Univerzita Karlova
1. l1ékarska fakulta

Habilita¢ni prace

Komplexni charakteristika svétlobunécného
karcinomu ovaria s vyuzitim imunohistochemickych
a molekularné genetickych metod

MUDr. Michaela Kendall Barta, Ph.D.

Praha, 2025



Nazev habilita¢ni prace:

Autor:

Forma habilita¢ni prace:

Podpora habilita¢ni prace:

Pracovisté:

Komplexni charakteristika
svétlobunécného karcinomu ovaria
S vyuzitim imunohistochemickych a

molekularné genetickych metod

MUDr. Michaela Kendall Bartt, Ph.D.

Soubor védeckych praci doplnény komentarem

Habilitacni prace byla vypracovéna s podporou
grantového projektu AZV NV19-03-00007 a dale
projekti RVO VFN 64165, UNCE204065 a
BBMRI_CZ LM2023033.

Ustav patologie

1. Iékatska fakulta Univerzity Karlovy a VSeobecna
fakultni nemocnice v Praze

Studnickova 2

Praha 2

128 00



Seznam pouzitych zkratek

ADC

CAP

CBDCA

CCC

EOC

ER

ESMO

FA

FDA

FISH

GEJ

HDAC

HER?2

HGSC

IHC

LCNEC

LGSC

MBT

MC

MMR

mSBT

MSI

MSS

NE

konjugat protilatky a chemoterapeutického 1é¢iva
College of American Pathologists
karboplatina

svétlobunécny karcinom

endometroidni karcinom ovaria
estrogenovy receptor

European Society for Medical Oncology
fragmentacni analyza

Food and Drug Administration
fluorescen¢ni in situ hybridizace
gastroesofagedlni junkce
histondeacetylaza

humanni epidermalni receptor 2

high grade ser6zni karcinom
imunohistochemie / imunohistochemicky
velkobunéény neuroendokrinni karcinom
low grade ser6zni karcinom

mucin6zni borderline tumor

mucin6zni karcinom

mismatch repair

mikropapilarni varianta ser6zniho borderline tumoru
mikrosatelitové instabilita

mikrosatelitn€ stabilni

neuroendokrinni



NEC

NGS

NSMP

OCCC

0S

PARP

PCR

PD-1

PD-L1

PD-L2

PI3K

PR

RFS

SAHA

SCNEC

TAA

TCR

TCGA

T-DM1

T-Dxd

TMA

TMB

neuroendokrinni karcinom
sekvenovani nové generace
nespecificky molekularni profil
svétlobuné¢ny karcinom ovaria
celkové preziti

polymeréza polyADP-riboza
polymeréazova fetézova reakce
receptor programované bunééné smrti 1
ligand programované bunééné smrti 1
ligand programované bunécné smrti 2
fosfatidylinositol-3 kinaza
progesteronovy receptor

preziti bez rekurence

suberoylanilid hydroxamin
malobuné&ény neuroendokrinni karcinom
tumor asociovany antigen

T-bunécny receptor

The Cancer Genome Atlas
Trastuzumab Emtansine
Trastuzumab Deruxtecan

tkanovy mikroc€ip

nadorova mutaéni naloz



Seznam publikaci, které jsou podkladem habilitaéni prace

1.

Kendall Barta M, Némejcova K, Michalkova R, Bui QH, Drozenova J, Fabian P, Fadare O,
Hausnerova J, Laco J, Matéj R, Méhes G, Safanda A, Singh N, ékapa P, épﬁrkové Z, Stolnicu
S, Svajdler M, Lax SF, McCluggage WG, Dundr P. Neuroendocrine Marker Expression in
Primary Non-neuroendocrine Epithelial Tumors of the Ovary: A Study of 551 Cases. Int J
Gynecol Pathol. 2024 Mar 1;43(2):123-133. doi: 10.1097/PGP.0000000000000962. Epub
2023 Jun 14. PMID: 37406366. (IF 2023 = 1,6, Q3)

Safanda A, Kendall Barti M, Michalkova R, Struzinska I, Drozenova J, Fabian P,
Hausnerova J, Laco J, Mat&j R, Skapa P, Svajdler M, Sptrkova Z, Méhes G, Dundr P,
Némejcova K. Immunohistochemical expression of PRAME in 485 cases of epithelial tubo-
ovarian tumors. Virchows Arch. 2023 Oct;483(4):509-516. doi: 10.1007/s00428-023-03629-z.
Epub 2023 Aug 23. PMID: 37610627. (IF 2023 = 3,4; Q1)

Kendall Barta M, Némejcova K, Michalkova R, Struzinska I, Hajkova N, Hojny J,
Krkavcova E, Laco J, Mat&j R, Drozenova J, Méhes G, Fabian P, Hausnerova J, Svajdler M,
Skapa P, Cibula D, Zima T, Dundr P. HER?2 status as a potential predictive biomarker for
ovarian clear cell carcinoma. Virchows Arch. 2023 Oct;483(4):497-507. doi: 10.1007/s00428-
023-03640-4. Epub 2023 Sep 7. PMID: 37676270. (IF 2023 = 3,4; Q1)

Struzinska I, Hajkova N, Hojny J, Krkavcova E, Michalkova R, Dvorak J, Némejcova K,
Matgj R, Laco J, Drozenova J, Fabian P, Hausnerova J, Méhes G, Skapa P, Svaj dler M, Cibula
D, Frithauf F, Barti MK, Dundr P. A comprehensive molecular analysis of 113 primary
ovarian clear cell carcinomas reveals common therapeutically significant aberrations. Diagn
Pathol. 2023 Jun 12;18(1):72. doi: 10.1186/s13000-023-01358-0. PMID: 37303048; PMCID:
PMC10259037. (IF 2023 = 2,4; Q2)

Hajkova N, Barti MK, Cibula D, Drozenova J, Fabian P, Fadare O, Frithauf F, Hausnerova J,
Hojny J, Krkavcova E, Laco J, Lax SF, Matéj R, Méhes G, Michalkova R, Némejcova K,
Singh N, Stolnicu S, Svajdler M, Zima T, McCluggage WG, Struzinska I, Dundr P.
Microsatellite instability in non-endometrioid ovarian epithelial tumors: a study of 400 cases
comparing immunohistochemistry, PCR, and NGS based testing with mutation status of MMR
genes. Transl Res. 2023 Oct;260:61-68. doi: 10.1016/j.trsl.2023.05.004. Epub 2023 May 25.
PMID: 37244485. (IF 2023 = 6,4; Q1)



Podékovani

Nejvétsi podékovani patii prof. MUDr. Pavlu Dundrovi, Ph.D., pfednostovi Ustavu
patologie 1. LF UK a VFN, za neutuchajici pomoc, podporu a divéru ve v§ech aspektech
védeckée prace. Dale bych rada podékovala doc. MUDr. Kristyné Némejcové, Ph.D. za cenné
rady a vSestrannou podporu. V neposledni fadé patii podékovani také mym kolegtim RNDr.
Janu Hojnému, Ph.D., Mgr. Nikole Hajkové, Ph.D., a RNDr. Ivané Struzinské, Ph.D.

z laboratoie molekularni patologie za jejich odbornou pomoc a spolupraci pii feseni

molekulérni ¢asti projektu.



2. Imunohistochemicka analyza OCCC za ucelem diferencialné diagnostickym a

PTOZNOSTICKYII ..ttt b e nne s 11

2.1 Hodnoceni exprese neuroendokrinnich markerti u primarnich svétlobunéénych

KATCINOIMIT OVAITA 1.vvevteieite sttt st bbbt et bbb et e st 12
2.2 Hodnoceni exprese PRAME u primérnich svétlobunéénych karcinomt ovaria............. 15

3. Kombinované imunohistochemické a molekularné-genetické analyzy OCCC

S primarné prediktivnim VYZNamem..........ccviveiiiiiieeieeie e 17
3.1 Analyza stavu HER2 jako potencidlni prediktivni biomarker pro OCCC...................... 17
3.2 Analyza mikrosatelitového stavu CCC ovaria a jeji vyznam ..........ccccceeeerveninineneennenn, 20

4. Molekularné-genetické analyza CCC ovaria s ohledem na charakteristiku spektra aberaci a

jejich diagnosticky, prognosticky a prediktivni VYznam...........cocceeieeiiiiiie i 23
S ZLAVET e 27
6. PUDITKACE 1N EXLENSO ......cuiviiiiiiiciie s 29

6.1 Neuroendocrine Marker Expression in Primary Non-neuroendocrine Epithelial Tumors

Of the Ovary: A StUdY OF 551 CASES .......eiviiiiriiriieieieie ettt bbb 29
6.2 Immunohistochemical expression of PRAME in 485 cases of epithelial ...................... 29
100 Lo To R 0N T2 w1 0 1000 0} ¢ PSR 29
6.3 HER?2 status as a potential predictive biomarker for ovarian clear cell ........................ 29
(or=1 (o[ 1] 1 - OSSP PSPPI 29
6.4 A comprehensive molecular analysis of 113 primary ovarian clear cell carcinomas ..... 29
reveals common therapeutically significant aberrations.............ccocoovviininiinineee, 29

6.5 Microsatellite instability in non-endometrioid ovarian epithelial tumors: a study of 400
cases comparing immunohistochemistry, PCR, and NGS based testing with mutation status
OF MIMIR QBINES ... bbbttt nb bbbt e e 29

7. Seznam POUZILE IIEETALUTY .......vveieiirieiee e nnne s 30



1. Uvod

Epitelové nadory ovaria piedstavuji nejcastéjsi skupinu ovarialnich nadora a zaroven
gynekologickou malignitu s nejvyssi mortalitou; v roce 2020 dosahl celosvétovy pocéet tamrti
na karcinom ovaria vice nez 200 000 piipada [1]. Jedna se o heterogenni skupinu nadort,
které se vyznacuji odliSnou morfologii, patogenezi, rizikovymi faktory, prekurzory, a
Vv neposledni fad¢é také odpovédi na terapii a progndzou. Skupina karcinomd ovaria zahrnuje
zejména high grade serdzni karcinom, ktery jako nejcast&j$i tvofi pfiblizné¢ 70 % vSech
12 %), endometroidniho karcinomu (10 %), low grade ser6zniho karcinomu (5 %) a
mucindzniho karcinomu (3 — 4 %) [2, 3]. Velmi vzacné se vyskytujici karcinomy ovaria
zahrnuji maligni Brenneruv tumor, ,,mesonephric-like* adenokarcinom,
nediferencovany/dediferencovany karcinom, smiSeny karcinom a karcinosarkom.

Svétlobunéény karcinom (clear cell carcinoma, CCC) tedy patii mezi mén¢ Casté
ovarialni karcinomy, pticemz dle nejnovéjsich tidaji z roku 2021 se jeho zastoupeni udava
jako 5,75 % ze v8ech ovarialnich karcinomu [4]. Jednim z divodt pro tento pokles ve vyskytu
by mohla byt zejména zptesnénd diagnostika, kdy se s rozvojem imunohistochemickych
metod ukazuje, Ze tfada diive diagnostikovanych CCC ve skuteCnosti predstavuje jiné
ovarialni karcinomy. CCC ovaria je malignita s geograficky nerovnomérnou distribuci,
snejvyssi prevalenci v zemich vychodni Asie (zejména v Japonsku), nizS§im vyskytem
Vv severni Americe a Evropé, a nejniz$im vyskytem v Severni Africe [1].

Histopatologicky je svétlobunéény karcinom ovaria (OCCC) charakterizovany
okrouhlymi bunkami se svétlou az vodojasnou cytoplazmou, které nckdy nabyvaji
,cvockovitého* (hobnail) vzhledu s kulatymi jadry, jeZ protruduji smérem k apikalnimu
povrchu bunék. Buniky se svétlou cytoplazmou ovSem nejsou samy o sobé nalezem, ktery by
byl specificky pouze pro jeden histotyp nddorti — svétla cytoplazma je pouze vysledkem
hromadéni urcitych latek (zejména glykogenu), coz je fenomén, ktery se vyskytuje u celé fady
dal$ich nadori. V ramci 1ézi Zenského genitalu je primarné svétla cytoplazma charakteristicka
také pro dysgerminom, nador ze Zloutkového vacku (yolk sac tumor), nador ze Sertoliho-
Leydigovych bunck, nadory ze steroidnich bun€k, a juvenilni nador z bunck granuldzy.
Epiteloidni hladkosvalové nadory (které se ovSem vyskytuji zejména v téle déloznim) mohou
také Casto vykazovat ndpadné svétlou cytoplazmu. Svétlobunéénou pfeménu ale typicky
vykazuje také high grade serdézni karcinom (HGSC) a endometroidni karcinom (EOC), kdy se

mize jednat i 0 zménu po chemoterapii. Vyznamnou skupinu 1ézi piedstavuji také metastazy



v ovariu, kdy svétlobunéénou morfologii miize vykazovat zejména svétlobunéény karcinom
ledviny, v nékterych ptipadech melanom, a také metastazy z gastrointestinalniho traktu
(ptedevsim z pankreatobilidrni oblasti ¢i z tlustého stieva). Svétlé bunky se vyskytuji také u
nékterych nenadorovych 1ézi Zenského genitalu, napiiklad u Arias-Stella reakce
v endometridze, nebo u inkluznich cyst s hydropickou pfeménou [5].

Ackoliv jsou buiiky se svétlou cytoplazmou pro OCCC charakteristické, vyskytovat se
také mohou ptipady, kdy je cytoplazma nadorovych bunck fokalné¢ ¢i difizné eosinofilni,
piipadné¢ muize obsahovat hyalinni globule. V nékterych ptipadech obsahuji nadorové buiky
psammomatoidni nebo targetoidni téliska. Pro diagnézu OCCC tak je tak z hlediska
nadorovych bun€k, a také spiSe nizka proliferacni aktivita. Z hlediska architektoniky se
popisuji 3 zakladni morfologické typy OCCC — papilarni, tubulocysticky, a solidni.
Prototypickym uspofaddnim OCCC je papilarni architektonika, kdy nador tvoii malé papily,
lemované jednou vrstvou nadorovych bunék. Stroma papil je typicky hyalinizované, mize byt
ale 1 zanétlivé celulizované anebo nespecificky prosdklé (coz se povazuje za stddium
predchazejici vyvoji hyalinizace). Ackoliv je papilarni uspotadani pro OCCC nejvice typické,
nadory casto vykazuji architektonickou heterogenitu s kombinaci vSech tfi popsanych typt
uspotfadani, kdy zejména nadory s prevazujici tubulocystickou ¢i solidni Gpravou miizou
vyrazn¢ napodobovat jiné karcinomy ovaria, a diagnéza by tak vzdy méla byt doplnéna
alesponi zakladnim panelem imunohistochemického vySetteni.

Na imunohistochemické (IHC) urovni je OCCC charakterizovan expresi marker
svétlobunééné diferenciace jako je napsin A (pozitivni ve vice nez 90 % ptipadi), HNFIB
(pozitivni v 85 — 93 %), a AMACR (pozitivni u 75 — 80 % piipadu) [6-17]. OCCC typicky
nevykazuje expresi WT1, coZ ma vyznam zejména z hlediska diferencialné diagnostického
odliSeni od HGSC, ktery je naopak zpravidla difizné¢ WT1 pozitivni. Hormonalni markery ER
a PR jsou u OCCC zpravidla negativni, ¢cimZ se OCCC odliSuje zejména od EOC, ktery
typicky hormonalni markery exprimuje [18, 19]. Recentni prace ovSem poukazuji na to, Ze
urcité¢ procento OCCC pozitivitu hormondlnich markerd vykazuje — pro ER az ve 12 %
ptipadt, pro PR v 10 % ptipadt [13, 15]. Exprese p53 vykazuje typicky tzv. divoky (,,wild
type*) vzorec, na rozdil od aberantniho (mutovaného) vzorce typického pro HGSC.
Uzite€nym markerem je také ARID1A, ktery u OCCC (vzhledem k vysoké frekvenci mutaci
genu ARIDI1A u t&chto nadort) vykazuje az v 55 % ztratu exprese. Zadna zuvedenych
protilatek ovSem nemé 100% specificitu pro diagnézu OCCC, a nadory mohou vykazovat

ptekryvny imunofenotyp a aberantni vysledky imunohistochemického vySeteni. V rutinni
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praxi je tak dalezité pracovat s vyuzitim SirSich panelti imunohistochemickych protilatek, kdy
spravna interpretace vysledkl také musi brat v potaz rozsah a intenzitu zastizené exprese
(dtlezité je to napiiklad u HNF1B, jehoZ exprese se muze vyskytovat i u HGSC a EOC, casto
je v8ak u téchto nadorti mén¢ intenzivni). V nékterych piipadech ovSem neni dosazeni spravné
diagnozy mozné ani pii pouziti panelu protilatek, a v ramci diagnostického procesu je v téchto
ptipadech mozné vyuzit molekularniho testovani.

Molekularni aberace pfitomné u CCC ovaria byly popsany v n¢kolika studiich, které
jsou ovSem casto z riznych duvodt limitované [20-24]. Hlavni problém pfedstavuji zejména
inherentni charakteristiky OCCC — jedna se o vzacny typ karcinomu, ktery navic vykazuje
zna¢ny morfologicky a v nékterych ptipadech i imunohistochemicky ptekryv s jinymi nadory
ovaria, zejména s HGSC. Zejména starsi studie provedené na kohortdch bez dostate¢ného
imunohistochemického vysetfeni jsou tak pravdépodobné vstupné zatizené diagnostickou
zaménou za jiny typ karcinomu. Hlavni popsané alterace u OCCC zahrnuji zejména mutace
v genech ARID1A a PIK3CA (obé ptes 50 % pripadt), nicméné komplexni molekularné
genetické analyzy provedené s vyuzitim Sirokého panelu genii na dostateéné velkém,
diagnosticky striktné definovaném souboru OCCC v literatufe doposud chybéla [25].

Imunohistochemické a molekularné genetické vySetfeni méa ovSem dilezity vyznam
nejen z hlediska diferencialni diagnostiky, ale také z hlediska jejich prediktivniho uplatnéni.
Jak je diskutovano nize, OCCC predstavuje nador s agresivnim chovanim a V pokrocilych
stadiich s nepfiznivou progndzou, kdy je ovSem v soucasné dobé& spektrum moZnosti cilené
terapie znacné limitované. Identifikace novych biomarkert tak predstavuje aktualni a dilezity
problém, vzhledem k tomu, Ze OCCC jsou obecné rezistentni k chemoterapii platinovymi
derivaty a moZznosti systémové 1écby pokrocilych ¢i rekurentnich nadorti jsou pomérné

omezené.

Nase studie zamétfené na komplexni analyzu tohoto vzacného karcinomu ovaria by se daly

na zakladé vyuzitych metod a oblasti z4jmu volné seskupit do n€kolika okruhti:

I.  primdm€ imunohistochemické analyzy provedené za ucCelem diferencidlné
diagnostickym a prognostickym, jejichz cilem byla charakterizace exprese dosud
nepopsanych protilatek (markery neuroendokrinni diferenciace - synaptofyzin,
chromogranin, CD56 a INSM1; a PRAME) a analyza jejich mozného vztahu
s prognézou/klinicko-patologickymi charakteristikami zahrnutych OCCC [26, 27]

[l.  kombinované imunohistochemické a molekuldrné-genetické analyzy provedené

primarné¢ za ucelem prediktivnim (ackoliv soucasti provedenych analyz byly také
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prognostické faktory — analyzy pieziti), kam spadd zejména prace zaméfend na
charakteristiku stavu HER2 u OCCC a mikrosatelitové instability [28, 29]

Il primarné¢ molekuldrné-genetické analyzy, jejichZ cilem byla komplexni charakteristika
velké kohorty OCCC s dirazem na genomickou a transkriptomovou analyzu, ktera

piredstavuje jednu z nejvétsich, jednozna¢né definovanych studovanych sérii [30]

2. Imunohistochemicka analyza OCCC za ucelem diferencialné diagnostickym a
prognostickym

Jak je patrné ze spektra 1ézi se svétlobunéénou morfologii popsané¢ho v tivodu, diferencialni
diagnostika CCC ovaria je pomérné Siroka. V rutinni praxi je nejdilezitéjsi jednotkou

Z hlediska diferencidlni diagnostiky high grade ser6zni karcinom, ktery Casto vykazuje razny
rozsah svétlobunééné pfemény bud’ primarné, piipadné jako zménu nésledujici po
chemoterapii. HGSC a OCCC se od sebe nicméné vyznamné 1iSi nejen molekularné
genetickou podstatou a prognozou, ale zejména vykazuji odliSnou chemosenzitivitu

k platinovym derivatim (které predstavuji zakladni kamen systémové 1é¢by HGSC) a OCCC
tedy vyZaduji odliSny terapeuticky piistup.

Ackoliv morfologie hodnocend v zdkladnim barveni hematoxylin-eosinem piedstavuje
zéasadni aspekt v dosaZeni spravné diagndzy, neni sama o sob¢ Vv nékterych ptipadech
dostate¢né specifickd. HGSC kromé svétlobunééné premény muize také vykazovat tzv.
hobnail morfologii nddorovych bunék (typickou pro CCC) a jeho architektonika je Casto také
papilarni ¢i tubulocysticka, diky ¢emuz mize OCCC pomérné vérné napodobovat.
Skutec¢nost, ze diagnoza OCCC zalozena pouze na morfologii neni sama o sob¢ ve vSech
piipadech dostatecna piedstavuje problém zejména v retrospektivnich studiich (pfedevs§im
téch, které byly publikované pied rokem 2013-2014, nez vysla ptedposledni WHO klasifikace
nadort Zenského genitalu, a neZ se v rutinni diagnostice vice rozsifila praxe ovétovani
histotypu nadoru imunohistochemickymi metodami). Nespravnd interpretace morfologickych
ryst nadoru a inkonzistentni vyuZiti morfologickych kritérii vede k vyrazné intra- a
interobservacni variabilité, a vyznamné snizuje reprodukovatelnost diagnoézy [31].
Pravdépodobnost stanoveni spravné diagnozy OCCC se vyrazné zvysuje pii pouZiti
imunohistochemickych metod, coZ bylo demonstrovano na fad¢ publikovanych
retrospektivnich studiich zamétenych na centralni ¢teni a re-klasifikaci piivodné ,,historicky*
diagnostikovanych karcinomu ovaria [32]. Jedna z nejvétSich praci, ktera se zabyvala

problematikou imunohistochemického vySetieni ovaridlnich karcinomt pouzila panel 8
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protilatek (WT1, p53, p16, HNFIB, PR, TFF3, ARIDIA, a vimentin) na souboru celkem
1626 ptipadd, kdy byl histologicky podtyp studovanych karcinomii potvrzen u 93,5 % nadort,
zatimco 6 % nadoru bylo reklasifikovanych na jiny histotyp [33]. Po dalsi sérii praci od
stejnych autorii byl validovan redukovany panel 4 protilatek zahrnujici WT1, napsin A, p53 a
PR, ktery je schopny rozlisit zdkladni histotypy ovarialnich karcinomil s témét 90% piesnosti
[33-35]. Navrzeny algoritmicky pfistup s vyuzitim téchto protilatek nicméné nepokryva
vSechny indikace a spektrum imunohistochemického vysetfeni by vzdy mélo reflektovat
konkrétni situaci a zvazovanou diferencialni diagnézu. Navzdory vyrazné zpresnéné
diagnostice ovSem stéale zlistdva urcité procento nadort, jejichz diagndza je vzhledem

k morfologickému a imunohistochemickému piekryvu obtizna, a to zejména v situacich, kdy
dany nador vykazuje aberantni imunofenotyp s neobvyklou expresi nékterych markera.
Spravna diagndza mé ovSem zasadni dopad na 1é€bu pacientky vzhledem k tomu, Ze pro
pokro¢ily HGSC nebo endometroidni karcinom ovaria je v soucasnosti po dokonéeni
chemoterapie nebo debulkingové operaci v urcitych ptipadech indikovana udrzovaci 1é¢ba

PARP inhibitory [36].

2.1 Hodnoceni exprese neuroendokrinnich markert u primarnich svétlobunéénych
karcinomu ovaria

Jednou z moznych vzacnéjsich jednotek jsou neuroendokrinni neoplézie, zejména
neuroendokrinni karcinomy (malobunécny, ale také velkobunéény). Neuroendokrinni
karcinomy mohou vykazovat variabiln¢ svétlou cytoplazmu, kdy mtize v nékterych ptipadech
dochazet k morfologickému piekryvu se svétlobunéénym karcinomem. Diagnosticky se pro
potvrzeni neuroendokrinni neoplazie vyZaduje zpravidla pozitivita alesponi jednoho
neuroendokrinniho markeru, jako je napf. synaptofyzin, chromogranin, CD56 nebo INSM1,
v kombinaci s charakteristickymi morfologickymi znaky. Neuroendokrinni (NE) diferenciace
je ale fenomén, ktery byl popsan u celé fady nadorti bez neuroendokrinni morfologie.

V literatuie se exprese neuroendokrinnich markerti udava zejména u basocelularniho
karcinomu ktze, karcinomu prsu (pfedev§im mucinézniho), adrenokortikalnich karcinomt,
karcinom plic, adenokarcinomi pankreatobiliarniho traktu, karcinomu prostaty, ale také u
karcinomii zenského genitalu (zejména mucin6zniho karcinomu ovaria) [37-39].

Primarni neuroendokrinni nadory ovaria predstavuji vzacné neoplazie, které tvoii méné nez 1
% vSech primarnich malignich nadort této oblasti [40]. Soucasné vydani WHO klasifikace
nadort zenského genitalniho traktu rozdéluje ovarialni NE neoplézie na karcinoidy,

malobuné&¢ny neuroendokrinni karcinom (small cell neuroendocrine carcinoma - SCNEC), a
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velkobuné¢ény neuroendokrinni karcinom (large cell neuroendocrine carcinoma — LCNEC)
[41].

Ackoliv jsou morfologické charakteristiky téchto 1ézi zpravidla dostatecné specifické pro
dosazeni spravné diagndzy, v nekterych ptipadech mohou neuroendokrinni karcinomy (NEC)
vykazovat zna¢ny morfologicky ptekryv zejména s nizce diferencovanymi non-
neuroendokrinnimi (non-NE) karcinomy ovaria. Velmi vzacné se také mohou vyskytovat
ptipady smiSenych neuroendokrinnich a non-neuroendokrinnich karcinomt. Diagnéza
nekterych NEC ¢isté na zdklad¢ morfologickych znakt tak mtze byt zna¢né obtiznd, zejména
Vv pfipadech s limitovanym mnozstvim materidlu. Na moznost chybné diagnozy poukdazali
mimo jiné také Veras et al. v jejich klinicko-patologické a imunohistochemické studii 11
ptipadt ,,ovarialniho nemalobunécného neuroendokrinniho karcinomu* (odpovidajici
soucasné terminologii LCNEC) [42]. Z téchto 11 ptipadi bylo 8 piivodné diagnostikovano
jako jiné typy karcinom (,,ser6zni cystadenokarcinom; Spatné diferencovany karcinom,;
sttedné az Spatn¢ diferencovany cystadenokarcinom s mucindéznimi a endometroidnimi rysy;
stfedné az Spatné diferencovany seromucinézni karcinom; a mucindzni cystadenokarcinom®),
ptipadné jako dysgerminom nebo sex cord tumory (adultni typ naddoru z bunék granulozy;
nador ze Sertoliho buné¢k s heterolognimi elementy). Vzhledem k vyznamu, ktery exprese NE
markert hraje v diferencialni diagnostice téchto vysoce agresivnich nadorti, maji data o
expresi NE markerd u nadort, které nejsou NE ptivodu zna¢ny vyznam. Zakladnim cilem nasi
prace tak byla charakteristika exprese hlavnich NE markert na velké kohorté non-NE
ovaridlnich epitelidlnich nadort, za ucelem stanoveni specificity téchto markeri pro odliSeni
non-NE nadorh od neuroendokrinnich nadorti. Soucasti analyz bylo také zhodnoceni mozného
prognostického vyznamu exprese neuroendokrinnich markerti u non-neuroendokrinnich
nadort ovaria.

Cela kohorta podrobena analyzam se skladala z 551 primarnich ovarialnich nadort, s celkem
121 piipady svétlobunééného karcinomu. Dale bylo analyzovano také 114 HGSC, 100 low
grade seroznich karcinomt (LGSC), 42 ptipadi mikropapilarni varianty ser6zniho borderline
tumoru (mSBT), 52 endometroidnich karcinomu ovaria (EOC), 38 ptipadi mucinézniho
karcinomu (MC), a 85 ptipadii mucindézniho borderline tumoru (MBT). Imunohistochemické
vySetieni bylo provedeno na tkanovych mikrocipech (tissue microarrays, TMA) zhotovenych
zZ parafinovych blokii obsahujicich nadorovou tkan, s protildtkami proti synaptofyzinu,
chromograninu, CD56 a INSM1.

Synaptofyzin byl v literatute popsan jako marker, ktery je u neuroendokrinnich neoplazii

konzistentn€ exprimovan nejcastéji, zatimco jako marker s nejvyssi specificitou se oznacuje
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chromogranin. CD56 je obecné povazovany za nejméné senzitivni neuroendokrinni marker,
ktery by se pro potvrzeni NE diferenciace mél pouzivat pouze pfi ptitomnosti dalSich
histologickych (morfologickych) znamek, které na tuto diagnézu ukazuji [43]. INSM1
piedstavuje recentné popsany NE marker, ktery byl v literatuie potvrzen jako vysoce
sensitivni a specificky u neuroendokrinnich neoplézii zazivaciho traktu, plic, a také Zenského
genitalu, nicméné jeho exprese u konkrétn€ ovarialnich NE nadort byla popséna jen na velmi
limitovaném poctu studii, které dohromady zahrnovaly 8 ptipadi neuroendokrinnich
karcinomu [44-49]. Charakteristika exprese INSM 1 u ovarialnich non-NE nadori je

V literatufe jesté vzacnéjsi, kdy se v dobé publikace nasi prace jednalo o jedinou studii [49].
Vysledky nasi prace ukazaly, ze exprese NE markerd u vSech studovanych ovaridlnich non-
neuroendokrinnich nadort byla obecné nizka, s nékolika vyjimkami. Nejvyssi pocet piipada
vykazujicich pozitivni expresi alesponl jednoho (libovolného) NE markeru jsme zaznamenali
u mucindznich nadort, zejména MBT (53 % ptipadi MBT vykazovalo pozitivitu INSM1, 49
% ptipadi bylo pozitivnich v chromograninu, a 28 % ptipadd MBT exprimovalo
synaptofyzin). Mucin6zni nadory také vykazovaly nejvyssi rozptyl v rozsahu a intenzité
exprese NE markert, ackoliv tato exprese byla zpravidla omezena na non-mucin6zni bunky
rozptylené mezi nddorovymi mucindznimi buitkami podél bazalni membrany mucinéznich
zlazovych formaci (fenomén, ktery je v literatufe dobfe znamy jiz desitky let, a ktery je
nejCasteji vztahovan k moZznému gastrointestinalnimu fenotypu mucindzniho epitelu u
primarnich ovarialnich mucinéznich nadort) [50-52]. Zajimavosti je, ze Zadné z mucindznich
nadort v nasi kohorté nevykazovaly expresi CD56, ktera byla naopak zaznamenéna s nejvyssi
frekvenci u HGSC (26 % pozitivnich ptipadl). Celkoveé nejvyssi pocet pozitivnich ptipada

z celé kohorty byl pozorovan v ptipadé protilatky INSM1 (pozitivni v 60/124 (48 %) vSech
mucindznich nadort, ackoliv rozsah exprese byl zpravidla limitovany na 5 — 10 %
nadorovych bunék). Tento relativné noveé popsany jaderny marker tak v nasi praci vykazoval
nejvetsi senzitivitu, coZ je v souladu s literarnimi daty, kde je INSM1 konzistentné oznaovan
za robustni, vysoce senzitivni a specificky NE marker [53].

Svétlobunéené karcinomy vykazovaly obecné velmi nizkou expresi NE markert, kdy 3 %
ptipadll (n = 4) exprimovala CD56, 1 % (n = 1) exprimovalo synaptofyzin, 8 % (n = 10)
exprimovalo chromogranin, a 3 % ptipadl (n = 4) exprimovala INSM1. Pokud byla exprese
zastizena, jednalo se zpravidla o nejvyse fokalni expresi (pozorovanou v 11 — 50 %
nadorovych bun€k). Z hlediska diferencialni diagnostiky mezi OCCC (zejména eosinofilni
variantou) a neuroendokrinnimi karcinomy se tak jedna o markery s vysokou rozlisovaci

schopnosti, kdy je nicméné dilezité brat v potaz nejen samotnou piitomnost exprese NE
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markert, ale také jeji rozsah (kdy se fokalni exprese, ackoliv vzacné, mlze vyskytovat i u
non-NE ovarialnich karcinomt, jako je OCCC). Jedina dalsi prace, ktera také popisuje expresi
NE markeri (konkrétné CD56) u ovaridlnich non-NE nadorti udava ,,néjaky stupen exprese® u
54 % (6/11) svétlobunéénych karcinomi, coz se vyznamné li§i od ndmi popsanych 3 %,
nicméné vysledky autorti jsou limitované malym po¢tem zahrnutych OCCC [54]. Celkové
ovSem tento nalez podporuje skutecnost, ze specificita CD56 pro diagndzu neuroendokrinnich
neoplazii je velmi nizka. Mozny prognosticky vyznam NE markert u CCC ovaria v nasi
kohort¢ nebylo mozné (vzhledem k naprosto ptevazujici negativité exprese vSech markeri)

statisticky posoudit.

2.2 Hodnoceni exprese PRAME u primarnich svétlobunéénych karcinomu ovaria
Dalsim studovanym imunohistochemickym markerem je PRAME (Preferentially Expressed
Antigen in Melanoma), ktery spada do $ir$i rodiny tzv. cancer-testis antigent a ktery je
selektivné exprimovan u Sirokého spektra somatickych tkani jako jsou germinalni bunky, tkan
prolifera¢niho endometria, nadledvin, a placenty [55, 56]. Abnormalni exprese PRAME byla
také popséana u fady malignich nddorti, kde PRAME funguje jako tumor asociovany antigen
(TAA) a zpravidla je spojovan s agresivnim chovanim a $patnou prognézou [57, 58]. Z
diagnostického hlediska mé exprese PRAME vyznam zejména u malignich melanocytarnich
nadorl, nebot’ se jedna o vysoce selektivni a senzitivni marker maligniho melanomu [59].
PRAME tak v soucasné dobé piedstavuje uzite¢nou soucast panelu imunohistochemickych
protilatek vyuZzivanych pfi diagnostice melanocytarnich 1ézi. Jak je ovSem patrné, exprese
PRAME se vyskytuje 1 u jinych malignit (a tedy neni specifickd pouze pro melanocytarni
1éze), kde ma spiSe prognosticky neZ diagnosticky vyznam. Exprese PRAME je v soucasné
dobé také pfedmétem z&jmu z hlediska mozného imunoterapeutického vyuziti u celé fady
riznych nadora [60-62].

O expresi PRAME v nadorech Zenského genitalu je v soucasnosti dostupnych jen velmi malo
dat. V praci recentné publikované autory Lezcano et al. je exprese popsana u (mimo jiné) 20
,,seroznich karcinomi*“ ovaria (pozitivni u 13/20 piipadi, 65 %) a 10 ,,endometrialnich
karcinomu‘ (v§echny pozitivni), bez blizsi specifikace typu nadoru [63]. Kaczorowski et al.
nasledné provedli imunohistochemickou analyzu s vyuZitim protilatky proti PRAME u
rozsahlé kohorty vice nez 5800 solidnich malignich nadort, a nalezli expresi u 82 %
endometridlnich karcinomt (bez blizsi specifikace), 82 % ser6znich karcinomil endometria,
60 % karcinosarkomu téla délozniho, 90 % svétlobunéénych karcinomu ovaria, a 63 %

,,seroznich karcinomu“ ovaria (bez blizsi specifikace) [64]. Ob¢ uvedené prace jsou ovsem
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limitované malym poctem nadorii z této konkrétni gynekopatologické oblasti, a
nejednoznacnou terminologii (zejména s ohledem na ovarialni karcinomy, kdy jsou v obou
uvedeny pouze ,,ser6zni karcinomy* bez rozlisSeni na LGSC a HGSC, kter¢ predstavuji zcela
odlisné diagnostické jednotky). Cilem nasi prace tak byla charakteristika exprese PRAME na
kohort€ 485 primarnich tubo-ovaridlnich nadort, ktera se skladala ze 107 ptipada
svétlobunécného karcinomu a dale 103 ptipadd HGSC, 119 ptipadi LGSC/mSBT, 52 ptipadi
EOC a 104 ptipaddt MC/MBT.

Nase vysledky potvrdily, ze PRAME ptedstavuje relativné nespecificky imunohistochemicky

marker, jehoZ vyuziti v chirurgické patologii je nad rdmec oblasti melanocytarnich 1ézi

v

[MC/MBT, pozitivni u 2/104 (2 %)] a u LGSC/mSBT [pozitivni u 4/119 (4 %)]. Naopak
vysoka frekvence exprese se vyskytovala u OCCC [60/107 (56 %)], EOC [31/52 (60 %)], a
HGSC [64/103 (62 %)]. Tato data sice nemaji velky vyznam z hlediska diferencialni
diagnostiky jednotlivych typt ovaridlnich karcinomt, ptedstavuji v§ak dtlezitou informaci o
tom, zZe imunohistochemické vySetteni je spolehlivou a relativné levnou metodou pro
stanoveni exprese PRAME u téchto nadoru.

Z hlediska prognostického vyznamu PRAME exprese u CCC ovaria nase analyzy pteziti
neprokazaly zadny statisticky vyznamny vztah mezi expresi a celkovym pieZitim (overall
survival, OS) a pfezitim bez rekurence nemoci (recurrence-free survival, RFS). Pro
svétlobunéény karcinom ovaria nase data piedstavuji v soucasnosti jedina, ktera se touto
problematikou zabyvala.

Zatimco pomérné Siroky rozsah exprese PRAME u karcinomt ovaria i jinych lokalit
komplikuji jeho vyuziti jako diagnostického markeru, tato data naopak podporuji jeho mozné
vyuziti jako terapeuticky cil. PRAME byl identifikovéan jako potencidlni cil imunoterapie u
nékolika riznych malignit. Vzhledem k tomu, Ze v sou€asnosti dostupna data poukazuji na
obecné vysokou uroven exprese PRAME u OCCC (56 % dle naSich vysledku, v literatufe az
90 %), by se tak mohlo jednat o slibny imunoterapeuticky cil [64]. Ovarialni karcinomy jsou
obecné z hlediska imunoterapie povazované za mén¢ imunogenni (,,studené*) nadory, u
kterych by se daly s lepsi Gi¢innosti vyuzit metody adoptivni T-bunécné terapie s T-bunécnymi
receptory (TCRs) cilenymi proti TAA. Exprese PRAME je navic Casto asociovana

s hypometylaci jeho promotoru, coz koreluje s vysokou urovni exprese tohoto proteinu [65].
Jelikoz se exprese PRAME zda byt regulovana prostfednictvim DNA metylace, mohlo by se
tak jednat o vhodny cil terapie epigenetickymi modulatory jako je decitabine (inhibitor DNA

metyltransferdzy 5-aza-2'-deoxycytidinu), které posiluji u¢inky imunoterapie, nebot’ stimuluji
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PRAME-specifickou imunoreaktivitu [66, 67]. Recentni vysledky ukazuji, ze PRAME-
specifické TCRs vykazovaly u buné¢nych linii ovarialniho karcinomu (OVCA) in vitro i in
VIVO potentni protinddorovou aktivitu [68]. Dilezity problém nicméné v klinické praxi stale
piedstavuje vyvoj terapie, kterd by byla schopna efektivné cilit pouze na PRAME-exprimujici

nadorové buiiky, s minimalnim efektem na normalni buiiky, které PRAME exprimuji také.

3. Kombinované imunohistochemické a molekularné-genetické analyzy OCCC

S primarné prediktivnim vyznamem

OCCC se typicky vyskytuje u mladsich pacientek nez HGSC, a Casto je také diagnostikovan
Vv Casnéjsim stadiu onemocnéni [69]. Zatimco prognoza nadort diagnostikovanych v ¢asném
stadiu je relativné ptfizniva, naddory diagnostikované v pozdnim stadiu a rekurentni
onemocnéni jSou charakterizovany vyrazn¢ horsi progndzou s krat§im celkovym piezitim,
nebot’ CCC je typicky rezistentni ke standartni chemoterapii zalozené na platinovych
derivatech. Terapie OCCC je Vv soucasnosti v ramci doporuc¢enych postupti zalozena na
primarnim kompletnim chirurgickém stagingu ¢i radikalni operaci, kdy je dalsi terapie shodna
s high grade epitelialnimi karcinomy ovaria obecné [36]. Pro nadory ve II. stadiu a vyse je
dale bez ohledu na histologicky typ indikovana adjuvantni chemoterapie s kombinaci
paklitaxelu + CBDCA (ptipadné alternativni rezimy), kdy lze v nékterych ptipadech tuto
kombinaci doplnit o bevacizumab. Vzhledem k chemorezistenci OCCC je ov§em pieziti
pacientek s CCC ovaria v porovnani s HGSC stejného stadia vyrazné kratsi [70].

V porovnani s HGSC je také v soucasnosti dostupné spektrum moznosti cilené terapie pro
CCC ovaria zna¢né¢ limitované. Zatimco pro HGSC je v indikovanych ptipadech dostupna
terapie PARP inhibitory, pro CCC ovaria je teoreticky dostupna pouze agnosticka cilena
terapie ur¢ena pro vSechny nadory napt. s mutaci BRAF, NTRK 1-3, a RET; zadna z téchto
alteraci vSak u OCCC nepiedstavuje Casty nalez. Dalsi teoretickou moznosti je imunoterapie,
a to v ptipad¢€ nadori, které vykazuji vysokou muta¢ni naloz (TMB-high), ptipadné

mikrosatelitovou instabilitu (MSI).

3.1 Analyza stavu HER?2 jako potencialni prediktivni biomarker pro OCCC
CCC ovaria predstavuje jedno z nadorovych onemocnéni, kde ma identifikace novych

potencialnich prediktivnich biomarkerti zna¢ny vyznam. Jednou z hlavnich skupin spektra
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cilené terapie jsou tyrosinkindzové inhibitory a jejich signalni cesty, kam spada zejména
humanni epidermalni receptor 2 - HER2.

Historie a soucasné vyuziti anti-HER2 terapie odrazi vyrazné pokroky v moznostech cilené
1é¢by, zejména u HER2-pozitivniho karcinomu prsu. Ackoliv byl v minulosti ptivodn¢ HER2-
pozitivni karcinom prsu asociovany s nepfiznivou progndzou, tento ptivodn¢ negativni
prognosticky faktor se naopak zménil na 1é¢ebnou vyhodu, kdy anti-HER?2 terapie
monoklonalnimi protilatkami vedla k vyraznému zlepSeni progndzy. Obdobné bylo delsi
celkové pieziti pti vyuziti anti-HER2 terapie popsano u pacientt s HER2-pozitivnimi
karcinomy gastroesofagealni junkce (GEJ)/zaludku a u ser6zniho karcinomu délohy [71-75].
Zcela recentné byla do klinické praxe také zavedena nova metoda 1é¢by zalozend na vyuziti
kombinace (konjugatu) protilatky proti HER2 a chemoterapeutického 1é¢iva (antibody-drug
conjugate, ADC) [76]. V soucasnosti jsou dostupné dva ADC se schvalenim FDA —
Trastuzumab Emtansine (T-DM1, kombinace trastuzumabu s cytotoxickym mertansinem) a
Trastuzumab Deruxtecan (T-Dxd, kombinace trastuzumabu a inhibitoru topoizomerazy 1) [77,
78]. Vysledky prvnich studii u karcinomu prsu ukazaly, Ze pii vyuziti T-Dxd na tuto terapii
odpovidaji nejen nadory HER2-pozitivni, ale i nadory, které vykazuji jen nizkou troven
imunohistochemické pozitivity HER2 (oznacované jako HER2-low) [79-82]. Recentné jde i o
nadory diive hodnocené jako zcela negativni, v soucasné dob¢ spadajici do kategorie HER2-
ultralow. Do skupiny HER2-low nadort patii ty, které pti imunohistochemickém vysetfeni
vykazuji bud’ skére 1+, nebo skore 2+ s naslednym negativnim vySetienim FISH (tedy bez
prukazu amplifikace HER2). Do skupiny HER2-ultralow spadaji nadory hodnocené jako
skore 0, které vykazuji jakoukoliv pozitivitu HER2. Tim se oteviely nové terapeutické
moznosti i pacientiim s nadory, u kterych by klasicka anti-HER2 1é¢ba s vyuzitim

monoklonalnich protilatek nebyla indikovana.

OCCC patii mezi nadory, kde o stavu HER2 neni v literatufe dostupnych mnoho dat, ackoliv
jsou charakteristické vlastnosti OCCC (jako chemorezistence a nepfizniva progndza) obecné
V literatuie spojovany praveé s nadory, které vykazuji overexpresi HER2 [76]. V dob¢
publikace nasi prace se stavem HER2 u CCC ovaria zabyvalo pouze n¢kolik studii, které byly
zpravidla provedené jen na velmi malych kohortach, a ne vzdy se stejnou metodologii
ohledné zpuisobu hodnoceni exprese HER2 [8, 83-88]. Ve vétsing praci se navic jednalo pouze
o hodnoceni ptitomnosti amplifikace HER2, bez informaci o muta¢nim stavu genu HER2.
Vzhledem k moznym terapeutickym nasledktim a potiebé novych cili 1é¢by OCCC se piitom

jedna o dilezitou oblast zajmu. Hlavnim cilem nasi prace tak byla charakterizace stavu HER2
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u CCC ovaria s vyuzitim imunohistochemie a FISH, analyza vztahu mezi stavem HER2 a
vybranymi klinicko-patologickymi parametry, analyza vztahu mezi stavem HER2 a
prognozou, a také analyza genu HER2 na DNA a RNA urovni. Vzhledem k zavedeni ADC
jsme pii1 hodnoceni stavu HER2 pracovali 1 s novou kategorii HER2-low nadort (popsanou
vyse) a tzv. HER2-zero nadorti (nddory se skore 0 pfi imunohistochemickém vysetieni).

Na kohorté 118 CCC ovaria jsme tak identifikovali 5 % (6/118) HER2-pozitivnich piipadu,
zatimco 95 % (112/118) nadori bylo dle klasického paradigmatu klasifikovano jako HER2-
negativni. Ve skupin¢ HER2-negativnich nadort bylo dale 75 % (84/112) nadort
klasifikovanych jako HER2-zero, a 25 % (28/112) nadort jako HER2-low. Literarni udaje o
stavu HER2 u CCC ovaria udavaji HER2-pozitivni OCCC Vv rozpéti od 0 do téméf 46 %, coz
poukazuje na zna¢nou variabilitu ve vysledcich a nespolehlivost téchto dat. Zaroven
poukazuji na dalsi problém, kterym je nejednotnd metodika hodnoceni, a v n¢kterych
ptipadech chybéjici potvrzeni amplifikace HER2 pomoci FISH. NaSe data, ziskand na peclivé
vyselektované kohort¢ CCC ovaria a s vyuzitim souc¢asného standardu metodiky, tak
vyznamn¢ piispivaji k zavéru, ze cilena anti-HER?2 terapie by mohla byt u malé ¢asti téchto
nadoril pfinosnd, zejména v piipadé metastatického a/nebo rekurentniho onemocnéni.
Recentné byla publikovana kazuistika o mimotadné 1é¢ebné odpovédi na T-Dxd u pacientky
s OCCC ve stadiu IIIC, ktery vykazoval overexpresi HER2 (pii vyuziti skorovaciho systému
pouzivaného pro karcinom gastroesofagealni junkce a zaludku publikovaného CAP) [89].
Vyznamny klinicky piinos terapie T-Dxd byl také popsan v rdmci vysledkt DESTINY-
PanTumor 02 studie, ktera demonstrovala nejvyssi miru objektivni odpovédi na 1écbu pravé u
karcinomti endometria, cervixu a karcinomt ovaria (nicméné bez dostupnych dat o typu
nadort zahrnutych mezi ,.karcinomy ovaria“) [90]. Nase prace zaroven piedstavuje také prvni,
ktera se zabyvala stavem HER2 v kontextu nové klasifikace vyuZzivajici kategorii HER2-low
nadora.

Vzhledem k potencialnimu vyznamu anti-HER?2 terapie u OCCC piedstavuje volba vhodného
biomarkeru dulezity problém. Jak jiz bylo zminéno vyse, fada dostupnych dat o stavu HER2 u
OCCC je limitovana rozdilnou metodikou skorovani vysledkti imunohistochemického
vysetfeni HER2 — jak z ohledu pfistupu k ptfipadim se skore 2+/3+ (potvrzeni metodou FISH
¢i nikoliv), tak z hlediska samotného skorovaciho systému (systém pro hodnoceni u
karcinomu prsu, versus u karcinomu GEJ/Zaludku). V sou€asné dobé neni ohledn€ vhodného
skoérovaciho systému jednozna¢né doporuceny konsensus. Hodnoceni HER2 exprese pomoci
imunohistochemie také mize byt ovlivnéné nadorovou heterogenitou, ktera se zda byt vice

vyznamna u nadord jinych lokalit mimo karcinom prsu, véetné OCCC [91]. V souvislosti
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S tim jsme se v nasi praci zabyvali otazkou, jak koreluje IHC skore s expresi genu HER2
(zejména s ohledem na HER2-zero a HER2-low CCC ovaria). Zatimco pfti porovnani HER2-
pozitivnich a HER2-negativnich (HER2-zero a HER2-low) ptipadi byla pozorovéna silna
korelace mezi expresi HER2 genu a HER2 stavem hodnocenym imunohistochemicky, pii
analyze pouze negativnich piipadt nebyl zastizen statisticky vyznamny rozdil v expresi genu
HER2 mezi skupinami HER2-zero a HER2-low. Pro klasifikaci CCC ovaria na HER2-low a
HER2-zero ptipady se tak expresni analyza nezda byt vhodnym nastrojem, coz by
potvrzovalo vyssi vhodnost imunohistochemického vysetieni. Nicméné vzhledem k urcitym
nevyhoddm imunohistochemie zminénym vySe je mozné, ze genova expresni analyza by
mohla ptedstavovat citlivéjsi nastroj pro klasifikaci HER2-negativnich CCC ovaria, pokud by
byla provedena s vyuzitim citlivéjsich metod (jako jsou naptiklad mRNA analyzy).

Dalsi otazkou byl také vztah HER2 stavu a klinicko-patologickych charakteristik OCCC,
respektive progndzy pacientek s timto onemocnénim. Pro OCCC jsou literarni data o
prognostickém vyznamu HER2 stavu pomérné chuda, a poskytuji nejednoznacné zavery.

V literatuie jsou popsany dv¢ studie, které udavaji, ze zvySena exprese HER2 je negativnim
prognostickym markerem a je spojend s hor§imi parametry pieZiti, nicméné ob¢ jsou
limitované bud’ velmi malym po¢tem OCCC zahrnutych v kohorté, pfipadné pracovaly

s heterogenni skupinou karcinomu ovaria bez blizsi specifikace konkrétniho histotypu [83,
92]. Jini autofi naopak dosli k zavéru, ze zvysena exprese HER2 nema na prognoézu statisticky
vyznamny vliv, a jako nezavisly prognosticky faktor se tak HER2 stav u OCCC neuplatiiuje
[87, 93]. Nase data tak predstavuji dilezity ptinos do této problematiky, kdy nase vysledky
ukazaly, Ze pii vyuziti 3-stupiiové klasifikace (HER2-zero, HER2-low, a HER2-pozitivni
nadory) nevykazuje preZiti pacientek statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami. Jistou
limitaci v tomto ohledu ptredstavuje pomérné nizky pocet ptipadt ve skupiné HER2-
pozitivnich nadort; pfi analyze pouze mezi skupinou HER2-zero a HER2-low nadort
vykazovaly pacientky s HER2-zero nadory vyznamné delsi OS i RFS. Tento vztah nicméné
ztratil statistickou vyznamnost pfi vyuziti multivariantnich analyz, a k jeho jednozna¢nému
potvrzeni jsou do budoucna zapotiebi dalsi data pochéazejici z vétSich kohort. Dostupnost

téchto dat je ovSem limitovana skutec¢nosti, ze OCCC ptedstavuji pomérné vzacnou jednotku.

3.2 Analyza mikrosatelitového stavu CCC ovaria a jeji vyznam
Samostatnou kapitolu z hlediska prediktivnich biomarkera tvoii problematika mikrosatelitové

instability, ktera predstavuje biomarker pro imunoterapii. Kromé vyznamu pro prediktivni
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testovani ma hodnoceni mikrosatelitové instability dilezity vyznam také jako screeningova
metoda pro Lynchitv syndrom, charakterizovany zejména karcinomy tlustého stfeva a
zenského genitalu (pfedev§im karcinomy endometria, ale také karcinomy ovaria —
endometroidni karcinom a svétlobunécny karcinom).

Znalosti 0 nadorovém mikroprostiedi OCCC s ohledem na mozné vyuziti imunoterapie jSOu
stale do jisté miry limitované vzacnym vyskytem tohoto naddoru, nicméné dostupna data
ukazuji, ze mikroprostfedi OCCC je z hlediska infiltrace imunitnimi buiikami zna¢né
heterogenni, s kombinaci oblasti s loziskovou infiltraci T-lymfocyty a naopak oblasti, které
jsou tzv. immune-excluded [94]. Tato heterogenita a variabilita v zastizené imunitni odpovédi
se obecné povazuje za diivod, pro¢ imunoterapie zpravidla nedosahuje u karcinomu ovaria
dostate¢né dobré¢ 1é¢ebné odpovédi. Na rozdil od pouze fokalni a heterogenni imunitni
infiltrace popsané u OCCC je celkové vyrazné silngj$i imunitni odpovéd’ udavana u HGSC.
Recentné publikovand prace zaméfend na nadorové mikroprostiedi OCCC popsala vyraznou
variabilitu ve frekvenci a fenotypu zastizenych bun€¢k imunitniho systému, expresi checkpoint
molekul, a v mnozstvi kolagenni matrix mezi nadorovymi buitkami, invazivnim okrajem
nadoru a nadorovym stromatem [95]. OCCC v této studii vykazovaly pouze nizkou expresi
PD-1 a PD-L1, kdy autofi ovS§em udéavaji vysokou expresi PD-L2 na nddorovych bunkach,
coz by mohlo pfedstavovat jeden z mechanismt, jakym se CCC ovaria vyhybaji T-lymfocyty
zprostiedkované destrukci. Zajimavosti je také fakt, Ze zastizené populace imunitniho
systému a rozsah a slozeni kolagenni matrix se vyznamné liSily mezi OCCC s mutaci ARID1A
a OCCC, které byly ARID1A wild type. ARID1A-mutované OCCC by tak teoreticky mohly
1épe odpovidat na terapii checkpoint inhibitory, nebot’ tyto nadory vykazovaly v popsané
studii vice negativnich asociaci mezi PD-1 signalni kaskddou a buitkami imunitniho systému,
kdy je preruSeni této kaskady spojené s vyssi pravdépodobnosti vzniku protinddorové
odpovédi imunitniho systému.

Navzdory limitovanému mnozstvi dat o nadorovém mikroprosttedi OCCC se ovSem ukazuje,
Ze imunoterapie s vyuZzitim checkpoint inhibitorii by mohla byt slibnou terapeutickou
moznosti alespon u ¢asti pacientek s OCCC, kdy recentni studie popsala, ze 25 % (4/16)
pacientek v jejich sérii vykazovalo pii 1écbé PD-1/PD-L1 inhibitory trvalou klinickou
odpoveéd’ [96]. Celkem 12 pripadt v této studii bylo podrobeno komplexnimu molekularnimu
testovani nadorové tkané, kdy vSechny nadory byly mikrosatelitove stabilni (MSS) a témét
vSechny (s vyjimkou jednoho pfipadu) vykazovaly nizkou muta¢ni naloz (TMB-low). Ze 4
ptipadt s klinickou odpovédi na terapii vykazovaly 2 ptipady ,,hojné mnozstvi tumor

infiltrujicich lymfocytd exprimujicich PD-1, které bylo hodnocené pomoci
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imunofluorescence. Dostupnd data tak poukazuji na to, Ze terapie checkpoint inhibitory by
mohla hrat roli u OCCC, nicméné¢ klic¢ovym faktorem pro spravnou indikaci (a ti¢innost) této
terapie predstavuje volba vhodnych prediktivnich biomarkert, které pro OCCC v soucasné
dob¢ jednoznacné definované nejsou.

V soucasnosti jsou v klinické praxi dostupné celkem 3 prediktivni biomarkery pro
imunoterapii se schvalenim FDA, kam spole¢né s expresi PD-1/PD-L1 patii také TMB a
mikrosatelitova instabilita (MSI). Mikrosatelitova instabilita (respektive deficience MMR
proteinii hodnocena imunohistochemicky, MMRd) se uplatiiuje jako biomarker pro 1écbu
pembrolizumabem bez ohledu na typ nadoru, a ptedstavuje tak prvni ptipad, kdy FDA
schvalila protinadorovou terapii Cisté¢ na zaklad¢ genetického profilu nddoru (tkanove
agnosticky biomarker) [97]. Samostatnou problematiku piedstavuje otazka zptisobu
hodnoceni mikrosatelitové instability, kdy hlavni dostupné metody testovani zahrnuji
imunohistochemické vySetfeni (hodnoceni exprese vSech 4 MMR proteint - MSH2, MSH6,
PMS2, MLHI,; pfi ztraté exprese je nador hodnocen jako MMRd), PCR s naslednou
fragmentacni analyzou (PCR-FA, hodnoceni délky mikrosateliti; pii prokdzané instabilité je
nador hodnocen jako MSI-High), a vysetieni stavu mikrosateliti metodou NGS vysetieni.
Vzhledem k tomu, Ze literarné€ udavana senzitivita jednotlivych metod je srovnatelna
(ptiblizn€ 90 %), jako metodu prvni volby doporucuje European Society for Medical
Oncology (ESMO) imunohistochemické vysetfeni [98-101]. Dle nékterych studii se ovSem
udava, ze diskrepance mezi MMRd a MSI-High stavem je v zavislosti na typu daného nadoru
az 10 — 15 %, kdy tedy existuje malé procento MMRd nadord, které nejsou MSI-High, a
naopak [102, 103]. Cilem nasi prace tak bylo nejen komplexni zhodnoceni frekvence
MMRd/MSI-High stavu u OCCC, ale také porovnani dostupnych metod hodnoceni (IHC
versus PCR-FA a NGS testovani).

Dle dostupnych dat je MSI (respektive MSI-High stav) u OCCC relativné vzacny, kdy se
udava v rozpéti od 0 % do nejvyse 25 % ptipadt [22, 104-110]. Vysledky publikovanych
studii jsou ovSem do jisté miry limitované mensim rozsahem studovanych sestav (do 50
ptipadfl). V nasi kohorté¢ 100 OCCC bylo imunohistochemickym vySetfenim identifikovano 7
MMRAJ ptipadi, coz je pfi frekvenci 7 % vysledek rdmcové shodny s publikovanymi daty. Pti
hodnoceni pomoci PCR-FA bylo z téchto 7 ptipadit 6 hodnoceno jako MSI-High, a 1 jako
MSS. VSech 7 ptipadl vykazovalo pfi vySetfeni metodou NGS mikrosatelitovou instabilitu a
také mutaci v jednom z MMR gend, pficemz v 5 pfipadech se jednalo o mutace somatické a
ve 2 ptipadech o mutace germindlni (v naSem souboru tak 2 % pacientek mélo nador spojeny

s Lynchovym syndromem). K témto 7 pfipadiim byla dale v muta¢ni analyze zastizena
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somaticka mutace u dalSich 3 OCCC, kter¢ byly hodnocené jako MMR-proficientni (IHC) a
mikrosatelitove stabilni (PCR-FA a NGS). Shoda mezi hodnocenim MSI s vyuzitim metody
IHC, PCR-FA a NGS (panel 53 lokusu, viz nize) byla v nasi praci vynikajici (kappa = 0.949).
Diskrepanci mezi IHC a PCR-FA testovanim jsme zaznamenali pouze u jednoho piipadu,
ktery mél somatickou mutaci MSH6 a vykazoval MMRd stav imunohistochemicky, ale pii
vysetfeni PCR-FA byl falesn¢ negativni. Tento vysledek je v souladu s jiz popsanymi daty,
ktera udavaji, ze u MSH6 mutovanych nadorti mohou byt vysledky MSI testovani faleSné
negativni az v poloviné pfipada [111].

Vysledky analyzy zaloZzené na NGS ukézaly, Ze panel standardné pouZivany pro hodnoceni
MSI u kolorektalniho karcinomu (s hodnocenim 17 mikrosatelitovych lokust) mé horsi
vysledky nez nami navrzeny panel zalozeny na hodnoceni 53 vybranych mikrosatelitovych
lokust (senzitivita 1 a specificita 0,97 pfi cut-off hranici 18 % nestabilnich lokust pro panel
17 lokust, v porovnani se senzitivitou 1 a specificitou 1 pti cut-off hranici 23 % nestabilnich
lokust pro panel 53 lokusi). Tato data naznacuji, Ze mikrosatelitové lokusy se nejspise lisi

Vv zavislosti na typu tkané a nadoru, kdy odlisné nadory mohou vykazovat preferencné mutace
Vv jinych mikrosatelitovych lokusech a pro pfistup k MSI testovani zaloZzeny na NGS analyze
by tak mély byt vyuZivany tkanove specifické lokusy. Pro praktické vyuziti NGS MSI
testovani je tak do budoucna klicova validace specifického panelu mikrosatelitovych lokusi
pro karcinomy ovaria.

Ackoliv je MSI u OCCC vzécna, jeji pritomnost mize byt voditkem pii rozhodovani o 1é¢be,
zejména pii pouZiti imunoterapie. Nizka prevalence a nejednoznaéné prognostické dusledky
vSak zdlraznuji potfebu dal$iho vyzkumu s cilem optimalizovat 1éCebné strategie pro pacienty
s OCCC. Pochopeni molekularniho prostiedi OCCC, véetné MSI a dalSich genomickych
zmeén, je nezbytné pro pokrok v personalizované medicin€ u tohoto terapeuticky
problematického podtypu nadorti. Zaroven nase data podporuji zavér, ze nejen pacientky s
endometroidnim karcinomem ovaria, ale 1 pacientky s OCCC by mély byt zatazeny do

algoritmt zamétenych na screening Lynchova syndromu.

4. Molekularné-geneticka analyza CCC ovaria s ohledem na charakteristiku spektra
aberaci a jejich diagnosticky, prognosticky a prediktivni vyznam

Jak bylo popsano vyse, molekularni data pochazejici zejména ze starsich studii jsou do jisté
miry nejspise limitovand zafazenim jinych histologickych typti nadora do analyzovanych
souborti. V ramci molekularné-genetickych analyz dalsi limitace spocivaji v metodologii a

pouzitém piistupu k analyze, kdy byl asto v panelu zahrnuty pouze maly pocet genti, a kdy
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se citlivost jednotlivych pouzitych metod muze liSit diky nizkému pokryti studovanych oblasti
genomu.

Spektrum molekuldrnich aberaci u OCCC ma ptitom dilezity diagnosticky, prognosticky, a
zejména v soucasnosti neustale narustajici prediktivni vyznam. Nase prace se tak soustiedila
na komplexni genomickou a transkriptomovou analyzu kohorty 113 OCCC, ktera ptedstavuje
jednu z nejvétsich, jednoznaéné definovanych studovanych sérii. Cela kohorta byla podrobena
DNA NGS analyze se Sirokym panelem 727 genti/Casti gentl (za Gcelem stanoveni muta¢niho
spektra, TMB a mikrosatelitové instability), RNA NGS analyze s panelem 147 genii a
expresnimu profilovani s naslednym hierarchickym klastrovanim. Nase prace tak predstavuje
prvni takto komplexni molekularni analyzu OCCC provedenou na ptipadech, které spliuji
pfisna diagnosticka kritéria.

Nase vysledky ukazaly, ze nejcastéjsi aberace u OCCC predstavuji mutace v genech ARID1A
(51 %), PIK3CA (47 %), promotoru TERT (27 %), KRAS (18 %), TP53 (13 %), ATM (10 %),
PPP2R1A (7 %), NF1 (6 %), PTEN (6 %), a POLE (4 %). Z hlediska genovych mutaci jsou
tak nase vysledky v souladu s dostupnymi literarnimi daty a potvrzuji, ze alterace
charakteristické pro OCCC zahrnuji zejména mutace genu ARID1A a genli v signalni cesté
PIK3CA/Akt/mTOR. Tyto alterace jsou zakladnimi genetickymi zmé&nami, které jsou
zodpovédné za biologické chovani OCCC, a které se v nasem souboru ¢asto vyskytovaly
spole¢né s mutacemi v genech PIK3R1 a KRAS soubézné v riiznych kombinacich. Vzajemna
kombinace mutaci ARID1A a PIK3CA (také oznacovéna jako ,,double-hit* podtyp OCCC)
byla také recentné popsana v jiné studii, atkoliv na mensi kohorté [107]. Tyto vysledky se
ovSem lisi od jedné z dalSich publikovanych studii, jejiz autofi udavaji, Ze somatické mutace
v genech ARID1A, PIK3CA, PIK3R1 a TP53 se vzajemné vylucovaly [112]. Autofi této studie
zaroven provedli také klastrovaci analyzu (na zakladé kombinace mutaci v driver genech a
RNA expresnich dat) a popsali, Ze tim v jejich kohorté vznikly 2 hlavni klastry — prvni,
charakterizovany ARID1A mutacemi se zvySenou expresi gent charakteristickych pro OCCC
zodpoveédnych za chemorezistenci (ANXA4 a GPX3) ¢i asociaci s endometriézou (EEF1A2); a
druhy, charakterizovany z velké vétSiny nddory s TP53 mutacemi a zvySenou expresi genli
podilejicich se organizaci extraceluldrni matrix a mezenchymalni diferenciaci (ADGR2 a
PDCH19). Prvni klastr autofi nazvali jako ,,klasicky OCCC* a druhy jako ,,HGSC-like*,
nicméné sami nasledné uvadi, Ze charakteristiky nadori spadajicich do HGSC-like klastru

V jejich kohort€ (v€etné inicialni dobré odpovédi na chemoterapii platinovymi derivaty)
nebyly typické pro CCC ovaria, coz vedlo k pfehodnoceni téchto ptipadi.. Na zékladé

opakovaného zhodnoceni morfologickych charakteristik nadorti v této skupiné a dodate¢ného
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imunohistochemického vysetieni v pfipadech, u kterych byl stale dostupny material, byly
nasledné 4/14 (28 %) TP53-mutovanych nadorti pieklasifikovany na jinou diagnézu (3 EOC a
1 HGSC). Celkov¢ tak autofi odhaduji, ze 19 ze vSech 71 TP53-mutovanych OCCC v jejich
kohort¢ bylo ptivodné Spatné klasifikovano, coz dale podtrhuje nespolehlivost ¢asti literarnich
dat zam¢fenych na CCC ovaria. V porovnani s témito vysledky hierarchicka klastrovaci
analyza v nasi praci také odhalila pfitomnost dvou klastrii v nasi kohort¢ OCCC, které ovSem
byly charakterizovany rozdilnou expresi odlisnych genil, nez bylo dosud v literatufe popsano.
Klastr 1 tak obsahoval 93 ptipadi s velmi heterogennim vzorcem exprese, zatimco klastr 2
obsahoval 12 ptipadt s napadné vyssi expresi genit AKT3, DDR2, CTNNBL1, JAK2, KIT a
PDGFRA, a naopak nizsi expresi genit CDH1, ERBB2, ERBB3, FGFR3, HIST1H3B, HNF1B
a POLQ Vv porovnani s prvnim klastrem.

Nad ramec vyse uvedenych nejcastéjSich mutaci byly v nasi praci dale zastizeny také méné
Casté mutace v genech ARHGAP35, ARID1B, CREBBP, PIK3R1, RASA1, SHPRH (kazdy 5
%), a LATS1, MLL2, a SETX (kazdy 4 %). Znalost molekularniho profilu charakteristického
pro OCCC je dilezita nejen z hlediska prediktivniho, ale i diferencialné diagnostického.
Ackoliv je imunohistochemické vysetieni v kombinaci s pe¢livym zhodnocenim morfologie
ve vétsing piipadi schopné spolehlivé odliSit OCCC od jeho nej¢astéjsiho ,,napodobovatele*
HGSC, mala ¢ast piipadt mize vykazovat vyrazny piekryv téchto charakteristik.
Problematické tak jsou zejména pripady OCCC, které nevykazuji pozitivitu markert
svétlobunécné diferenciace (zejména napsinu A) a piipady HGSC, které vykazuji wild type
vzorec exprese p53 [33].

Na rozdil od OCCC, hlavni alterace typické pro HGSC jsou zejména mutace genu TP53, které
jsou pro HGSC prakticky definujici a které se v rutinni diagnostické praxi ovétuji na
imunohistochemické urovni s vyuzitim protilatky p53. Dle literatury ovSem az 2,2 % HGSC
muze vykazovat wild type (a ne aberantni) vzorec exprese p53 zptisobeny nejspise mutacemi
v genu TP53, které nevedou k abnormalni IHC expresi, jako jsou nékteré trunkac¢ni nebo
sestfihové mutace [33]. Tento fenomén mize, zejména pfi vyuziti pouze limitovaného THC
panelu, velmi snadno vést k chybné diagnéze a zaméné¢ HGSC za OCCC (ptipadné i za EOC).
V téchto ptipadech pak mize molekularni testovani vyznamné napomoci k dosazeni spravné
diagndzy. Odliseni OCCC od jinych karcinomt ovaria ovSem neni mozné pouze na zakladé
jediné (dostatecné specifické) alterace, ale je nutné jej dosahnout na zédklad¢€ hodnoceni
celkového muta¢niho profilu daného nadoru s piihlédnutim k celému spektru
identifikovanych mutaci. Mimo mutace TP53 (vyskytujici se v 98 - 100 %) dalsi alterace

typické pro HGSC zahrnuji mutace gentt BRCA1/2 (kdy jsou germinalni mutace v téchto
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genech zodpovédné za 5 — 10 % ovarialnich karcinomil) a dalSich genil Giastnicich se
opravnych mechanismi homologni rekombinace jako je RAD51, CHEK2, a PALB2 [113-115].
Navzdory vysoké frekvenci mutaci TP53 u HGSC se ovSem nejednd o alteraci, kterd by se u
karcinomu ovaria vyskytovala vyluéné u HGSC. V nasi praci jsme mutace TP53 zaznamenali
ve 13 % OCCC, pti¢emz mutace TP53 se vzajemné vylucovaly s mutacemi v genu KRAS,
které byly navic Cast€jsi u nadort v ¢asnéjsim stadiu. Mutace v genech BRCA1/2 byly u nasi
kohorty OCCC velmi vzacné (1 % / 2 % piipadt). Recentni prace, kterd se zabyvala
klasifikaci OCCC do 4 podtypt na zaklad¢ molekularnich podtypt definovanych TCGA pro
karcinom endometria (POLE mutovany, MMR-deficientni, p53 abnormalni, a nadory

s nespecifickym molekuldrnim profilem - NSMP) uvedla, ze 20 % OCCC v jejich sérii
vykazovalo TP53 mutace/p53 abnormalni profil [110]. To ptedstavuje dilezitou informaci

Z hlediska diferencialni diagnostiky, kdy je dulezité byt si védom vyskytu téchto alteraci i u
OCCC.

Z prognostického hlediska pfi pouziti stejné molekularni klasifikace spadalo v nasi kohorté 76
% nadori do skupiny NSMP tumort, 13 % do skupiny p53 abnormélni, 7 % do skupiny
MMR-deficientni, a 4 % do skupiny POLE mutovanych nadort. V souladu s literarnimi daty
vykazovaly POLE mutované OCCC lepsi preziti (s delsim RFS), ale pouze v univariantni
analyze — pf1 pouZiti multivariantniho pfistupu tyto vysledky ztratily statisticky vyznam, kdy
byla naopak jako nezavisly a nejsilnéj$i prognosticky faktor identifikovana radikalita
chirurgického vykonu (RO resekce).

Vysledky RNA NGS analyzy ukazaly, ze v nasem souboru CCC ovaria byly genové fize
ptitomné u 13 % (14/105) ptipadt, kdy u 36 % piipadi s fuzi byl jednim z fuznich partnert
gen pro tyrosinkinazové receptory, coz by mohlo mit dilezity vyznam z hlediska
prediktivniho testovani. Z celkem 13 detekovanych fuzi bylo 6 fuzi novych, dosud
nepopsanych (LAMB1::MET, CCDC3::AKT3, NBN::CNGB3,

DHX15::ATR, LGALS3::EZH2, a ARID1A::MIA2), zatimco zbyvajicich 7 fuzi pfedstavuje
alterace jiz popsané. Sem patii fuze TFG::ADGRG7, fuze genu MET s riznymi fiznimi
partnery (ST7::MET, CAPZA2::MET, a LAMB1::MET), fuze ERBB4::1KZF2, a fuze
ESR1::ARMT1.

Nase vysledky tak potvrzuji, Ze OCCC je nador charakterizovany pomérné heterogennim
molekularnim profilem. V soucasné dob¢ je cela fada z ndmi detekovanych alteraci spojena

s moznostmi cilené 1é¢by — OCCC s mutacemi PIK3CA by mohly odpovidat na 1é¢bu PI3K-
nebo m-TOR inhibitory, zatimco nadory s ARID1A mutacemi by mohly byt vhodné pro 1é¢bu
PARP inhibitory ¢i HDAC inhibitory, jako napfiklad pan-HDAC inhibitor suberoylanilid
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hydroxamin (SAHA, vorinostat) [116, 117]. Rada alterovanych genti navic patii mezi geny
kédujici tyrosinkindzové receptory, pro které je v soucasné dob¢ dle databdze OncoKB
dostupna terapie — zejména KIT (imatinib, regorafenib), PDGFRA (avapritinib), a MET
(tepotinib, capmatinib). Vysledky DNA NGS analyzy také ukdzaly, Zze 9 % OCCC v nasi sérii
dosahovalo vysoké muta¢ni naloze (klasifikovano jako TMB-High pii pouziti cut-off hranice
10 mutaci/megabazi) a 7 % OCCC bylo mikrosatelitove instabilnich (MSI-High). Oba tyto
parametry se uplatiiuji jako prediktivni markery pro ptipadnou imunoterapii, jejiz
problematika byla jiz diskutovana vySe (¢ast 3.2). Z terapeutického hlediska jsou dilezita také
data, ktera ukazuji, ze nadory s mutacemi genu ATM (v nasi sestavé 10 % OCCC) jsou vice

citlivé na terapii platinovymi derivaty [25].

5. Zavér

Tato prace je zaméfena na komplexni analyzu svétlobunééného karcinomu ovaria, vzacné a
vysoce maligni jednotky ovaridlnich epitelialnich nddort. Hlavnimi pfinosy prace jsou nova
poznani v oblasti imunohistochemické a molekularné-genetické charakterizace téchto nadort,
véetné jejich diagnostického, prognostického a prediktivniho vyznamu. Prace je zalozena na
celkem 5 studiich, které byly publikovany v odbornych ¢asopisech s impakt faktorem (véetné
Casopist v Kategorii Q1). Tyto studie byly provedené na velké kohort¢ OCCC, s vyuzitim
modernich metod analyzy, véetné tkanovych mikro€ipti,, imunohistochemie a DNA a RNA
NGS.

Studie zamétené na imunohistochemickou analyzu OCCC za G¢elem diferencialné
diagnostickym a prognostickym potvrdily, Ze imunohistochemické vySetteni je klicové pro
spravnou diagnozu OCCC, zejména v kombinaci s peclivym hodnocenim morfologie.
Analyzovana exprese markert PRAME a markerti neuroendokrinni diferenciace poskytla
hodnotné informace pro diferencialné diagnostické odliseni od jinych nadoru. Studie
zaméfené na prediktivni analyzy s aktualnim terapeutickym uplatnénim (hodnoceni HER2
stavu a mikrosatelitové instability) u OCCC pfinesly unikatni data o vyskytu HER2-
pozitivnich nadorii (5 %) a HER2-low nadorii (25 %). Tato zjisténi mohou mit dilezity dopad
na moznosti cilené terapie. Dalsi analyzy identifikovaly mikrosatelitovou instabilitu (MSI) u 7
% OCCC, coz podporuje vyuziti imunoterapie u téchto pacientek a podtrhuje dilezitost MSI
testovani pro screening Lynchova syndromu. Dalsi oblasti vyzkumu byla také rozsahla
analyza genomického a transkriptomového profilu OCCC na nejvétsi dosud dostupné kohorté

s takto detailni charakterizaci. Nejéastéjsi mutace postihovaly geny ARID1A (51 %), PIK3CA
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(47 %) a TERT promotor (27 %). RNA analyzy odhalily nové genové fuze, véetné
LAMB1::MET a ERBB4::IKZF2, které mohou ptedstavovat potencidlni cile cilené terapie.
Zjisténé molekularni charakteristiky zdtraznuji heterogenitu OCCC a naznacuji moznosti
prediktivniho testovani pro personalizovanou medicinu. Vysledky nasi prace také ukazaly, ze
molekularni klasifikace OCCC, podobné jako u karcinomu endometria, by mohla ptinést
hodnotné prognostické informace. POLE-mutované naddory vykazovaly delsi pteziti bez
rekurence, ackoliv klicovym prognostickym faktorem ziistal rozsah resekce.

Hlavni pfinosy prace zahrnuji nova data zejména z oblasti diferencidlni diagnostiky a
personalizované mediciny, kdy identifikace specifickych molekularnich aberaci, jako jsou
mutace ARID1A, PIK3CA a HER2-low status, otevira moznosti cilené terapie a imunoterapie
pro pacientky s OCCC. Prace poskytla nové poznani o expresi markert, jako jsou PRAME a
neuroendokrinni markery, coZ usnadiiuje rozliSeni OCCC od jinych nadorti. NaSe vysledky
také podporuji rutinni testovani MSI u OCCC jako soucasti screeningu pro Lynchitv syndrom.
Zaroven nase prace otevira fadu otazek, které vyzaduji dalsi studium. Sem patii zejména
otazka validace prediktivnich biomarkert, jako je HER2-low status a nové genové fize, na
vétSich kohortach. Podrobnéjsi studium molekuldrnich mechanismi rezistence OCCC viici
platinové chemoterapii by mohlo pfispét k nalezeni novych 1é¢ebnych postupt. V souvislosti
S terapii by dal$i analyzy interakci mezi OCCC a jeho mikroprostiedim mohly napomoci k
optimalizaci imunoterapeutické strategie. Z hlediska personalizované mediciny ma vyznam
také rozSifeni poznatkii o specifickych alteracich, jako jsou mutace ARID1A a PIK3CA.
Celkové vysledky nasi prace pfinesly nova poznani v oblasti patologie svétlobunééného
karcinomu ovaria a poskytly podstatny zaklad pro budouci vyzkum. Identifikace novych
biomarkerti a pochopeni molekularniho profilu téchto nadort predstavuji krok vpted ke
zlepseni diagnostiky, prognozy a 1écby pacientek s touto vzacnou malignitou. Budouci
vyzkum by mél navazat na tyto poznatky a dale rozvijet personalizované terapeutické

strategie, které mohou zlepsit prognozu pacientek s OCCC.
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