnani se samotnou chemoterapii ve studii PRIME
Prevzato a upraveno podle: DOUILLARD J.Y., et al., 2010 [133]



9.3.3 Cilena lééba zamérena na blokadu BRAF

9.3.3.1 BRAF signalizace a mutace BRAF u CRC

BRAF predstavuje vyznamny intracelularni signalni protein zapojeny do signalni
drahy RAS/RAF/MEK/ERK, kde funguje jako pfenasSeC signalu, diky své serin-
threonin kinazove aktivité [134]. Mutace onkogenu BRAF vede ke konstitutivni
aktivaci signalizace MEK/ERK stimulujici proliferaci. Vyskyt mutaci onkogenu
BRAF je u CRC udavan kolem 5-15 % [135, 136]. Karcinomy s mutaci BRAF
(mBRAF) maji nékteré specifické charakteristiky, které jsou detailné popsany
v kapitole 10.1.2. Mutace BRAF jsou typicky asociovany s obecné nepfiznivou
prognézou CRC, a to jak u lokalizovanych, tak u metastatickych stadii [137, 138].

Inhibice aberantni aktivity mutovaného BRAF pfedstavuje efektivni nastroj cilené
léCby u takto charakterizovanych nadoru rizného typu, v€éetné CRC. Terapeuticky
se zde vyuzivaji nizkomolekularni kinazové inhibitory (obrazek 26). V Iécbé
MCRC se tyto preparaty intenzivné testuji a nékteré byly jizZ zavedeny i do klinické
praxe.

2

Proliferation
and survival

Obrazek 26 - Schéma znazornujici pfenos signalu drahy RAS/RAF/MEK/ERK a

misto plsobeni BRAF inhibitoru
Prevzato a upraveno podle: STRICKLER J.H., et al., 2017

63



9.3.3.2 BRAF inhibitory v Ié€bé mCRC

Prvni testovanou molekulou pro 1é€bu mCRC byl vemurafenib, ktery se do té
doby bézné pouzival s dobrymi vysledky u metastatického melanomu s BRAF
mutaci. Vysledky testovani tohoto preparatu v monoterapii u pacientll s mBRAF
mCRC vSak neprokazaly ocCekavany efekt. Pilotni studie faze Il, ve které byli
pacienti s mMBRAF mCRC po selhani pfedchozi lécby IéCeni monoterapii
vemurafenibem ukazala dosazeni PR pouze u jediného z 21 Ié€enych pacientd,
nasledné pfinesla randomizovana studie faze Il s oznaenim SWOG 1406. V této
studii byli pacienti s mBRAF mCRC predléceni jednou az dvémi liniemi systémové
lécby a byli randomizovani klécbé& kombinaci irinotekan + cetuximab nebo
kombinaci irinotekan + cetuximab + vemurafenib. Celkem bylo zafazeno
106 pacientd. Lécba kombinaci irinotekan + cetuximab + vemurafenib vedla
k vyraznému prodlouzeni PFS, kdy median ve zkuSebnim rameni Cinil 4,4 mésice
oproti 2,0 mésicum v rameni s irinotekanem + cetuximabem (HR: 0,42; p<0,001)
[140].

DalSim zkouSenym preparatem je enkorafenib. Jeho ucinek zkoumala
multicentricka studie faze Ill s nazven BEACON. V té bylo zafazeno 665 pacient(
s mBRAF (V600E) mCRC, predléCenych jednou Ci vice liniemi systémové |écCby.
Pacienti byli rozdéleni do 3 ramen. V prvnim rameni byli pacienti IéCeni tripletem
(enkorafenib + binimetinib + cetuximab), ve druhém rameni dubletem (enkorafenib
+ cetuximab) a v kontrolni skupiné dle preferenci investigatora, ktery mohl zvolit
cetuximab + irinotekan nebo cetuximab + FOLFIRI. Vysledky studie ukazaly
vyrazné prodlouZzenim OS i PFS u obou ramen skombinacni |éCbou
zahrnujici enkorafenib v porovnani s IéEbou kombinaci cetuximab + chemoterapie
na bazi irinotekanu.

Posledni publikovana data ukazuji median OS 9,3 mésice pro dublet enkorafenib
+ cetuximab, stejné tak 9,3 mésice pro triplet
enkorafenib + binimetinib + cetuximab vs. 5,9 mésice pro kontrolni rameno
cetuximab + chemoterapie (HR (triplet vs. kontrolni rameno): 0,60; HR (dublet vs.
kontrolni rameno): 0,61; p<0,001) (obrazek 27). Obdobné slibné vysledky byly
dosazeny i u PFS [141]. Tato data ukazuji, ze obé& kombinace s enkorafenibem
jsou vyrazné ucinnéjsi nez 1é¢ba cetuximabem a chemoterapii a zaroven to, Ze je
srovnatelna efektivita dubletu enkorafenib + cetuximab a tripletu enkorafenib
+ cetuximab + binimetinib.

Vyuziti BRAF inhibitord v prvolinové lé€bé mBRAF mCRC je v sou€asné dobé
intenzivné zkoumano. S napétim jsou oCekavany zejména vysledky probihajici
klinické studie faze I, BREAKWATER. Ugelem této multicentrické,
randomizované studie faze Il je vyhodnotit, zda kombinace cilené IéCby
enkorafenib + cetuximab nebo jejich kombinace s chemoterapii, mohou zlepSit
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klinické vysledky ve srovnani se souasnou standardni |éCbou (chemoterapie +/-
bevacizumab) u pacientl s dfive nelé¢enym mBRAF mCRC [142].
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Obrazek 27 - Srovnani celkového preziti (OS) pacientd 1é€enych tripletem
enkorafenib + cetuximab + binimetinib oproti pacientim lé¢enym dubletem

enkorafenib + cetuximab a oproti kontrolni skupiné Ié¢ené chemoterapii
Prevzato a upraveno podle: KOPETZ S., et al., 2020 [141]

9.3.4 Cilenalécba zamérena na blokadu HER2/neu

9.3.41 HER2/neu receptor a HER2/neu overexprese/amplifikace u
CRC

HER2/neu je transmembranovy receptor z rodiny HER, do které dale patfi
receptory HER1 (EGFR), HER3 a HERA4. Pri aktivaci téchto receptorl dochazi
K jejich parovani, vznikaji tak homo- nebo heterodiméry. V této podobé dochazi
k aktivaci tyrozinkinazové intracelularni domény receptoru a nasledné k dalSimu
pfenosu signalu a aktivaci dalSich signalnich drah (viz kapitola 9.3.2). Hlavni
ulohou HER2/neu je ucast na tvorbé heterodimérl, kdy funguje jako vazebny
partner pro dalSi receptory rodiny HER.

Zvysena exprese (tzv. overexprese) HER2/neu, jejiz genetickou podstatou je
amplifikace (zmnozeni kopii) daného genu, mlze vést k zesileni mitogennich
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signalll v burikach bez zavislosti na pfitomnosti ligandl danych receptora [143].
Dochazi tak k trvalé aktivaci signalnich drah receptort rodiny HER [144]. Z duvod
vzajemného propojeni funkce mezi jednotlivymi €leny rodiny receptord HER a
jejich signalizace byla vyslovena hypotéza, Ze amplifikace/overexprese HER2/neu
muze byt pfipadnou pfi¢inou rezistence k anti-EGFR terapii u mCRC.

9.3.4.2 HER2/neu blokada v Ié€bé mCRC

Blokada HER2/neu predstavuje efektivni nastroj cilené lécby a je jiz dlouho
vyuzivana v léCbé karcinomu prsu, a v nékterych pfipadech metastatického
karcinomu zaludku. V posledni dobé je hodné zkoumana a ukazuje se jako
efektivni také vl1écbé dalSich malignit, kde se muizZeme setkat s HERZ2/neu
overexpresi, kam patfi i CRC. HER2/neu overexprese/amplifikace je u CRC malo
Casta, je popisovana u cca 2-5 % pfipadu [145]. Retrospektivni studie ukazuji, ze
pacienti s mMCRC s prokazanou HER2/neu overexpresi/amplifikaci, ktefi jsou
léCeni anti-EGFR 1é€bou maji horsi [éCebné vysledky nez ti bez HER2/neu
overexprese [146, 147]. Jako dalSi potencialni terapeuticky cil se jevi i HERS,
jehoz zvySena exprese byla u kolorektalniho karcinomu téZz zaznamenana a jeho
schopnost aktivace této drahy je jesté vétsi nez HER2 [148].

Mezi dostupné latky blokujici HER2/neu receptor patfi monoklonalni protilatky
(trastuzumab, pertuzumab) a tyrozinkinazovy inhibitor (lapatinib) (obrazek 28).
Trastuzumab je humanizovana rekombinantni IgG1 monoklonalni protilatka, ktera
se vaze na extracelularni doménu receptoru HER2. Pertuzumab je humanizovana
monoklonalni protilatka, ktera se vaze na extracelularni doménu dimerizaéni
subdomény receptoru HER2, ovSem na jiné misto nez na jaké se vaze
trastuzumab. Lapatinib je peroralné podavany kompetitivni inhibitor s vysokou
afinitou pro tyrozinkinazové podjednotky receptort EGFR/HER1 a HER2.

HERZ2 inhibitory jsou v posledni dobé zkoumany v lé€bé mCRC, avSak pro malo
Casty vyskyt HER2 pozitivity u CRC je nabor pacientl do klinickych studii obtizny.
Do studie faze Il s nazZvem HERACLES, respektive do jeji podstudie HERACLES-
A bylo zafazeno jen 33 pacientd s HER2-pozitivnim mCRC. Léceni byli kombinaci
trastuzumabu s lapatinibem. | pfes pfedléCenost bylo dosazeno ORR 30 %,
u 2 pacientll bylo dosazeno CR. Stabilizace onemocnéni byla popsana u 44 %
pacientl. Do podstudie HERACLES-B bylo zafazeno 11 pacientd, ktefi byli éCeni
pertuzumabem a trastuzumabem. U dvou bylo dosazeno PR. Kombinaéni
strategie anti-HER2 cilené 1éCby u refrakternich HER2-pozitivnich mCRC tak
ukazuji velmi slibné vysledky [149].
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Obrazek 28 - Schéma blokady receptort EGFR a HER2/neu
Prevzato a upraveno podle: MARTINI G., et al., 2020

9.3.5 Imunoterapie

9.3.5.1 Protinadorova imunita a moderni imunoterapie

Imunitni systém je do urcité miry schopen rozpoznavat a eliminovat nadorové
buriky. K tomu vyuziva vSechny hlavni imunitni mechanizmy a to nespecifické
(neutrofilni granulocyty, aktivované makrofagy, NK buriky) i antigenné specifické
(opsonizacni protilatky, aktivujici komplement, aktivujici fagocytézu, zanétlivé Th1
a cytotoxické (Tc) Iymfocyty (obrézek 29) Cytotoxické T Iymfocyty pfedstavujl'
nadorovych antigenli, mezi které patfi glykoprotelny nebo fragmenty produktu
mutovanych genu. Jelikoz jsou tyto produkovany pouze nadorovymi burikami,
nazyvaji se nadorové specifické antigeny. Kromé téchto antigent se k identifikaci
nadorovych bunék hojné vyuziva antigent asociovanych s nadory, které se
fyziologicky vyskytuji na embryondlnich burikach, napf a-fetoprotein (AFP) nebo
CEA [150]. V pfipadé, ze nadorova burika nema, nebo netvofi Zzadné specifické
bilkoviny a nevyskytuji se ani HLA molekuly, které umoznuji funk&nost
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cytotoxickych T lymfocytll, nastupuji tzv. NK (natural killer) bufky a cytotoxické
monocyty. Po rozpoznani nadorové bunky burkou cytotoxickou dojde k jeji
aktivaci. Jednou z moznosti, jak likvidovat nadorové bunky, je poSkozeni bunécné
membrany pomoci perforint. DalSi moznosti je vyvolat v cilové burice apoptézu
obsazenim receptoru pro TNFB, nebo obsazenim receptoru Fas (CD95). Obecné
plati, Zze imunitni mechanizmy jsou v obrané proti nadoriim pomérné malo uc¢inné,
coz je zpusobeno velkou podobnosti nadorovych bunék normalnim bufikam. Proto
nadorové buriky Casto unikaji pozornosti imunitniho systému. Mimo to maji
nadorové buriky Fadu specifickych mechanisma, jak pfed imunitnim systémem
uniknout. Napfiklad vznikaji mutované formy bez nadorového antigenu [151].
Nékteré nadorové bunky snizuji expresi MHC glykoproteint a tim znemoziuji
jejich  rozpoznani cytotoxickymi T-lymfocyty [152]. DalS§im mechanismem
k utlumeni protinadorové imunity je produkce nékterych cytokinl nadorovymi
burikami, jako napf. TGF- nebo IL-10 [153].

Jako neobycCejné perspektivni moznost |éCby se jevi pouziti monoklonalnich
protilatek blokujicich inhibiéni receptory T lymfocytl, které funguji jako tzv.
imunitni kontrolni body (checkpointy). Jsou to regulaéni mechanismy, které
fyziologicky brani abnormalni aktivaci imunitni reakce. Receptor PD-1
(Programmed Death 1) je exprimovan na aktivovanych T a B lymfocytech a je
aktivovan vazbou ligandd PD-L1 a PD-L2, jez mohou byt produkovany T a B
lymfocyty, NK bunkami, ale také nadorovymi burikami. Receptor CTLA-4
(Cytotoxic T-lymphocyte Antigen 4) se nachazi na povrchu T lymfocytd a jde
o klicovou inhibicni molekulu. Blokada aktivace téchto inhibi¢nich molekul vede
k vyznamné aktivaci protinadorové imunity, a tak predstavuje velmi ucinnou
moznost protinadorové léCby, ktera je oznaCovana jako tzv. inhibitory imunitniho
checkpointu (Immune Checkpoint Inhibitors — ICl). Do této skupiny
protinadorovych 1€kl patfi: anti-PD-1 monoklonalni protilatky (nivolumab,
pembrolizumab), které se vazou na receptor PD-1 a blokuji jeho interakci
s ligandy PD-L1 a PD-L2; anti-PD-L1 monoklonalni protilatky (atezolizumab,
durvalumab a avelumab), které blokuji aktivaci PD-1 vazbou na jeho pfirozeny
ligand; anti-CTLA-4 monoklonalni protilatky (ipilimumab), které blokuji inhibi¢ni
signaly indukované signalni drahou pfes CTLA-4 [154].
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Obrazek 29 - Mechanismy protinadorové imunity
Prevzato a upraveno podle: Héninger E., et al., 2015

9.3.5.2 LécbalClumCRC

Systémova onkologicka léEba zalozena na aktivaci imunitniho systému za vyuziti
ICI vedla v poslednich 10 letech k vyraznému pokroku v 1éEbé Sirokého spektra
malignit. Jako vyhodné se jevi cilit imunoterapii na nadory s velkou mutacni
nalozi, sniz se u CRC muzeme setkat zejména u nadorl s deficientnim
systémem mismatch-repair proteind (dMMR, MSI-H), coz bylo popsano
v kapitole 7.7.

U dMMR nadoru byla prokazana vysoka mira infiltrace nadorové tkané tumor
infiltrujicimi lymfocyty (TIL) a zaroven byla v nadorové tkani prokazana vysoka
mira exprese protein PD-1, PD-L1 [155]. Moderni imunoterapie zaméfena na
osu PD-1/PD-L1 mlze zasadné zlepSit prognézu takovych pacientu.

Prvnim preparatem, jehoz uc€innost byla zkoumana ve spojitosti s mCRC byl
inhibitor PD-1, pembrolizumab. Do studie faze Il zkoumajici u€innost u pacientd
s mCRC byli zafazeni pacienti pfedléCeni nejméné dvéma liniemi systémove
terapie. V kohorté pacientt s dMMR nadory byla ORR 57 % oproti 0 % v kohorté
bez defektu MMR. V kohortt mCRC dMMR bylo dosazeno CR v 11 %, PR
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v 46 % a SD 32 %. Toto bylo jasnym dikazem, Zze podskupina pacientd s mCRC
s dMMR ma prospéch z Ié€by inhibitory PD-1 (obrazek 30) [156].

DalSimi preparaty, jejichz dcinnost v kombinaci byla prokazana v terapii
pokrogilého maligniho melanomu jsou nivolumab a ipilimumab [157]. Uginnost
téchto preparati u mCRC testovala klinicka studie faze Il s nazvem CheckMate
142, kam bylo zafazeno celkem 74 pacientd s mCRC po selhani prfedchozi
terapie (54 % predléCeno = 3 liniemi). ORR bylo dosazeno u 31,1 % pacientu
a69 % pacientd dosahlo kontroly onemocnéni na nejméné 12 tydnu
(obrazek 31). Vysledky byly nezavislé na stupni exprese PD-L1, mutacnim stavu
KRAS a BRAF. Podobné jako ve studiich s pembrolizumabem, byla
imunoterapie efektivni u nadort s dMMR, oproti tomu zadna lé¢ebna odpovéd
nebyla zaznamenana u nadoru s funkénim MMR systémem [158].
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Obrazek 30 - Srovnani celkového preziti (OS) pacientd s metastatickym
kolorektalnim karcinomem se zohlednénim dMMR a pMMR (proficientni, bez

defektu) Ié€enych pembrolizumabem
Prevzato a upraveno podle: LE D.T., et al., 2015 [156]
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10 Prediktivni faktory pro cilenou Ié€bu mCRC

Prediktivni faktory a personalizace Ié¢by mCRC

Prediktivni faktory jsou ukazatele, které predikuji, na zakladé specifického
biologického chovani nadoru, ucinnost (pfipadné toxicitu) konkrétniho typu lécCby.
Spolehlivé prediktivni biomarkery mohou mit velky vyznam pro klinickou praxi,
nebot umozniuji tzv. personalizaci |é€by. LéCebné postupy v soucCasné
onkologické praxi jsou zasadnim zpusobem ovlivhény konceptem personalizované
onkologické lécby, ktery je zaloZzen na vybéru optimalni terapie pro konkrétniho
pacienta pravé na zakladé vyuziti definovanych prediktivnich biomarkert [159].
Snahou je zde nabidnout danému pacientovi I1éEbu s vysokou pravdépodobnosti
dosazeni maximalni |éCebné odpovédi, pfipadné iomezit riziko zavaznych
nezadoucich ucinkd dané terapie. Prediktivni faktory mizeme obecné rozdélit na
molekularné-genetické, biochemické a klinické [160].

Molekularné-genetické prediktivni biomarkery predstavuji razné geneticke,
pfipadné epigenetické zmény, vétsinou v podobé genovych mutaci, amplifikaci
nebo zmény na urovni exprese proteint. Obecné vzato, u cilené 1éCby je vétSinou
snaz8i najit prediktivni biomarkery u terapie, ktera je zacilena na inhibici
specifickych molekul, respektive nékteré uzce definované signalni drahy. Takto je
tomu napfiklad u 1éCby cilené na blokadu EGFR, BRAF nebo HER2/neu. U mCRC
sem patfi zejména mutace gent RAS, které predikuji rezistenci k anti-EGFR
léCbé, dale pak mutace BRAF predikujici odpovéd na BRAF inhibitory a HER2/neu
overexprese/amplifikace predikujici odpovéd na HER2/neu inhibitory [161]. Na
druhou stranu, hledani efektivnich prediktivnich biomarker( pro Ié€bu cilenou na
inhibici nékterych komplikovanych biologickych procesu s Sirokym spektrem
regulace, je mnohdy velmi komplikované. Sem patfi napfiklad antiangiogenni
cilena lécba, ktera u mCRC, ale i u jinych nador(, stale nema dostupné a v praxi
vyuzitelné, molekularni prediktivni biomarkery.

Klinické prediktivni faktory efektu cilené IéCby vétSinou zahrnuji rizné nezadouci
ucinky, které jsou specifické pro dany typ terapie, a Casto je znama i jejich
asociace s efektem dané IéCby. Jejich praktické vyuZiti je vSak limitované, nebot je
ze své podstaty (objevi se v prlibéhu IéCby) nelze vyuzit pro samotny vybér typu
cilené léCby. Sem patfi napfiklad kozni toxicita u EGFR inhibitort, ktera je
asociovana s pfiznivym efektem této 1éCby [162]. U inhibitorli angiogeneze je to
vznik nebo akcelerace arterialni hypertenze [163]. Jinym typem klinickych
prediktivnich faktord je u mCRC lokalizace primarniho nadoru (viz kapitola
10.2.2).
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10.1 Molekularné-genetické prediktivni faktory pro anti-
EGFR terapii

Udava se, Ze u pfiblizné 35-45 % pacientd s mCRC nedosahne |é€ebné odpovédi
v pfipadé, ze jsou léCeni kombinaci chemoterapie s cilenou |é€bou zalozenou na
inhibici EGFR signalizace. Paradoxné muze u nékterych nemocnych vést pfidani
anti-EGFR terapie k horSim IéCebnym vysledkim neZz pfi pouZiti chemoterapie
samotné [164, 165].

Jako prulomové se ukazalo zjisténi, Zze mutace onkogeni RAS (KRAS, NRAS)
pusobi rezistenci k anti-EGFR terapii a na zakladé toho jsou pacienti s mCRC
selektovani pro tento typ cilené IéCby. Mimo RAS mutaci, je znamo mnozstvi
dalSich biomarkerd z oblasti molekularné-genetické i klinické, jejichz prediktivni
vyznam je zkouman nebo se o ném spekuluje.

10.1.1 Mutace RAS

Rodina protein0 RAS je koédovana geny KRAS, NRAS a HRAS, které patfi
k nejCastéjSim onkogenum u clovéka. Tyto proteiny hraji vyznamnou ulohu
v signalni transdukci u EGFR signalni drahy a jejich mutace vedou k dysregulaci
klicovych bunécnych procesdu, jako je proliferace, apoptéza Ci diferenciace. U CRC
se setkavame s mutacemi genll KRAS a NRAS. Vyskyt mutaci KRAS v kodonech
12 a 13 (v exonu 2) je popisovan u pfiblizné 40 % CRC a u dalSich zhruba
5 % jsou pFitomné mutace KRAS v exonech 3 a 4. Vyskyt mutaci NRAS je
popisovan u cca 5 % CRC a to v exonech 2, 3 i 4 (viz kapitola 7.7) [60].

RAS geny kéduji na membranu vazané intracelularni proteiny s GTP-azovou
aktivitou, které zprostfedkovavaiji, mimo jiné, signalni pfenos mezi EGFR a dalSimi
proteiny proliferacni kaskady RAS/RAF/MEK/ERK. V pfipadé aktivacni mutace
dochazi ke vzniku proteini RAS se soustavnou GTP-azovou aktivitou, coz vede
k neustalé stimulaci subsekventnich signalnich drah [166]. U nadord s mutaci
genu RAS (mRAS) dochazi k abnormalné zvySené aktivaci signalnich drah bez
ohledu na aktivitu EGFR, respektive bez ohledu na blokadu EGFR na urovni
receptoru monoklonalni protilatkou. To je pak duvodem, pro¢ v téchto pFipadech
dochazi k rezistenci na anti-EGFR cilenou terapii. Na zakladé toho je vylouceni
mutaci RAS nezbytnou podminkou k zahajeni anti-EGFR terapie [129, 167, 168].

ZpoCatku byl u mCRC prokazan prediktivni vyznam u mutaci KRAS.
Randomizované klinické studie CRYSTAL a OPUS prokazaly, Ze pfidani
cetuximabu k prvni linii chemoterapie u pacientt s mCRC vyznamné zlepSilo
vysledek |éCby ve srovnani se samotnou chemoterapii [128, 169]. Ve studii NCIC
CO.17 u pacientl s nadory wtKRAS Ié¢ba cetuximabem ve srovnani se samotnou
podpurnou péci vyznamné zlepSila OS (median 9,5 vs. 4,8 mésice, HR: 0,55;
p<0,001) a PFS, kde byl median 3,7 vs. 1,9 mésice (HR: 0,40; p<0,001)
(obrazek 32) [131]. Pozdéji bylo dosazeno dalSiho zlepseni prediktivni diagnostiky
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u mCRC odhalenim vyznamu mutaci NRAS. Vysledky post hoc analyzy studie
PRIME ukazaly, ze podani panitumumabu pacientim s nadory mKRAS & mNRAS
ma negativni efekt ve smyslu zhorSeni PFS a OS oproti 1é€bé chemoterapii
samotnou (OS 15,6 vs. 19,2 mésice, HR: 1,21; p=0,04). Tato studie prokazala, ze
kromé&, do té doby standardné vySetfovanych, mutaci KRAS v exonu 2
(v kodonech 12 a 13) jsou za rezistenci k panitumumabu zodpovédné i mutace
KRAS v exonu 3 (v kodonech 59 a 61) a 4 (v kodonech 117 a 146) a dale také
mutace onkogenu NRAS ve stejnych exonech (2, 3 a 4) [170,171]. Publikovana
metaanalyza hodnotici data z 9 studii nasledné prokazala, Ze anti-EGFR terapie
nepfinasi pacientim s mRAS nadory Zadny terapeuticky benefit [172]. Analyzou
mutaci onkogenu RAS v exonech 2, 3 a 4 je v sou€asné dobé mozné vyselektovat
cca 45 % pacientt s mCRC, ktefi neodpovidaji na 1éEbu cetuximabem Ci
panitumumabem.

A Mutasied K-ray

b 1

-

Dovarall Suivrril [H)

Wiomitn after Handomuzation

P, ak Rish
turrmab phes
Hintnugpartee. i W 18 T

B wWild-tpps Keray

80 s

Orviniall Sarvivad (%]

fe—

Mot afier Rasid ofviation
M ai K
Cetunmak phy 110 ol =] ™ i 1 i ]

Obrazek 32 - Srovnani celkového preziti (OS) pacientu |é€enych cetuximabem
oproti zakladni podpurné Ié¢bé (BSC) u pacientll s mMKRAS nadory (Graf A)

a u pacientu s wtKRAS néadory (Graf B)
Prevzato a upraveno podle: KARAPETIS C.S., et al., 2008 [131]
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10.1.2 Mutace BRAF

BRAF je onkogen, ktery patfi do rodiny RAF genu (ARAF, BRAF a CRAF). Kdduje
serin/threonin proteinkinazu, ktera pfenasi signal od proteinu RAS v signalni draze
RAS-RAF-MEK-ERK a jeho mutace se vyskytuje u 5-15 % CRC, z vice nez 90 %
se jedna o substituci valinu za glutamat v kodonu 600 (V600OE) exonu 15 [135].
Tato mutace vede k aktivaci RAF kinazy, tim dochazi k aberantnimu pfenosu
mitogenniho signalu celou RAS/RAF signalni drahou bez ohledu na aktivaci
EGFR, respektive jeho inhibici cilenou léCbou [173]. Zajimavé je, zZe tyto
onkogenni mutace se prakticky nevyskytuji souCasné s mutacemi RAS [174].
Mutace BRAF jsou Castéji popisovany u pravostrannych CRC, mucindznich
karcinomd a MSI-H nadort [175].

Bylo prokazano, ze BRAF mutace pfedstavuji vyznamny negativni prognosticky
faktor, které je nezavisly na podané Ié¢bé (viz kapitola 9.3.3) [136].

Prediktivni vyznam BRAF mutaci pro identifikaci pacientd s mCRC rezistentnich
k anti-EGFR cilené 1é¢bé se jevi jako pravdépodobny, ale ne zcela jisty. Byly
publikované studie, které sveédCi pro tuto hypotézu, ale i takove, které ji
nepotvrzuji. Napfiklad prospektivni studie Saridakiho et al. v roce 2013 prokazala
ve druhé a vyssi linii [éCby prediktivni vyznam mutace BRAF u wtRAS mCRC, kdy
pacienti s MBRAF nadory méli oproti pacientim s wtBRAF horsi PFS i OS [176].
Oproti tomu, vysledky metaanalyzy dat z nékolika randomizovanych klinickych
studii publikované Rowlandem et al. prediktivni vyznam BRAF mutaci pro anti-
EGFR cilenou IéEbu jednoznacné nepotvrdily (obrazek 33) [177].
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Obrazek 33 - Vysledky metaanalyzy klinickych studii ukazujici vyznam mutaci
BRAF u pacientl s metastatickym kolorektalnim karcinomem Ié€enych anti-

EGFR cilenou IéEbou
Prevzato a upraveno podle: ROWLAND A., et al., 2015 [177]

10.1.3 Mutace PI3K

Molekuly zapojené do signalni drahy PISK/AKT/mTOR patfi mezi nejvice
studované v souvislosti se vznikem mnoha typd nadorovych onemocnéni [178,
179]. Fostatidylinositol-3-kinaza (PI3K) je zapojena do signalni drahy
PIBK/AKT/mTOR, ktera ovliviuje bunécnou proliferaci a preziti bunék [180].
VétSinou se setkavame s mutacemi katalytické podjednotky alfa PI3K (PI3K
catalytic subunit alpha - PI3BKCA). Jsou popisovany u cca 15-20 % CRC a mohou
se vyskytovat sou€asné s mutacemi RAS nebo BRAF [60, 181]. Dusledkem téchto
mutaci je aberantni aktivace signalni drahy AKT/mTOR, ktera je nezavisla na
blokadé EGFR na urovni receptoru. Dle retrospektivni analyzy evropskych studii
zahrnujici pfes 700 pacientdt s mCRC l|éCenych cetuximabem, se ukazalo, ze
pouze mutace PI3KCA v exonu 20 jsou vyznamné asociovany s nizSi ORR
a kratS§im PFS i OS pfi porovnani s pacienty s nadory bez této mutace (HR: 3,29;
p=0,0057) [182]. Mutace PISKCA v exonu 20 proto mohou byt vyznamnym
faktorem v rezistenci k anti-EGFR terapii, a to zejména u pacientl s wtKRAS
mMCRC, a to také potvrdily dvé provedené metaanalyzy [102, 183]. U nékolika
dalSich nadorovych onemocnéni se nyni v klinickych studiich testuji také
nizkomolekularni inhibitory PI3K jako nové moznosti Ié€by u nadoru s timto typem
onkogenni mutace.
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10.1.4 HER2/neu exprese a amplifikace

Amplifikace genu HER2/neu se muze téz spolupodilet na primarni rezistenci k
anti-EGFR terapii. Podle retrospektivni studie publikované Yonesakou et al.
dosahovali pacienti s mMCRC s HER2/neu amplifikaci nejhorSich léCebnych
vysledku pfi |éCbé cetuximabem [184]. DalSi studie potvrzujici toto zjisténi byla
prace Jeongy et al. publikovana v roce 2017. Zde bylo zafazeno vice nez 140
pacientd s mCRC lé€enych cetuximabem v monoterapii ve druhé linii. Median PFS
se vyznamné liSil podle stavu HER2/neu, €inil 3,1 mésice u pacientl s nadory s
amplifikaci HER2/neu ve srovnani s 5,6 mésici u pacientd s nadory bez
amplifikace (HR:2,73; p=0,019) (obrazek 34) [185]. Prediktivni potencial
HER2/neu amplifikace nebo overexprese pro anti-EGFR terapii se tak jevi jako
velmi pravdépodobny.
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Obrazek 34 - Srovnani preziti bez progrese (PFS) u pacientt lé€enych
cetuximabem podle HER2/neu amplifikace
Prevzato a upraveno podle: JEONG J.H., et al., 2017 [185]

10.1.5 Exprese EGFR

Jako u prsnich tumurl byla hypotéza, Ze nemuze protilatka proti tomuto receptoru
fungovat bez zvySené exprese EGFR. Bylo ale zjisténo, Ze odpovédi na anti-
EGFR cilenou lé¢bu je dosahovano i u nadord s normalni nebo dokonce i s
zadnou imunohistochemicky (IHC) detekovatelnou expresi EGFR. Jako hlavni
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dlvod nizké hodnoty predikce byva uvadéna limitovana senzitivita IHC vySetreni
[186].

10.2 Klinické prediktivni faktory
10.2.1 Kozni exantém jako prediktivni faktor pro anti-EGFR terapii

Papulopustuldzni kozni exantém je typickym vedlejSim ucinkem anti-EGFR cilené
lé&by. Cetnost vyskytu exantému se udava az kolem 80 % a dle nékterych studii
jeho vyskyt a intenzita koreluje s vy$§im efektem této cilené 1écby (obrazek 35)
[187].

Plvodné se pfedpokladalo, Zze vysev exantému muze souviset se saturaci EGFR
v nadorové tkani. Proto se zaCaly objevovat studie, ve kterych se navySovaly
davky cetuximabu u pacientu, ktefi byli bez exantému, s cilem zlepsit efektivitu
léCby. Vysledkem bylo zvySeni ORR u pacientt s wtKRAS (30 % vs. 16 %), avSak
nikoliv zlepseni OS [188]. Exantém vSak zfejmé ukazuje pouze lokalni saturaci
EGFR v kizi, kde je taktéz EGFR vysoce exprimovan. Faktem je, Ze saturace
EGFR v nadoru muize byt zcela rozdilna [189]. Argumenty proti vyuzivani
exantému jako prediktivniho faktoru jsou zejména, Ze se exantém muize objevovat
i u pacientu, ktefi nedosahli odpovédi na anti-EGFR lécbu, ale stejné tak se
nemusi objevit u vSech pacientd s dosazenou |éCebnou odpovédi [190].
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Obrazek 35 - Srovnani preziti bez progrese (PFS) u pacientu IéEenych
panitumabem dle stupné kozni toxicity
Prevzato a upraveno podle: PEETERS M., et al., 2009 [187]
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10.2.2 Lokalizace primarniho nadoru jako prediktivni faktor pro
cilenou lé¢bu

Pravostranné tumory jsou obecné charakterizovany vyrazné horsi prognézou, coz
byva zpusobeno kumulaci vice nepfiznivych prognostickych faktort (viz kapitola
7.8). V posledni dobé se ale ukazuje, Ze lokalizace primarniho nadoru muze byt
i vyznamnym prediktivnim markerem pro cilenou IéCbu. Dle retrospektivné
analyzovanych dat z klinickych studii CRYSTAL, PRIME, NCIC CO.17 a studie
20050181 bylo zjisténo, Ze v pfipadech wtRAS byla ucinnost anti-EGFR protilatek
vyS8Si u levostrannych nadort ve srovnani s pravostrannymi [191-194]. Data
z randomizovanych klinickych studii AGITG MAX, NO16966, AVF2107g hodnotici
prediktivni roli lokalizace primarniho nadoru ve spojitosti s anti-VEGF [éCbou
naznacuji, ze primarni lokalizace nadoru nema vliv na ucinnost bevacizumabu
[195-197]. Dle doporuceni ESMO je pfi vybéru typu cilené I1éEby vhodné zohlednit
kromé& molekularné-genetickych prediktord (mutace RAS a BRAF) i primarni
lokalizaci nadoru [198].

V retrospektivni studii, ktera probéhla na nasem pracovisti, bylo cilem posoudit,
zdali ma lokalizace primarniho tumoru prediktivni roli pro cilenou Ié€bu u pacientl
MCRC s wtRAS. Zarazeno bylo celkem 178 pacientd lé€enych v prvni linii
chemoterapii spolu s cetuximabem, panitumumabem nebo bevacizumabem. Byl
zaznamenan delSi PFS a OS u pacientl s levostrannymi tumory, ktefi byli [éCeni
anti-EGFR protilatkami oproti pacientiim s pravostrannymi nadory, zatimco nebyl
zjistén zadny rozdil podle stranové lokalizace u pacientd léCenych
bevacizumabem (obrazek 36). Z hlediska PFS i OS se jako optimalni |éCebny
pristup v prvni linii jevi podani anti-EGFR protilatek pacientim s levostrannym
tumorem a bevacizumabu pacientlim s pravostrannym tumorem (obrazek 37)
[199].
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Obrazek 36 - Srovnani preZiti bez progrese (PFS) a celkového preZziti (OS)
u pacientt Ié€enych anti-EGFR protilatkami a bevacizumabem podle lokalizace

primarniho nadoru
Prevzato a upraveno podle: FIALA O., et al., 2019 [199]
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Obrazek 37 - Srovnani preziti bez progrese (PFS) a celkového preziti (OS)
mezi [éCebnymi pfistupy: anti-EGFR protilatky pro levostranné wtRAS mCRC
a bevacizumab pro pravostranné wtRAS mCRC vs. anti-EGFR protilatky pro

pravostranné wtRAS mCRC a bevacizumab pro levostranné wtRAS mCRC
Prevzato a upraveno podle: FIALA O., et al., 2019 [199]



11 MicroRNA

MicroRNA (miR) jsou kratké nekddujici RNA o délce 18-25 nukleotidu, které
reguluji expresi genl na post-transkripéni urovni a jejich deregulace muze vést ke
vzniku rdznych onemocnéni, v€etné téch nadorovych. V poslednich letech jsou
Castym prfedmétem onkologického vyzkumu, nebot bylo opakované prokazano
jejich vyznamné zapojeni do proceslt kancerogeneze [200-202]. Odhaduje se, Ze
tyto malé molekuly tvofi pfiblizné 5 % lidského genomu a mohou regulovat expresi
az 60 % vS8ech genu kodujicich proteiny [203]. Je zndma schopnost téchto molekul
ovliviiovat genovou expresi mnoha nadorovych supresort &i onkogenu a tim
padem se velkou mérou podilet na procesech vedoucich k maligni transformaci
bunék. Uplatiuji se v regulaci kliCovych bunécnych procesu jako je diferenciace,
proliferace nebo apoptéza. Dulezitou roli sehravaji i v regulaci bunécného cyklu,
angiogeneze Ci hematopoezy [204].

Historie miR se datuje do roku 1993, kdy byla identifikovana prvni miR, ktera byla
oznacena jako lin-4 [205]. Nyni je znamo jiz vice nez 1900 miR v lidském genomu
a udaje o jejich strukture €i funkci jsou shromazdovany v online databazich [206].
Duavodem, pro¢ se jevi miR jako slibné biomarkery je jejich vysoka stabilita,
pfitomnost v tkanich i télnich tekutinach a relativné snadna detekce. | pfes to, ze
byly miR objeveny relativné nedavno, byla jiz jejich role v nadorové biologii
pomeérné dobfe zmapovana. V poslednich letech se objevuji prace, které dokazuiji,
Ze by tyto molekuly mohly slouzit jako nové diagnostické biomarkery, ale i jako
nové prediktivni a prognostické biomarkery vyuzitelné k predpovédi prognozy
a/nebo |é€ebné odpovédi u onkologickych pacientt [207, 208].

11.1 Vznik a funkce miR v organismu

Geny pro miR se nachazi na vSech chromozomech, vyjma chromozomu Y. Mohou
se vyskytovat samostatné nebo v tzv. klastrech a nejCastéji se nachazi v intronech
kédujicich genu nebo v genech pro nekddujici RNA [209]. Syntéza miR probiha
v jadfe buriky, a to prostfednictvim RNA polymerazy Il. Nejdfive tak dochazi
k syntéze prekurzoru oznaCovaného jako pri-miRNA. Ten je nasledné& upraven
proteinovym komplexem zvanym Mikroprocessor complex, ktery je slozeny ze
dvou zakladnich proteind Drosha (ribonukleaza Ill) a Pasha (protein DGCRS,
vaze se na dvouvlaknovou RNA) [210]. Po sestfihu Mikroprocesorem se méni pri-
mMiRNA na pre-miRNA. Nasledné probiha transport komplexem Exportin 5 z jadra
buriky do cytoplazmy, kde je pre-miRNA Stépena enzymem Dicer (ribonukleaza
[ll) na fragmenty o délce zhruba 22 nukleotidi [211]. Proces biogeneze miR je
znazornén na obrazku 38.
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Obrazek 38 - Biogeneze miR v bunce
Prevzato a upraveno podle: NOVAK J., et al., 2016

Zralé miR jsou zaclenény do komplexu RISC (RNA induced silencing complex),
ktery se pak vaze na komplementarni sekvence na 3' konci cilové mRNA, kterou
tim degraduje a ve vysledku tak vede k zablokovani translace cilového genu [205,
212]. Tento proces, pfi kterém miR interferuji s cilovymi useky mRNA se nazyva
RNA interference (obrazek 39) [213]. Parovani sekvenci miR a cilové mRNA je
v nékterych pfipadech ¢astecné nespeficické a nékteré miR tak mohou interagovat
s vétSim mnozstvim cilovych mRNA, mohou tedy ovliviiovat expresi nékolika gen
a v kone¢ném dusledku tak ovliviiovat rizné bunécéné procesy.

Nejnovéjsi studie naznacuji, ze genova exprese muze byt pomoci miR nejen
tlumena, ale téz zvySena, a to predevsSim v pfipadé, kdy je organizmus vystaven
hladovéni Ci jinym stresovym podminkam [214]. Také se ukazuje, Ze regulace
genové exprese cestou miR je mnohem komplexnéjsi, nez se puvodné
predpokladalo, a zfejmé bude trvat jesSté nékolik let Ci desetileti, nez bude zcela
objasnéna detailni funkce téchto malych molekul v zivych organizmech.
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Prevzato a upraveno podle: NOVAK J., et al., 2016

11.2 MiR a kancerogeneze

Jak jiz bylo zminéno, kancerogeneze je mnohastupniovy proces, ktery je, mimo
jiné, charakteristicky neomezenym replikaCnim potencialem bunék, poruchami
v apoptotické bunécné smrti, schopnosti neoangiogeneze, schopnosti bunék
uniknout imunitnimu systému, a metastazovanim.

Zmény exprese ruznych miR jsou pro zhoubné nadory typické. Cestou
dysregulace na urovni miR dochazi k ovlivnéni exprese fady onkogenu nebo
naopak tumor supresorovych genu [215]. Pfenesené tak Ize, na zakladé jejich
funkce, oznacit nékteré miR za onkogenni a jiné za tumor supresorove. Za
predpokladu, Ze miR plni funkci nadorového supresoru, je jeji hladina v nadorové
tkani sniZzena oproti zdravé tkani (down-regulace). Naopak, miR, které pini funkci
onkogenu jsou v nadoroveé tkani pfitomny ve zvySené mife (up-regulace) [216].
Dysregulace na urovni miR mohou indukovat nebo vyznamné pfispét k maligni
transformaci bunky, ale mohou téZz vyznamné ovlivnit biologické chovani nadoru.
Vznikaji rGznym mechanismem. Casto se jednd o poruchy procest jako je
biogeneze nebo maturace miR, dale jsou to zmény na urovni genomu v podobé
mutaci nebo se jedna o zmény epigenetické [217].

Prvnim lidskym nadorovym onemocnénim, o kterém bylo zjisténo, Ze je spojeno
s dysregulaci miR, je chronicka lymfocytarni leukémie (CLL). V roce 2002 byla
Calinem et al. publikovana prvni prace, ktera popisovala vztah mezi expresi
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nékterych miR a vznikem CLL [218]. O rok pozdéji byla Michaelem et al. poprvé
popsana dysregulace nékterych miR u CRC. Vtéto studii autofi popsali
down-regulaci miR-143 a miR-145 v nadorové tkani CRC [219]. Nasledné byla
popsana cela fada dalSich miR, u nichz dochazi k vyznamnym dysregulacim
u CRC pfi srovnani s normalni tkani stfevniho epitelu. Dosud bylo identifikovano
celkem asi 160 riznych miR, které jsou deregulovany u CRC. Zde je mozné uvést
napf. up-regulace (zvySeni exprese) miR-135b, miR-31, miR-183, miR-92, miR-93,
miR-17 a miR-96, naopak down-regulace (snizeni exprese) miR-133b, miR-143,
miR-145, miR-192, miR-215, miR-16, let-7a a miR-145 [220].

11.3 MiR jako diagnosticky biomarker

Hlavnim pfedpokladem pro uspésnou léCbu nadorového onemocnéni je v€asna
a rychla diagnostika. V této oblasti se mohou uplatnit pfedevSim cirkulujici miR.
Nedavné studie potvrdily, Zze nadéjnymi kandidaty pro c¢asnou neinvazivni
diagnostiku nadorovych onemocnéni by mohly byt pravé cirkulujici miR, nebot je
mozné je detekovat v télnich tekutinach, jakymi jsou sérum, plazma, sliny, moc¢
nebo sputum [221]. Duvod vyskytu miR v cirkulaci vysvétluji nékteré hypotézy.
Jednou z nich je pasivni uvolfiovani z poskozenych bunék, druhou pak aktivni
sekrece pomoci mikrovezikull [222]. Faktem je to, Ze doposud neni zcela jasna
funkce, jakou maji tyto molekuly v cirkulaci.

Byla publikovana fada zajimavych studii, které se zabyvaly moznosti vyuziti
cirkulujicich miR jako diagnostickych biomarkert u pacientl s CRC [223, 224].
Mezi nejCastéji analyzované miR v krevnim séru &i plazmé u CRC patfi miR-92a
a miR-29a, diky jejichz hladiné exprese je mozné odlisit zdravé lidi od pacientl
s CRC [223, 225]. Dle prace Kanaana et al. z roku 2012 bylo mozné dle
plazmatické koncentrace miR-21 odliSit pacienty s CRC od kontrolni skupiny
zdravych lidi az s 90 % specificitou a senzitivitou [226]. Giraldez et al. popsali
panel Sesti miR (miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-15b, miR-29a, miR-335), jejichz
exprese byla vyznamné up-regulovana u pacientt s CRC oproti zdravym
kontrolam [227]. DalSi vyznamna studie autorl Kanaan et al. popsala panel osmi
miR (MiR-331, miR-195, miR-532-3p, miR-17, miR-142-3p, miR-15b, miR-532-5p,
miR-652), na zakladé jejichz exprese bylo mozné odliSit zdravé jedince od
pacientl s benignimi polypy €i adenomy s vysokou pfesnosti [228]. Na zakladé
téchto vysledkll se zda, ze by cirkulujici miR mohly pfedstavovat biomarkery
vyuzitelné pro neinvazivni diagnostiku CRC, ale také k zachytu dokonce
i prekancerdznich lézi.

Ur€itou limitaci diagnostického potencialu cirkulujicich miR pfedstavuje jejich
specificita. Bylo zjisténo, Zze mnohé cirkulujici miR nejsou dostateéné specifické
pro CRC, nebot jejich deregulovana exprese v séru Ci plazmé byla popsana
i ujinych typl malignit, ale i u nékterych nenadorovych onemocnéni [229].
Kazdopadné, bude trvat jesté delSi dobu, nez se nékteré z téchto kandidatnich
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molekul potvrdi svlj vyznam a stanou se novymi biomarkery vyuzivanymi pro
diagnostiku CRC v realné klinické praxi.

11.4 Prognosticky a prediktivni vyznam miR

V posledni dobé se ukazuje, ze mimo oblast diagnostiky, mohou mit miR vyznam
i jako prognostické a prediktivni biomarkery u nadorovych onemocnéni. Jedna
z prvnich studii, ktera popisovala prognosticky potencial miR, byla publikovana
v roce 2006 autory Xi et al. Tato prace ukazala, Ze up-regulace miR-200c v nadoru
koreluje s kratS§im OS pacientd s CRC [230]. Od té doby nékolik dalSich studii
potvrdilo, Ze up-regulace této miR jsou spojeny s horSi prognézou nemocnych.
Studie Toiyamy et al. ukazala zvySené sérové hladiny miR-200c u pacientl
s mMCRC oproti pacientiim v I-lll. stadiu [231]. Hur et al. popsali up-reulaci miR-
200c ve tkani jaternich metastaz ve srovnani s primarninim nadorem [232]. DalSi
miR, ktera ma vyznamny prognosticky potencial je miR-21. Bylo popsano, ze miR-
21 je up-regulovana u riznych nadorovych onemocnéni, v€etné CRC [233].
Ve studii Slabého et al. korelovala up-regulace miR-21 v nadorové tkani s vyS$Sim
klinickym stadiem CRC a tim i horSi prognézou pacientt [233]. ZvySené sérové
hladiny miR-21 byly také asociovany s velikosti nadoru, vzdalenymi metastazami
a kratkym prezitim, pfiCemz se jednalo o nezavisly prognosticky biomarker [234].
Studie autoru Schetter et al. potvrdila korelaci mezi up-regulaci miR-21 v nadoru
a horsi prognézou bez zavislosti na stagingu ¢i jinych klinickych parametrech
[235]. Kjaer-Frifeldt et al. provedli studii zaméfenou na pouziti miR-21 jako
prognostického faktoru u pacientt s CRC ve stadiu Il. Ukazalo se, ze miR-21
muUze byt kombinovana s jiz zavedenymi rizikovymi faktory, které jsou bézné
pouzivané ke stratifikaci rizika pacientl, u nichz je zvazované podani adjuvantni
chemoterapie. U pacientl s up-regulaci miR-21 bylo vysokeé riziko vzniku recidivy
a méli by zfejmé prospéch z adjuvantni l1é€by [236]. K obdobnym vysledkim dosli
autofi Oue et al. Na kohorté japonskych pacientu ve Il. stadiu CRC dosli k zavéru,
Ze pacienti s nizkou hladinou exprese miR-21 méli lepSi IéCebnou odpovéd na
adjuvantni chemoterapii [39].

Recentné publikovana data nasvédCuji tomu, Ze rizné dysregulace na urovni miR
mohou byt spojené s odpovédi na specficky typ systémové 1éCby a mohou tak
predstavovat potencialni prediktivni biomarkery. VySe zminéna studie Schatera et
al. ukazala, Ze up-regulace miR-21 v nadoru koreluje jak se Spatnou prognézou,
tak i s horSi odpovédi na léCbu 5-FU [237]. Bylo zjisténo, Zze down-regulace
nékolika dalSich miR jsou také spojeny s chemorezistenci. Down-regulace miR-
129, potazmo miR-15b byly identifikovany v nadorovych bunécnych liniich
rezistentnich na 5-FU [238, 239]. V dalSi in vitro experimentalni praci bylo zjisténo,
Zze down-regulace miR-143 v nadorové tkani vyznamné koreluje s lepSi odpovédi
na lécbu 5-FU [240]. DalSi prace ukazala, ze up-regulace miR-153 byla spojena
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s rezistenci na oxaliplatinu a cisplatinu jak u pacientll s CRC, tak i v experimentu
na bunécnych liniich CRC [241].

Velkou vyzvou je najit vztah mezi dysregulacemi miR a odpovédi na cilenou |éCbu.
Mosakhani et al. zjistili, ze up-regulace miR-31, miR-140-5p, let-7 a down-regulace
miR-592 a miR-1224-5p v nadorové tkani pacientd s wtKRAS mCRC koreluji
s horsi l1é€ebnou odpovédi na IéCbu cetuximabem v€etné kratSiho OS [242].
Hansen et al. popsali korelaci mezi up-regulaci miR-126 v krevnim séru pacientd
s MCRC a Spatnou odpovédi na l|éCbu bevacizumabem [243]. Vyznamnym
zjisténim Saridakiho et al. bylo, Ze odpovéd pacientl na cilenou IéCbu nemusi byt
ovlivnéna pouze deregulovanou expresi miR, ale téz i mutaci cilovych genu, ktera
ma pak za nasledek znemoznéni vazby miR, které by mély regulaovat expresi
daného cilového genu. Autofi zde popsali, Ze nékteré jednonukleotidové
polymorfismy (Single Nucleotide Polymorphism - SNP) genu KRAS vedou
k poruSe interakce miR let-7 s cilovou mRNA, coz ma za nasledek dobrou
|é€ebnou odpovéd na anti-EGFR protilatky [244].

Prediktivni vyznam miR je cilem intenzivniho experimentalniho i klinického
vyzkumu, ktery v soucCasné dobé probiha. Zatim je zde vSak stale mnoho
nezodpovézenych otazek, publikovana klinicka data jsou vétSinou retrospektivni
a soubory pacientu limitované. Kazdopadné, vySe uvedené zajimavé vysledky
jsou pfedpokladem k tomu, Ze pouziti miR jako prediktivnich biomarker( by mohlo
vést ke zlepSeni personalizované péce u pacientt s CRC.
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12 Cile

Cilem predkladané dizertacni prace bylo zhodnoceni mozZné asociace mezi
dysregulaci nékolika vybranych miR v nadorové tkani a efektem cilené I1éCby
u pacientd s mCRC. Takto identifikované miR by bylo mozné vyuzit jako
potencialni prognostické a/nebo prediktivni biomarkery. Prace je rozdélena na dvé
casti.

Prvni ¢ast prace je zamérena na hodnoceni vyznamu dysregulaci miR-126
a miR-664 v nadoru u pacientu lé¢enych chemoterapii a bevacizumabem.

Druha €ast prace je zaméfena na hodnoceni vyznamu dysregulaci miR-125b,
let-7c, miR-99a, miR-17, miR-143 a miR-145 v nadoru u pacientl lé€enych
chemoterapii a anti-EGFR protilatkami.
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13 Vyznam dysregulaci miR-126 a miR-664 v nadoru u

pacientid s mCRC lé€enych bevacizumabem

13.1 Metodické postupy

Soubor pacient

Do studie bylo zafazeno 63 pacientu s histologicky verifikovanym mCRC, ktefi byli
v letech 2009 az 2015 léCeni systémovou terapii zaloZenou na kombinaci
bevacizumabu a chemoterapie na Onkologické a radioterapeutické klinice Fakultni
nemocnice Vv Plzni. Souhrnna charakteristika souboru pacientd je uvedena
v tabulce 6. Klinicka data pacientl byla hodnocena retrospektivné.

Tabulka 6 - Zakladni charakteristiky souboru pacientt

Charakteristika Kategorie n (%)
Pohlavi Zeny 20(31,7)
Muzi 43 (68,3)
Vék <70 let 48 (76,2)
>70 let 15 (23,8)
:srl;acl)lrz:lce primarniho Rektum 26 (41,3)
Kolon 36 (57,1)
Sigma 1(1,6)
Linie 1é&by 1. 48 (76,2)
2. 9(14,3)
3. 1(1,6)
4, 2(3,2)
Chybéjici data 3(4,8)
Resekabilita Neresekabilni 32(50,8)
Potencialné resekabilni 11 (17,5)
Chybéjici data 20 (31,7)
Stav mutace KRAS Nemutovany (WtKRAS) 17 (27,0)
Mutovany ( mKRAS) 21(33,3)
Nestanoveno 25(39,7)
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Lécba a sledovani follow-up

Bevacizumab (Avastin) byl podavan v kombinaci s chemoterapii, nasledné bylo
pokraCovano v rezimu udrzovaci |éCby ve standardni schvalené davce (5,0 mg/kg
kazdych 14 dni nebo 7,5 mg/kg kazdych 21 dni). Chemoterapie byla slozena
z nasledujicich schémat: 5-FU a leukovorin v kombinaci s oxaliplatinou (FOLFOX)
nebo irinotekanem (FOLFIRI) nebo samostatné (FU/FA). Zadny z pacientd nebyl
v minulosti 1é€en antiangiogenni terapii. Klinické vySetfeni a rutinni laboratorni
testy byly provadény kazdé dva tydny. V ramci monitorovani efektu terapie byly
vyuzivany standartni radiodiagnostické zobrazovaci metody jako je CT nebo
PET/CT, které byly v prubéhu I|éCby provadény kazdé tfi meésice, pfipadné
mimoradné pfi klinickém podezfeni na progresi nalezu. Objektivni léCebna
odpovéd byla hodnocena nezavislym radiologem za pouziti RECIST kritérii [39].
Lécebna odpovéd byla hodnocena jako kompletni remise (CR), ¢aste¢na remise
(PR), stabilni onemocnéni (SD) anebo progredujici onemocnéni (PD). Mira
dosazeni celkoveé objektivni odpovédi (ORR) zahrnovala pacienty dosahujici CR a
PR.

PFS bylo stanoveno od data zahdjeni 1éEby bevacizumabem do data prvni
zdokumentované progrese onemocnéni nebo smrti. OS bylo stanoveno od data
zahajeni léCby bevacizumabem do data umrti, bez ohledu na jeho pfi¢inu. Median
sledovani v dobé analyzy €inil 47,6 mésice.

Stanoveni exprese miR

Celkova RNA byla izolovana ze vzorkd nadorové a makroskopicky zdravé sliznice
z resekované Casti tlustého stfeva (vzorky nenadorové tkané byly odebrany co
nejdale od mista nadoru). Izolace RNA byla provedena pomoci TRI Reagent ® RT
(MRC, Cincinnati, OH, USA) dle protokolu vyrobce. Celkova koncentrace RNA
byla méfena soupravou Qubit RNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) a pro reverzni transkripci byly vzorky zfedény na 2 ng/ul.
Pro hodnoceni exprese miR byly pouZity genové specifické testy TagMan (Thermo
Fisher Scientific). Cili pro analyzu byly hsa-miR-126-3p (ID testu 002228),
hsa-miR-126-5p (000451), hsa-miR-664-3p (002897), hsa-miR-16 (000391)
a hsa-miR-345 (002186), pfiCemz dvé posledni miRNA byly pouzity jako
referentni geny na zakladé jiz dfive publikovanych udaja a vlastni analyzy
expresni stability kombinaci Ctyf algoritmi (BestKeeper, NormFinder, Genorm
a Srovnavaci metody Delta Ct). Reverzni transkripce byla provedena samostatné
pro kazdou miR pomoci specifickych primerd z jednotlivych TagMan testu
v kombinaci s TagMan ® MicroRNA sadou pro reverzni transkripci (Thermo Fisher
Scientific). Relativni exprese miR byla méfena v triplikatech v 10 ul reakcich na
pFistroji CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) s TagMan ® Universal Master Mix Il
(Thermo Fisher Scientific). VSechny reakce byly testovany na nespecifické signaly.
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Statisticka analyza

K charakterizaci skupiny pacientt byly pouzity standardni frekvenéni tabulky
a popisna statistika. Zmény exprese miR-126-3p, miR-126-5p a miR-664-3p
v nadorové tkani (ve vztahu k nenadorové tkani) byly testovany na statistickou
vyznamnost pomoci jednovybérového Wilcoxonova testu. Korelace mezi
relativnimi expresemi miR byly hodnoceny pomoci Spearmanova korela¢niho
koeficientu. Pacienti, u kterych nedoslo k progresi ¢i k umrti, byli cenzorovani
k datu posledni zaznamenané kontroly s ohledem na jejich PFS nebo
OS. Sledované udalosti majici vliv na dobu pfeziti byly hodnoceny vyuzitim
Kaplan-Meierova odhadu distribuce prezivani, a to funkci vyuZzivajici linearni
interpolaci mezi uplnym pozorovanim po pozadovany c&as. Odhady medianu
sledovani byly vypocitany pomoci inverzni Kaplan-Meierovy metody. Statisticka
vyznamnost rozdild v analyze Kaplan—Meiera u hladin exprese miR-126-3p,
miR-126-5p a miR-664-3p byla hodnocena pomoci log-rank testu. Pomoci Coxova
modelu proporcionalnich rizik byl hodnocen vztah exprese zkoumanych miR
a jinych potencialnich prognostickych faktori pro PFS a OS. K testovani
signifikance up- nebo down-regulace byl pouzit jednovybérovy t-test. Rozdily
v urovni zmény exprese miR a jejich korelace s odpovédi na Ié€bu z hlediska ORR
byly testovany pomoci dvouvybérového t-testu. VSechny uvedené p hodnoty
jsou oboustranné a hladina statistické vyznamnosti byla nastavena
na a = 0,05. Statistické zpracovani a testovani bylo provedeno pomoci softwaru
STATISTICA pro analyzu dat (verze 12; StatSoft, Inc, 2013; www.statsoft.com).

13.2 Vysledky

13.2.1 Exprese miR v nadorové tkani

Snizené hladiny nadorové exprese miR-126-3p a miR-126-5p ve srovnani
s pfilehlou nenadorovou tkani byly zjistény u 51 (80,9%) pacientu a 53 (84,1%)
pacientl (p<0,0001 a p <0,0001). Nizké hladiny nadorové exprese miR-664-3p ve
srovnani s nenadorovou tkani byly zjisttny u 23 (36,5%) pacientl
(p=0,0132). Hladiny exprese vybranych miR jsou znazornény na obrazku 40.
Relativni nadorové exprese miR-126-3p a miR-126-5p spolu signifikantné
korelovaly (Spearmanovo rs=0,711, p<0,0001), zatimco pouze slaba korelace byla
pozorovana mezi miR-664-3p a miR-126-3p (rs=0,274, p=0,0297). Naopak zadna
signifikantni korelace nebyla zaznamenana mezi miR-664-3p a miR-126-5p
(rs=0,107, p=0,4058). Vysledky korelacni analyzy jsou zobrazeny na obrazku 41.

91


http://www.statsoft.com)/

92

256
128

- W D
[ TR S & « B > I % [ 8

1
12
1/4
1/8

116
1/32
1/64
1/128
1/256

Exprese v nadorové ku nendadoroveé tkani
(nadorova tkan / nenadorova tkan)

T

L

Wilcoxonlv parovy test

p <=0,0001 p <0,0001 p=0,0132

oo
|

[
i .

Ll

L

T

Ll

Ll

L]

r

1
o

¥ ¥
s

— Median
T 25%-75%
Hodnoty

miR-126-3p miR-126-5p miR-664-3p

Obrazek 40 — Zmény exprese miR-126-3p, miR-126-5p a miR- 664-3p v

nadoru oproti pfilehlé nenadorové tkani



—
2,

MiR-126-5p pomér exprese
(nador / nenadorova tkan)

(b)

256

256 1 256
B4 64
e o)
16 | Ec 16 0
E :E‘ .%3 o 8o
4t o o GEJ '8 4 o Cb% o .
o o
go o ° ag O eog @QEU
1 o 5% o 2= 1 &Do% CE—
° Bloo 313 i
144 ¢ o’ o] @ g 174 o @
oo % 7 %E i o ?
1116 ¢ D-" £ 116
o Spearman’sr, = 0,711 Spearman'sr, = 0,274
1184 y p =< 0,0001 1/64 p=0,0297
b 51
1/256 & 1/256
1/256 1/64 1116 14 1 4 16 64 256 112656 1/64 116 14 1 4 16 64
'MIR-126-3p pomer exprese MIR-126-3p pomér exprese
(nadorova / nenadorova tkan) (nadorova / nenadorova tka)
(c)
256
64 b
EE 16}
35 ¢ o
@ 9 "o, 8
ER 1 —o "'-oé'"-’ o
Qe § =]
[ = ' o
e é - o ’,doﬁ §J 00na
! i o a
&3 a6
!:_,_-L ] 116 ”
EZ
= 1164 } Spearman’s r, = 0,107
. p=0,4058
|.. o
1/256 &
1/256 1/64 116 1/4 1 4 16 64 256

miR-664-3p pomér exprese
{nadorova / nenadorova tkaf)

Obrazek 41 - Korela¢ni analyza exprese miR-126-3p a miR-126-5p (a), miR-
5 126-3p a miR-664-3p (b) a miR-664-3p a miR-126-5p (c).
Sedé linie odpovidaji poméru exprese 1, tj. beze zmény exprese mezi
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13.2.2 Vztah mezi hladinami exprese miR a efektem Iécby

Nebyla prokazana signifikantni korelace ORR (CR+PR) s nadorovou expresi
miR-126-3p (p=0,6567), miR 126-5p (p=0,3424) ani miR664 (p=0,7310)
(obrazek 42).
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Median PFS u pacientll se snizenou nadorovou expresi miR-126-3p Cinil
8,8 mésice (95% CI: 7,1-10,0) ve srovnani s 13,5 mésici (95% CI: 3,4-38,2)
u pacientl se zvySenou expresi (p=0,0064; obrazek 43). Median OS u pacientu
se snizenou nadorovou expresi miR-126-3p €inil 20,9 mésice (95% CI: 17,8-27,2),
medianu OS u pacientu se zvySenou expresi nebylo dosazeno (p=0,0027;
obrazek 43). Mediany PFS a OS u pacientl se snizenou nadorovou expresi
miR-126-5p Cinily 9,0 (95% CI: 7,9-10,4) a 22,2 (95% CI: 18,1-29,7) mésice ve
srovnani s 12,0 (95% CI: 2,9-15,4) mésict a 23,4 (95% CI: 6,9-36,8) mésicu
u pacientll se zvySenou expresi (p=0,2113 a p=0,6858, obrazek 44). Mediany
PFS a OS Cinily u pacientd sdown-regulaci miR-664-3p v nadoru 9,1 (95% CI:
5,7-11,6) mésice a 22,5 (95% CI: 17,8-31,6) mésice ve srovnani s 8,8 (95% CI:
5,4-11,0) mésice a 23,4 (95% CI: 17,2-38,1) mésice u pacientl bez zmény nebo
se se zvysSenou expresi (p=0,2542 a p=0,1922; obrazek 45). Hodnoty PFS a OS
jsou shrnuty v tabulkach 7-9. Zakladni klinické parametry byly hodnoceny
spolecné s expresemi miR-126-3p, miR-126-5p a miR-664-3p v Coxové
vicerozmérném modelu, kde bylo potvrzeno, Ze down-regulace miR-126-3p
predstavuje vyznamny nezavisly faktor pro PFS (HR: 0,28; p=0,0053) i OS (HR:
0,18; p=0,0046; tabulka 10). Median PFS celé kohorty pacientl Cinil 9,1 mésice
(95% CI: 7,9-10,8) a median OS 23,4 mésice (95% CI: 18,6-31,0).
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Tabulka 7 - Preziti bez progrese (PFS) a celkové preziti (OS) dle zmény exprese

miR-126-3p v nadoru

Exprese miR-126-3p v nadorové tkani

p (log-rank test)

< Nenadorova tkan
( n=51)

> Nenadorova tkan

(n=12)

Median PFS (95% Cl)

3 mési¢ni PFS (95% Cl)

6 mésicni PFS (95% Cl)

12 mési¢ni PFS (95% Cl)
Median OS (95% Cl)

12 mési¢ni OS (95% Cl)
24 mésiéni OS (95% Cl)
36 mésicni OS (95% Cl)

8,8 mésice (7,1-10,0)
79,8 % (68,8-90,8)

65,5 % (52,4-78,6)

24,0 % (12,0-36,1)

20,9 mésice (17,8-27,2)
81,0 % (70,2-91,8)

40,1 % (25,8-54,5)

24,9 % (11,8-38,0)

13,5 mésice (3,4-38,2)

78,7 % (44,7-96,1)
65,8 % (39,0-92,6)
58,1 % (30,2-86,0)
Nedosazeno

75,5 % (51,2-99,8)
66,1 % (39,3-92,9)
57,6 % (29,1-86,2

0,0064

0,0027

Tabulka 8 - PreZiti bez progrese (PFS) a celkové preziti (OS) dle zmény exprese

miR-126-5p v nadoru

Exprese miR-126-5p v nadorové tkani

p (log-rank test)

< Nenadorova tkan 2

(n=53)

Nenadorova

(n=10)

tkan

Median PFS (95% Cl)

3 mésicni PFS (95% Cl)

6 mésicni PFS (95% Cl)

12 mésicni PFS (95% Cl)
Median OS (95% Cl)

12 mésicni OS (95% Cl)
24 mésiéni OS (95% Cl)
36 mésicni OS (95% Cl)

9,0 mésica (7,9-10,4)
80,5 % (69,9-91,2)

66,8 % (54,1-79,5)

27,1 % (14,8-39,3)

22,2 mésice (18,1-29,7)
81,7 % (71,3-92,2)

44,9 % (30,8-59,1)

31,5 % (17,9-41,1)

12,0 mésicti (2,9-15,4)
74,5 % (47,7-100)
58,9 % (28,5-89,4)
49,7 % (18,8-80,7)
23,4 mésice (6,9-36,8)
70,6 % (42,5-98,8)
49,4 % (18,4-80,5)
37,7 % (6,3-69,2)

0,2113

0,6858

Tabulka 9 - Preziti bez
miR-664-3p v nadoru

progrese (PFS) a celkové preziti (OS) dle zmény exprese

Exprese miR-664-3p v nadorové tkani

p (log-rank test)

< Nenadorova tkan 2

(n=23)

Nenadorova

(n=40)

tkan

Median PFS (95% ClI)

3 mésicni PFS (95% Cl)

6 mésicni PFS (95% Cl)

12 mési¢ni PFS (95% Cl)
Median OS (95% Cl)

12 mési¢ni OS (95% Cl)
24 mésiéni OS (95% Cl)
36 mési¢ni OS (95% Cl)

9,1 mésice (5,7-11,6)
81,8 % (66,1-97,6)

68,4 % (49,2-87,6)

24,4 % (5,8-43,0)

22,5 mésice (17,8-31,6)
82,9 % (67,3-98,5)

43,3 % (21,8-64,7)

26,0 % (6,0-46,0)

8,8 mésice (5,4-11,0)
79,2 % (66,7-91,8)
63,4 % (48,5-78,3)
33,9 % (19,2-48,6)
23,4 mésice (17,2-38,1)
78,1 % (65,3—90,9)
46,7 % (30,5-62,8)
35,3 % (19,4-51,2)

0,2542

0,1922
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Tabulka 10 - Coxlv vicerozmérny model rizik pro preziti bez progrese (PFS)
a celkove preziti (OS)

> Nenadorova tkan

0,95 (0,51-1,75)

1,08 (0,52-2,23)

Parametr Kategorie Preziti bez progrese (PFS) Celkové preziti (OS)
HR (95% Cl) p HR (95% Cl) p

Pohlavi Zeny 1 0,0316 1 0,3432
MuZzi 2,03 (1,06-3,88) 1,38 (0,71-2,69)

Vék <70 let 1 0,1781 1 0,0991
>70 let 1,61 (0,80-3,22) 1,87 (0,89-3,94)

Linie terapie Prvni linie 1 0,224 1 0,0184
Druha nebo vyssi 1,57 (0,76-3,29) 2,76 (1,19-6,41)

Lokalizace

primarniho tumoru  Rektum nebo sigma 1 0,2036 1 0,5562
Kolon 1,46 (0,81-2,62) 1,21 (0,64-2,28)

Exprese miR-126-3p

v nadoru < Nenadorova tkan 1 0,0053 1 0,0046
> Nenadorova tkan 0,28 (0,11-0,69) 0,18 (0,05-0,59)

Exprese miR-126-5p

v nadoru < Nenadorova tkan 1 0,6329 1 0,1606
> Nenadorova tkan 0,81 (0,34-1,94) 2,10 (0,75-5,90)

Exprese miR-664-3p

v nadoru < Nenadorova tkan 1 0,8633 1 0,8326
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14 Vyznam dysregulaci miR-125b, let-7c, miR-99a, miR-
17, miR-143 a miR-145 v nadoru u pacientut s mCRC
Ié€enych anti-EGFR protilatkami

14.1 Metodické postupy

Soubor pacient

Do studie bylo zafazeno 46 pacientu s histologicky verifikovanym mCRC wtRAS
(WtKRAS a wtNRAS), ktefi byli léCeni anti-EGFR monoklonalnimi protilatkami
(cetuximab nebo panitumumab) v kombinaci s chemoterapii v prvni nebo druhé
linii 1é€by v letech 2010 az 2019 na Onkologické a radioterapeutické klinice ve
Fakultni nemocnici v Plzni. Molekularné-genetické vysetfeni mutaci geni KRAS
a NRAS bylo provadéno mimo ramec této studie pfed zahajenim anti-EGFR
terapie, nebot jeji indikace je podminéna nemutovanym stavem RAS gend.
K vySetfeni byly uzivané standartni certifikované metodiky zalozené na pfimém
sekvenovani nebo real-time PCR. Souhrnna charakteristika souboru pacientl je
uvedena v tabulce 11. Klinicka data pacient byla hodnocena retrospektivné.
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Tabulka 11 - Zakladni charakteristiky souboru pacientu

Charakteristika Kategorie n (%)
Pohlavi
Zeny 12 (26,1)
Mutzi 34 (73,9)
Vvék
Median [rozsah] 63,6 [37,3-82,5]
Lokalizace primarniho nadoru
Rektum 16 (34,8)
Kolon 30 (65,2)
Stranovd lokalizace primarniho
nadoru
Vlevo 37 (80,4)
Vpravo 7(15,2)
Transversum 2(4,4)
Grade
G1 5 (10,9)
G2 35(76,1)
G3 5 (10,8)
Nezndmy 1(2.2)
Linie anti-EGFR lécby
Prvni 36 (78,3)
Druhd 10(21,7)
Anti-EGFR protilatka
Cetuximab 21 (45,6)
Panitumumab 25 (54,4)
Chemoterapie
FOLFOX 27 (58,7)
FOLFIRI 19 (41,3)

Lécba a sledovani follow-up

Anti-EGFR monoklonalni protilatky (cetuximab nebo panitumumab) byly podavany
vramci kombinaénich rezim( spolu s chemoterapii v prvni nebo druhé linii
systémove |éCby, nasledné bylo pokracovano anti-EGFR terapii v reZimu
udrzovaci |éCby. Chemoterapie byla podavana v téchto reZimech: 5-FU
a leukovorin v kombinaci s oxaliplatinou (FOLFOX) nebo s irinotekanem
(FOLFIRI). Panitumumab (Vectibix) byl podavan ve standardni schvalené davce
(6,0 mg/kg kazdych 14 dni). Cetuximab (Erbitux) byl podavan ve standardni
schvalené davce (pocatecni davka 400 mg/m2, dalSi davky 250 mg/m2 kazdych
7 dni). Zadny z pacienttl nebyl dfive Iécen anti-EGFR terapii. Sledovani follow-up
zahrnujici klinické vySetfeni, rutinni laboratorni testy a kontrolni radiodiagnostické
zobrazovaci metody bylo realizovano stejnym zplsobem jako v prvni ¢asti (viz
kapitola 13.1). LéCebna odpovéd byla hodnocena jako kompletni remise (CR),
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CasteCna remise (PR), stabilni onemocnéni (SD) anebo progredujici onemocnéni
(PD). Mira dosazZeni celkové objektivni odpovédi (ORR) zahrnovala pacienty
dosahujici CR a PR. Mira dosazeni kontroly onemocnéni (DCR) zahrnovala ty,
ktefi dosahli CR, PR a SD. PFS bylo stanoveno od data zahajeni |éCby anti-EGFR
monoklonalni protilatkou do data prvni zdokumentované progrese onemocnéni
nebo smrti. OS bylo stanoveno od data zahajeni l1é€by anti-EGFR monoklonalni
protilatkou do data umrti, bez ohledu na jeho pfiCinu. Median doby sledovani Cinil
61,7 mésice.

Stanoveni exprese miR

Molekularné-genetické analyzy cilené na stanoveni exprese miR-125b, let-7c,
miR-99a, miR-17, miR-143 a miR-145 v nadorové i nenadorové tkani byly
realizovany za pouziti identickych laboratornich postupu jako v prvni €asti (viz
kapitola 13.1).

Statisticka analyza

K charakterizaci souboru pacientld byly pouzity standardni frekvencni tabulky
a popisna statistika. Urovné zmény exprese miR v nadorové tkani (ve vztahu
k pfidruzené nenadorové tkani) byly vyjadfeny v AACt hodnotach (jak je uvedeno
v histogramech a pomoci Shapiro-Wilkova testu) a byly analyzovany pomoci
parametrickych metod. Exprese klastru miR-143/miR-145 byla stanovena jako
aritmeticky prumér-AACt hodnot pro miR-143 a miR-145, a ten byl analyzovan
analogicky k ostatnim urovnim exprese miR. K testovani signifikance up- nebo
down-regulace byl pouzit jednovybérovy t-test. Rozdily v urovni zmény exprese
miR mezi dvojicemi skupin odpovédi na léCbu (dosazena/nedosazena) z hlediska
ORR nebo DCR byly testovany pomoci dvouvybérového t-testu. Mediany preziti
byly vypocCitany z Kaplan-Meierovych kfivek preZziti vyuZzivajici linearni interpolaci
zudaju OS pomoci inverzni Kaplan-Meierovy metody. Vztah mezi zménou
exprese miR a dobami preziti byl vypoc&itan pomoci Coxova modelu
proporcionalnich rizik. Mozné neproporcionalni, vyznamné nebo hrani¢ni vysledky
pak byly kontrolovany pomoci automatické stratifikace. Prahova hodnota (cut-off)
miR byla stanovena automatizované optimalizaénim procesem zjistujicim
prahovou hodnotu. Optimalizaénim parametrem byla nejniZzSi Cox-Mantel
p-hodnota v Kaplan-Meierové analyze, ktera byla nasledné ovéfena pomoci
Gehan-Wilcoxonova testu. V8echny uvedené p hodnotyjsou oboustranné
a hladina statistické vyznamnosti byla nastavena na a=0,05.
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14.2 Vysledky
14.2.1 Exprese miR v nadorové tkani

SniZzena hladina exprese miR-125b a let-7c v nadoru ve srovnani s pfilehlou
nenadorovou tkani byla zjisténa u 27 (64,3%) a u 30 (69,8%) pacientt (p=0,0226
a p=0,0040).

ZvysSena hladina exprese miR-17 v nadoru ve srovnani s pfilehlou nenadorovou
tkani byla zjisténa u 33 (84,6%) pacientl (p<0,0001). Nebyly zjistény Zadné
vyznamné rozdily v expresi miR-99a, miR-143, miR-145 nebo celého klastru
miR-143/miR-145 mezi nadorem a pfilehlou nenadorovou tkani (p=0,1851,
p=0,5376, p=0,3862 a p=0,2392, v uvedeném poradi). Zjisténé rozdily relativni
exprese hodnocenych miR ilustruje obrazek 46.
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Obrazek 46 — Zmény exprese miR v nadoru ve srovnani s pfilehlou
nenadorovou tkani
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14.2.2 Vztah mezi hladinami exprese miR a efektem lé¢by

ORR (CR+PR) byla signifikantné nizSi u pacientl s down-regulaci miR-125b
v nadorové tkani (p=0,0005) (obrazek 47), zatimco zmény hladin exprese let-7c,
miR-99a, miR-17, miR-143, miR-145 a klastru miR-143/miR-145 vyznamné
nekorelovaly s ORR (p=0,1418, p=0,1565, p=0,6419, p=0,9015, p=0,7799,
p=0,8553).

DCR (CR+PR+SD) byla signifikantné nizsi u pacientt s down-regulaci miR-125b a
let-7c (p=0,0383, p=0,0255) a up-regulaci miR-17 (p=0,0464) v nadorové tkani
(obrazek 48A, B a C), zatimco zmény urovné exprese miR-99a, miR-143, miR-
145 a klastru miR-143/miR-145 vyznamné nekorelovaly s DCR (p=0,1211,
p=0,9706, p=0,7399, p=0,8580).
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Obrazek 47 — Asociace mezi zménou exprese miR-125b a mirou dosazeni
objektivni IéCebné odpovédi (ORR)

CR=kompletni regrese, PR=parcialni regrese, SD=stabilizace onemocnéni, PD=progredujici
onemocnéni
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Obrazek 48 - Asociace mezi zménou exprese miR-125b (A), miR-17 (B) a let-
7¢ (C) a mirou dosazeni kontroly onemocnéni (DCR)

CR=kompletni regrese, PR=parcialni regrese, SD=stabilizace onemocnéni, PD=progredujici
onemochéni
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Vysledky Coxova modelu proporcionalnich rizik svéd&i pro moznou asociaci mezi
dysregulaci miR-125b a PFS (HR: 0,849, p=0,1389) i OS (HR: 0,771, p=0,0680),
avSak vysledky nedosahuji statistické signifikance. Zbyvajici miR nevykazovaly
OS (p>0,2 pro vSechny). Po automatizované
optimalizaci prahu stratifikace u miR-125b byly zjistény signifikantni rozdily mezi
dlouhodobé a kratkodobé prezivajicimi pacienty pfi prahové hodnoté -2,17 (ij.
4,5 nasobné snizeni hladin miR-125b v nadorové tkani) (PFS: p=0,055; OS:

zadnou korelaci s PFS ani

p=0,006) (obrazek 49).

A
10 5 Zména exprese miR-125h:
o I‘l = = -up~ nebe down-regulace mendé nef 4.5-krat
o ) — down-reguiace vice ned 4, 5-krit
o 08 £
o - Gehan-Wilcoxen: p = 0,055
]
o6l 1t
m |+
B -
H -
Y
i 04 i
||'_'! b
:'_—u =
g 02 |  mee=- )
Ly TS
(=8
E --------- o
o Do i i i i i i | i
0 12 24 5 36 48 &0 T2 84
Cas (meésice)
Mo. at risk:
--- 34 15 & 5 3 2 2 i}
8 1 o 0 o 0 0 0

Podil Zijicich pacientd

1.0 | s 18 Imeéna exprese miR-125b:
.‘: ¥ - = -up- nebo down-regulace mene nol 4. 5-krat
: down-regulace vice ned 4, 5-krat
0.8 %
i Gehan-Wilcoxon: p = 0,006
06 \
bl ]
5 —‘,
0.4 s
| L'!_ N
0.2 g B ST
0.0 1 i i i i i i i
0 12 24 36 48 60 72 84
Cas (meésice)
Mo. at risk:
--e 34 i 20 13 11 7 4 1
3 5 1 o 0 0

Obrazek 49 - Srovnani preziti bez progrese (PFS) (A) a celkového preziti (OS)
(B) dle zmény exprese miR-125b s vyuzitim automatizované optimalizace
prahové hodnoty stratifikace (down-regulace miR-125b v nadorové tkani)
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15 Diskuze

Lécba mCRC se vyrazné zménila v poslednich letech diky zavedeni preparatu
cilené terapie, coz vede ke prodlouzeni pfezivani i zlepSeni kvality Zivota
pacientu. Prognostické a prediktivni biomarkery hraji kliCovou roli ve vybéru
vhodné |éCebné strategie pro kazdého jednotlivého pacienta v ramci konceptu
personalizované onkologické lécby.

V souCasné dobé jsou k dispozici nékteré molekularné-genetické prediktivni
biomarkery, které jsou vyuzivany k vybéru cilené terapie v rutinni klinické praxi.
Zasadni vyznam maji zejména mutace genu KRAS a NRAS predikujici rezistenci
k anti-EGFR terapii. Dale zde Ize uvést mutace BRAF a overexprese/amplifikace
HERZ2/neu, které jsou Casto asociovany s celkové nepfiznivou prognozou, avSak
jejich prediktivni vyznam pro rezistenci k anti-EGFR terapii, z hlediska doposud
pfedlozenych didkaz(, ma své limitace. Nepochybny je jejich prediktivni vyznam
pro vyuziti cilené anti-BRAF nebo anti-HER2 terapie u mCRC. Faktem zlstava, ze
pfi selekci anti-EGFR terapie na pacienty s wtRAS, pfipadné i wtBRAF mCRC, na
tuto |é€bu neni dosazeno odpovédi u cca 30-40 % pacientd [245]. Co se tyCe
moznosti predikce antiangiogenni cilené terapie, zde v sou€asné dobé neexistuji
zadné relevantni prediktivni biomarkery, které by bylo mozné vyuZzit k pfedpovédi
léCebné odpovédi. Hledani novych potencialnich prediktivnich biomarkerq,
potencialné vyuzitelnych k selekci pacientd vhodnych k podani dané cilené Iécby
predstavuje vyznamnou oblast celosvétové intenzivné probihajiciho aplikovaného
vyzkumu u mCRC.

MiR predstavuji dllezité endogenni regulatory genové exprese a timto ovliviuji
klicové bunééné procesy, mezi které patfi, mimo jiné, diferenciace, proliferace
nebo apoptdéza. Je znamo, Ze dysregulace na urovni miR sehravaji zasadni roli
v procesu kancerogeneze a rovnéz ovliviuji biologické chovani nadoru. Stale vice
praci dokazuje, Ze zmény exprese nékterych miR jsou asociovany se vznikem
a klinickym pribéhem nadorovych onemocnéni, v€etné odpovédi na nékteré
konkrétni |éCebné modality.

Dysregulace na urovni miR jsou v posledni dobé& povazovany za velmi slibné
kandidaty na nové prognostické a prediktivni biomarkery [246, 247].

Predkladana dizertacni prace je zaméfena na zhodnoceni vyznamu dysregulaci
vybranych miR v nadoru u pacientd s mCRC, ktefi byli Ié€eni odliSnymi strategiemi
cilené lécby, které predstavuji kombinace chemoterapie s antiangiogenni cilenou
léCbou bevacizumabem a kombinace chemoterapie s anti-EGFR cilenou terapii
zahrnujici cetuximab nebo panitumumab.

V prvni vyzkumné ¢asti jsme zaméfili na hodnoceni vyznamu dysregulaci miR-126
a miR-664 v nadoru u pacientd s mCRC Ié¢enych bevacizumabem.
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MiR-126 je exprimovana typicky v endotelovych burnkach, v kapilarach i ve vétsich
krevnich cévach a sehrava vyznamnou roli zejména v regulaci angiogeneze [248].
Byly popsany dvé formy, miR-126-3p a miR-126-5p. MiR-126-3p sehrava
dulezitou roli v regulaci angiogeneze a je nezbytna pro regulaci integrity krevnich
cév [5,6]. Hlavnim cilem miR-126-3p je VEGF-A mRNA a pfedchozi studie ukazuji
jeji vyznam v regulaci signalni transdukce zprostfedkované VEGF-A [249-251].
Down-regulace miR-126-3p je popisovana u fady malignich nadort a tato miR je
Casto oznacCovana za tumor supresor [252-255]. Informaci o specifické funkci miR-
126-5p a vyznamu jeji dysregulace u nadoru je vyrazné méné. Bylo popsano, Ze
sehrava roli, ktera je pfi progresi nadorového rustu, stimulaci proliferace endotelu
nebo uplatnénim pfi regulaci adheze a transmigrace leukocytl [256, 257]. V nasi
studii jsme zaznamenali signifikantni down-regulaci miR-126-3p i miR-126-5p
v nadorové tkani ve srovnani s pfilehlou nenadorovou tkani (p<0,0001
a p<0,0001), coz je v souladu s vysledky, které popsali Guo et al. [251]. Zaroven
jsme prokazali signifikantni asociaci down-regulace miR-126-3p a miR-126-5p
(p<0,0001). NaSe vysledky ukazuji vyznamné kratsi PFS a OS u pacient,
u kterych byla zjisténa down-regulace miR-126-3p v nadorové tkani (p=0,0064
a p=0,0027). Coxtiv model proporcionalnich rizik odhalil, Ze exprese miR-126-3p
byla vyznamné asociovana s PFS (HR: 0,28; p=0,0053) a také s OS (HR:
0,18; p=0,0046) a byla tedy vyhodnocena jako nejvyznamnéjSi a zaroven
nezavisly prognosticky faktor s ohledem na oba ukazatele pfeziti. Podobné
vysledky byly publikovany Hansenem et al., ktefi zaznamenali vyznamné kratSi
PFS u pacientt s mCRC zarazenych do klinické studie faze Ill, NORDIC ACT
[258]. Neprokazali jsme signifikantni dopad down-regulace miR-126-3p na ORR
(p=0,6567). Tento vysledek vS§ak muze byt ovlivnén vétSim zastoupenim pacientt
léCenych ve vySSi nez druhé linii, kdy byly uzivany meéné intenzivni
chemoterapeutické rezimy. NaSe vysledky, které jsou ve shodé s Hansenem,
nasvédcuji tomu, ze pacienti s down-regulaci miR-126-3p Spatné profituji z cilené
|éCby zaloZzené na blokadé angiogeneze v podobé anti-VEGF monoklonalni
protilatky.

Existuje jen velmi malo informaci o vyznamu dysregulace miR-126-5p, ktera
vychazi ze stejného prekurzoru jako miR-126-3p. Doposud nebyla provedena
zadna relevantni studie zkoumajici vliv dysregulace miR-126-5p na progresi
mCRC. V nasi studii nebyl pozorovan signifikantni dopad down-regulace miR-126-
5p na ORR (p=0,3424), PFS (p=0,2113) ani OS (p=0,6858).

MiR-664-3p pfedstavuje dalSi miR, ktera se u€astni regulace angiogeneze. Jejim
cilem je neuroligin 1, ktery, spole¢né se svym vazebnym partnerem neurexinem,
je Siroce exprimovan ve vaskularnim systému a oba se vyznamné podileji na
regulaci angiogenezi [259, 260]. Bylo zjisténo, Ze dysregulace miR-664 se podili
na ovlivnéni rustu, diferenciace a regulaci apoptdézy u nékterych malignit [260].
Dysregulace miR-664 ani jejich vyznam u mCRC doposud nebyly vyraznéji
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zkoumany. V nasi studii jsme zaznamenali signifikantni down-regulaci miR-664-3p
v nadorové tkani ve srovnani s pfilehlou nenadorovou tkani (p=0,0132).
Neprokazali jsme signifikantni dopad down-regulace miR-664-3p na ORR
(p=0,7310), PFS (p=0,2542) ani OS (p=0,1922).

Ve druhé vyzkumné casti jsme se zamérili na hodnoceni vyznamu dysregulaci
miR-125b, let-7c, miR-99a, miR-17, miR-143 a miR-145 v nadoru u pacientl
s MCRC léCenych anti-EGFR protilatkami cetuximabem nebo panitumumabem.
MiR-125b je Clenem rodiny miR-125, u které je znamo, ze hraje kliCovou roli v
mnoha procesech souvisejicich s nadorovymi procesy jako je proliferace,
diferenciace a apoptoza [261]. Cileni miR-125b na vice genu zapojenych do
procesu iniciace a progrese nadorového rustu bylo jiz dobfe popsano a
dysregulace miR-125b je bézné pozorovana u mnoha druhd zhoubnych nadord.
Pozoruhodné je, Ze miR-125b cili zaroven na tumor supresorové geny i onkogeny,
coz vede k tomu, Ze up- i down-regulace mohou mit rizné ucinky, které se zdaji
byt zavislé i na konkrétnim typu nadoru [261]. Down-regulace miR-125b byla
popsana napfiklad u karcinomu prsu, nemalobunécného karcinomu plic,
karcinomu jicnu, moCového méchyre, stitné Zlazy, ovaria a v neposledni fadé i u
CRC. Naopak up-regulace miR-125b byla popsana u retinoblastomu, karcinomu
nosohltanu, glioblastomu a nékterych leukémii [261, 262]. Mezi dulezité cile miR-
125b patfi tumor supresorovy gen TP53, kliCovy regulator apoptozy [264]. Dale
bylo prokazano, Zze miR-125b se zamérfuje na nékolik dalSich regulatort apoptozy,
jako jsou PUMA a BAK1, stejné jako regulatory buné¢ného cyklu, v€etné cyklinu C
[263]. U nadoru charakterizovanych up-regulaci miR-125b pusobi miR-125b
prevazné jako onkogen, coz vede k blokovani apoptézy a stimulaci proliferace. Na
druhou stranu miR-125b také cili na geny kodujici receptory lidského
epidermalniho ristového faktoru (HER) 2 a 3, které predstavuji dilezité onkogenni
signalni molekuly, které jsou €asto up-regulovany u nékterych tumord, typicky u
karcinomu prsu. U téchto nadord miR-125b plsobi pfevazné jako tumor supresor
a jeji down-regulace vede ke zvySené signalizaci HER2/3, ktera muze vést
k iniciaci kancerogeneze nebo stimulaci nadorového ristu [264]. Role dysregulace
miR-125b v CRC neni dostate¢né objasnéna a jeji vyznam u pacientl l1éCenych
anti-EGFR cilenou terapii je nejasna.

V naSi studii jsme pozorovali vyznamnou down-regulaci miR-125b v nadorové
tkani v (p=0,0226). To je v souladu se studii, kterou dfive publikovali Chen a Xu,
ktefi zaroven uvadéji, Ze na down-regulaci miR-125a a miR-125b u CRC se muze
podilet hypermetylace DNA [265]. NaSe vysledky ukazuji signifikantné niz§i ORR
a DCR u pacientu, u kterych byla zjisténa down-regulace miR-125b v nadorové
tkani (p=0,0005 a p=0,0383) a po automatizované optimalizaci prahu stratifikace u
miR-125b byla zjiSténa signifikantni asociace down-regulace miR-125b s kratSim
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PFS a OS (p=0,055 ap=0,006). Tyto vysledky jsou v souladu se studii
provedenou Capuzzem et al. [266].

MiR oznaCovana jako let-7c je Clenem rodiny let-7, ktera zahrnuje let-7a, let-7b,
let-7c, let-7d, let-7e, let-7f, let-7g, let-7i, miR-98 and miR-202 [267]. Jejich hlavni
roli je regulace bunécné diferenciace a proliferace, ¢ehoz dosahuji ovlivnénim
funkce ruznych signalnich drah [268]. Napfiklad rodina let-7 negativné reguluje
expresi RAS i dalSich onkogend, jako jsou MYC, IGF1 a HMGAZ2, které predstavu;ji
kritické regulatory zejména proliferace u CRC [269-271]. Clenové rodiny let-7 jsou
tedy Siroce povazovani za nadorové supresory a jejich down-regulace byla
popsana u mnoha druhd rakoviny, véetné CRC [273].

V nasi studii jsme zjistili vyznamnou down-regulaci let-7c v nadorové tkani ve
srovnani s pfilehlou nenadorovou tkani (p=0,0040). To je ve shodé s praci Hany et
al., jejichz studie téz dokazuje korelaci s krat§im prezitim pacientd [273]. Vysledky
nasi studie ukazuji signifikantni asociaci down-regulace let-7c s nizSi DCR
(p=0,0255), rozdil v ORR nebyl signifikantni (p=0,1418) a preziti nebylo mozné
hodnotit. NaSe vysledky jsou tedy ponékud odliSné od studie Cappuzza et al., kde
byla down-regulace let-7c spojena s vyznamné krat§im OS, ale nikoliv s krat§im
PFS nebo niz8i DCR u pacientd s mCRC IéCenych anti-EGFR cilenou terapii
[266].

MiR-99a se podili na regulaci epitelialni mezenchymalini tranzice (EMT), coz je
jeden z kliCovych procesu souvisejicich zejména s metastazovanim [274]. V naSi
studii nevykazovala dysregulace miR-99a zadnou asociaci s pfrezitim, ORR nebo
DCR.

MiR-17 je Clenem klastru miR-17-92, ktery hraje dulezitou roli v karcinogenezi
[275]. U CRC se podili hlavné na regulaci EMT. V nasi studii jsme prokazali
vyznamnou up-regulaci miR-17 v nadoru (p<0,0001), coz je v souladu
s pfedchozimi studiemi, které publikovali Huang et al. a Laiet al. [276, 277].
Pozorovali jsme patrnou asociaci niz§i DCR s up-regulaci miR-17 (p=0,0464),
rozdil vSak byl na hrané statistické vyznamnosti. Nezaznamenali jsme Zadné
vyznamné rozdily v PFS nebo OS, které by byly spojeny s dysregulaci miR-17.

MiR-143 a miR-145 tvofi klastr, ktery hraje roli v regulaci vice bunéénych procesu,
jako jsou proliferace, apoptéza, invaze, diferenciace a angiogeneze
[277]. Vysledky naSi studie neprokazaly Zadnou vyznamnou souvislost mezi
dysregulaci miR-143, miR-145 nebo celého klastru miR-143/miR-145 a pfezitim Ci
|éCebnou odpovédi.

Hlavni limitace naSi prace predstavovaly jeji retrospektivni design a zejména
limitovany pocet pacientl a rovnéz i urcita vnitini heterogenita souborll pacientd.
Heterogenita chemoterapeutickych reziml, zahrnujici méné intenzivni rezimy
pouzité v pozdéjsich IéEebnych liniich v kombinaci s bevacizumabem v prvni ¢asti,
méla zfejmé dopad na hodnoceni ORR. Soubor pacientu ve druhé c¢asti byl po
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strance 1éCby homogenni, nebot zahrnoval pacienty |éCené v prvni nebo druhé
linii, kterym byl podavan standartni dublet FOLFOX nebo FOLFIRI v kombinaci
s anti-EGFR terapii. To umozriuje dobré hodnoceni |éCebné odpovédi. Na druhou
stranu, omezeny pocCet pacientl i doba sledovani zde d&astecné limitovaly
vyhodnoceni pfeziti, a proto zde byly vysledky pro PFS a OS statisticky
signifikantni az po optimalizaci prahové hodnoty, jak je uvedeno vySe. NaSe studie
nezahrnovaly kontrolni skupiny, ktera nebyly |[éCeny primaréné sledovanou cilenou
léCbu, tedy bevacizumabem nebo cetuximabem ¢i panitumumabem. Proto
nemuze byt s jistotou uréeno, zda jsou zjisténé dysregulace miR v nadorové tkani
skute¢né prediktivnim faktorem pro danou cilenou terapii nebo predstavuji
prognosticky faktor spojeny s mCRC obecné. Na druhou stranu, studii
zamérenych na vyznam miR v souvislosti s odpovédi na specificky typ systémové
léCby u mCRC stale neni mnoho a vétSinou jsou zatizeny v principu obdobnymi
limitacemi jako naSe prace, ackoli maji vétsi kohorty pacientd. Navic, nékteré
z nami zkoumanych miR byly v dané souvislosti zkoumany poprve.
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16 Zaver

NasSe vysledky ukazuji, ze down-regulace miR-126-3p v nadorové tkani pacientl
s MCRC vyznamné koreluje s nepfiznivym léCebnym efektem systémové IéCby
zalozené na kombinaci chemoterapie a bevacizumabu. DalSi vysledky ukazuji, ze
down-regulace miR-125b a let-7c a up-regulace miR-17 v nadorové tkani pacientt
s wtRAS mCRC signifikantné koreluji s nepfiznivou odpovédi na systémovou
terapii zaloZzenou na kombinaci chemoterapie a anti-EGFR cilené 1éCby.

Timto jsme identifikovali miR, které pfedstavuji potencialné efektivni prognostické
a prediktivni biomarkery pro rizné typy cilené IéCby pacientl s mCRC. Jejich
vyznam a moznost vyuziti v realné klinické praxi by mély byt v budoucnu dale
zkoumany a ovéreny na vétSich souborech pacientl, optimalné v podminkach

prospektivni klinické studie.
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17 Souhrn vysledkii

1)

I)

114

Down-regulace miR-126-3p (p<0,0001) a miR-126-5p (p <0,0001)
v nadorové tkani ve srovnani s pfilehlou nenadorovou tkani. Obé down-
regulace jsou vzajemné silné asociované (p<0,0001).

Down-regulace miR-664-3p (p=0,0132) v nadorové tkani ve srovnani s
pfilehlou nenadorovou tkani.

Nebyla prokazana signifikantni korelace ORR s nadorovou expresi miR-
126-3p (p=0,6567), miR 126-5p (p=0,3424) ani miR664 (p=0,7310) u
pacientl IéEenych chemoterapii a bevacizumabem.

Signifikantné kratSi PFS a OS pacientl s down-regulaci miR-126-3p v nadoru
(p=0,0064 a p=0,0027) pfi IéCbé chemoterapii a bevacizumabem.

Coxuv vicerozmérny model potvrdil, Ze down-regulace miR-126-3p
predstavuje vyznamny nezavisly faktor pro PFS (HR: 0,28; p=0,0053) i OS
(HR: 0,18; p=0,0046) pti IéCbé chemoterapii a bevacizumabem.

U down-regulaci miR-126-5p ani miR-664-3p nebyl pozorovan signifikantni

dopad na preziti ani ORR pacientu Ié€enych chemoterapii a bevacizumabem.

Down-regulace miR-125b (p=0,0226) a let-7c (p=0,0040) v nadoru ve
srovnani s pfilehlou nenadorovou tkani.

Up-regulace miR-17 v nadoru ve srovnani s pfilehlou nenadorovou tkani
(p<0,0001).

Nezjistény vyznamné rozdily v expresi miR-99a, miR-143, miR-145 nebo
celého klastru miR-143/miR-145 mezi nadorem a pfilehlou nenadorovou
tkani (p=0,1851, p=0,5376, p=0,3862 a p=0,2392).

Down-regulace miR-125b v nadorové tkani signifikantné asociovana s nizsi
ORR (p=0,0005) pfi IéEbé chemoterapii a anti-EGFR cilené terapii.

Po automatizované optimalizaci prahu stratifikace zjisténo kratsi PFS a OS
u pacientd s down-regulaci miR-125b v nadorové tkani pfi lécbé
chemoterapii a anti-EGFR cilené terapii (p=0,055 a p=0,006).



e Down-regulace miR-125b a let-7c a up-regulace miR-17 v nadoroveé tkani
signifikantné asociovany s nizsi DCR (p=0,0383, p=0,0255, p=0,0464)

e Zmény urovné exprese miR-99a, miR-143, miR-145 a klastru miR-143/miR-
145 vyznamné nekorelovaly s ORR ani DCR pfi 1éEbé chemoterapii a anti-

EGFR cilené terapii.
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