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SOUHRN

Karcinom zaludku patii celosvétové mezi tfeti nejcastéjsi pfi¢inu umrti na nadorové
onemocnéni. Jedinou potencionalné kurativni 1écbu predstavuje stale chirurgicka resekce
doplnénd chemoterapii/chemoradioterapii. Cilend terapie pomoci monoklonalnich
terapeutickych protilatek bohuzel dosud nepfinesla vétsi posun s vyjimkou trastuzumabu.
Velkou nad¢ji v 1é€bé tohoto onemocnéni se v posledni dobé jevi imunoterapie, kterd by
mohla byt velmi pfinosnd pro pacienty. Ukazuje se, Ze imunoterapie pomoci anti-PD-1
monoklondlni protilatky pembrolizumabem je spojena s dobrou odpovédi na 1écbu
u pacientl s nadory s vysokou mikrosatelitovou instabilitou a pozitivitou na virus Epstein-
Barrové (EBV). Na vybrané skupiné 10 pacientii jsme pomoci molekuldrné-biologickych,
cytogenetickych a imunohistochemickych metod stanovovali pfitomnost infekce virem
EBV, mikrosatelitovou instabilitu a expresi PD-L1. NasSe vysledky ukazaly na pfitomnost
infekce u 20 % pacientli, coz ukazuji i velké studie, dale na souvislost mezi infekci,
mikrosatelitovou instabilitou a expresi PD-L1, coz by mohlo naznacovat moznou predikci

pro imunoterapii.
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SUMMARY

Gastric cancer is the third leading cause of cancer death worldwide. The only potential
curative treatment is still surgical resection supplemented with chemotherapy or
chemoradiotherapy. Unfortunately, targeted therapy with monoclonal therapeutic
antibodies has not yet a major shift, with the exception of trastuzumab. Immunotherapy
has recently become a great hope in the treatment of this disease which could be a great
hope for patients. Immunotherapy with the anti-PD-1 monoclonal antibody
pembrolizumab has been shown to be associated with a good response to treatment in
patients with tumors with high microsatellite instability and Epstein-Barr virus (EBV)
positivity. In a selected group of 10 patients, we determined the presence of EBV
infection, microsatellite instability and PD-L1 expression using molecular biological,
cytogenetic and immunohistochemical methods. Our results showed the presence of
infection in 20 % of patients, as shown by large studies, as well as the association between
infection, microsatellite instability and PD-L1 expression which could suggest a possible

prediction for immunotherapy.
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1 UVOD

Moderni diagnosticky pohled se za posledni dobu znacné zmeénil. Klasické pojeti
laboratorni diagnostiky, zahrnujici biochemii, hematologii, imunologii, patologii,
mikrobiologii atd., vychazelo z konceptu analyzy a detekce zmén, které jsou az
diisledkem diskrepance na molekularni urovni. Soucasna molekularni diagnostika ovSem
hleda pficiny téchto naslednych zmén, coz znamena odliSny pohled na tuto diagnostiku,
odréazejici se i v samotné interpretaci nalezu. Molekularni diagnostika tak hraje a bude
hrat jednu z klicovych roli v terapii vétSiny onemocnéni, nadorovych pak nevyjimaje.
Tento aspekt pak nabyva na vyznamu i v souvislosti s rozvojem perzonalizované
mediciny. Ukolem molekularni diagnostiky nadort je uréeni zakladnich molekularnich
charakteristik tohoto procesu, subtypizace nadoru, predikce terapie a prognoza
onemocnéni. Tato znalost na molekularni tirovni mé zcela zdsadni vyznam pro dalsi osud

pacienta.



2 CILE PRACE
Hypotéza:

Predpoklada se, ze urcité procento diagnostikovanych karcinomt Zzaludku bude
asociovano s virovou infekci. Pravdépodobné se jedné o infekci virem EBV. Tito pacienti
by patfili do jiné biologické skupiny, nez stanovuje soucasna klasifikace a je predpoklad,
ze bude jind odezva na terapii a pribéh onemocnéni. Déle se podle zatim dostupnych
studii ukazuje, Ze imunoterapie pomoci anti-PD-1 monoklondlni protilatky
pembrolizumabem by mohla byt spojena s dobrou odpovédi na Ié€bu u pacientil

s metastatickym karcinomem zaludku.

Cilem prace je u vybranych pacientll s metastatickym karcinomem zaludku ovéfit vyse
zminénou hypotézu na kohorté¢ 10 pacienti s diagnostikovanym a potvrzenym
karcinomem  zaludku  pomoci  molekuldrné-biologickych,  cytogenetickych

a imunohistochemickych metod.

1. Zpracovani literarni reSerSe

2. Ovéteni diagndzy karcinomu zaludku (histologie — HaE) a vybér pacient
3. Cytogenetickd analyza genu Her2/neu

4. PCR analyza a kvantifikace virové naloze EBV

5. Stanoveni exprese PD-L1, MLH-1

6. Stanoveni moznych prognostickych a terapeutickych cilt



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Molekularni podstata nadoru

wrwe

mutaci (Brychtova et al., 2018). Mutace jsou nejcastéji spontdnniho charakteru, ale
mohou byt zptisobeny dalSimi faktory, jako jsou vné&jsi prostredi, vnitini vlivy nebo jsou
podminény dédi¢né. Nador vznika opakujicim se procesem klonélni expanze a v dnesni
dobé je nador charakterizovan pravé jako klonalni expanze jedné progenitorové bunky
(Brychtova et al., 2018). V organismu jsou pritomny specifické geny, které se caste¢né
vypotadavaji se zménami genomu vzniklymi klonélni expanzi a reparuji je (Nowak et al.,
2006). Mezi tyto geny patii protoonkogeny, které podporuji proliferaci bunck nebo
naopak tumorsupresorové geny, které rist bunck inhibuji (Lee a Muller, 2010). Déle se
na reparaci podileji geny fidici apoptdézu a reparacni geny, které fidi reparaci DNA
molekul (Ronen a Glickman, 2001). VSechny vySe zminéné geny jsou fazeny mezi tzv.

regulatorni geny.

Maligni nadorova klonalni expanze je charakteristickd vysokou proliferaci bunék
s Cetnymi mitdzami a nizkou diferenciaci bunék (Jang et al., 2011). Nadorové maligni
buitkky maji schopnost autonomniho riistu a pted programovanou bunécnou smrti jsou
chranény naruSenim p53 a p21 kaskady. Vlivem téchto procesti dochazi k invazivnimu

ristu nadoru, ktery je umoznén dysregulaci regulatornich genii (McKenzie et al., 1999).

Protoonkogeny jsou soucasti genomu normalni zdravé buiiky a jsou dulezité pro vyvoj
organismu. Jsou to strukturni geny, které koduji proteiny stimulujici bunééné déleni,
inhibujici bunéénou diferenciaci a také se podileji na regulaci programované bunécné
smrti (Torry a Cooper, 1991). Jejich produkty jsou predevsim rtstové faktory, receptory
pro rastové faktory, signalni transduktory, transkripéni faktory a regulatory apoptozy.
Protoonkogeny mohou byt exprimovany v pribéhu embryogeneze, kontinualn¢ béhem
zivota a nékteré nemusi byt exprimovany viibec za normalnich podminek. Pokud dojde
k naruSeni struktury protoonkogenu a k jeho mutaci, vznika onkogen, ktery ma negativni
vliv na organismus a vyvolava maligni transformaci. Nejcasteji protoonkogeny podléhaji
bodovym mutacim, pfestavbé chromozému nebo amplifikaci sekvence genu, ktera ma za
nasledek zvySeni exprese tohoto genu (Torry a Cooper, 1991). Podil na mutacich

v genomu mohou mit i onkogenni viry, nej€astéji retroviry. Mezi nejvyznamngjsi



onkogeny z diagnostického hlediska patii napt. ras, fos, src, erb, myc a dalsi (Lee

a Muller, 2010).

Na vyvoji nadoru se tedy podili aktivace bunéénych onkogenti. Druhou genetickou
zménou podilejici se na vzniku nadoru je inaktivace tumorsupresorovych genil. Tyto geny
maji za normalnich podminek opa¢nou funkci oproti protoonkogentim. Jejich tikolem je
kontrola buné¢ného cyklu a inhibice bunééného déleni v ptipadé abnormalni proliferace
nebo pokud dojde k poskozeni genetické informace. Tumorsupresorové geny také
podporuji apoptézu a ucastni se bunécné diferenciace a oprav DNA. Pokud tyto geny
postihne mutace, dochézi k jejich inaktivaci a tim odstranéni negativnich reguldtorti
bunécné proliferace. Nasledkem je abnormalni nekontrolovatelné bunééné déleni a vznik
nadoru (Hinds a Weinberg, 1994). Mezi nejvice sledované tumorsupresorové geny pii
diagnostickém vysetfeni patii napt. BRCA1, BRCA2, pRb, p53 a p16 (Lee a Muller,
2010).

Dalsi skupinou regulatornich genti jsou geny regulujici apoptézu, do které patii
nejvyznamnéjsi bcl-2 gen. Jednd se o protoonkogen pulisobici proti apoptdze.
Antagonistou plisobicim proapopticky je gen bax (Tsujimoto, 1998). Tyto geny nemaji

vliv na bunécnou proliferaci.

Na vyvoji nadoru se mohou podilet také reparacni geny (n€kdy zvané také ,,mutatorové
geny®), které¢ udrzuji stabilitu genomu. Pokud jsou geny poSkozeny v obou kopiich,
dochazi ke ztrat€ jejich funkce a k ¢etnéjSimu poskozeni DNA molekul. Tim se zvySuje

riziko vzniku rakoviny (Lahtz a Pfeifer, 2011).

3.2 Nadorova imunologie

Genetickou pfeménou zdravych bun¢k organismu vznikaji buniky rakovinné. Tyto bunky
jsou cCasto vnimany jako antigenné¢ podobné nebo télu vlastni. Je i prokdzéno, ze
v pocate¢nim stadiu vzniku nadoru nebo béhem jeho metastaze do jinych tkani n¢které
leukocyty dokonce pomahaji butkdm nadoru svymi riistovymi faktory. U vétSich nadort
dochazi k jejich rozpadu a ani tyto rozpadové produkty nemusi vyvolat imunitni odpovéd’
proti naddoru. Imunitni odpovéd’ organismu proti nddoru vznikne jen v pfipad¢, kdy
nadorové bunky produkuji neobvyklé nebo nové molekuly (Sukari et al., 2016). Tyto
molekuly pak imunitni buiiky rozeznavaji jako cizi a nadory, které vyvolavaji imunitni

odpovéd’ oznacujeme jako imunogenni. Takovych nadort je ale jen nepatrné mnoZzstvi.



U nékterych nadord vyvolanych experimentdlné chemickymi latkami na zvitatech je
pozorovana dobrd imunitni reakce organismu, zatimco u nadorti vyvolanych samovolné
at’ uz u clov€ka nebo u zvifat nikoliv. Z malignich nadorti u c¢lovéka patii mezi
imunogenni napiiklad maligni melanom, ktery vznika na sliznici nebo na ktzi (Passarelli
et al.,2017). Maligni melanom vznika z maligné transformovanych melanocytt, coz jsou
bunky produkujici pigment. Tyto butiky se vyviji u embrya a migruji z nervové tkané do
ktize nebo do sliznice, kde jsou do urcité miry povazovany za ,,cizorodé* (Zabierowski

a Herlyn, 2010).

3.3 Histopatologicka diagnostika nadoru a zakladni vySetfovaci

postupy

V patomorfologické diagnostice nddorovych onemocnéni se mezi zdkladni vysetfeni fadi
biopsie. Biopsie je odbér bunck tkdné¢ z zivého organismu za Ucelem jejich dalSiho
zkoumani. Tato metoda je zasadni ke zjiSténi morfologie tkané a urceni, zda se jedna
o nador benigni nebo maligni (Ziv et al., 2016). K analyze zkoumaného vzorku se vyuziva
specializovanych metod jako napt. specidlni barveni, enzymova histochemie nebo afinitni
histochemie. Pro dalSi typizaci se mohou pouzit sofistikované metody jako
imunofluorescence ¢i dalsi metody molekuldrni biologie a cytogenetiky. Hitem posledni

doby se stava pouziti sekvenace nové generace tzv. NGS (Singer a Anderson, 2019).

Afinitni histochemie patii k novéj$im metodam a je ¢im dal vice vyuZzivana v nadorové
diagnostice, protoze diky ni lze detekovat i velmi malé mnozstvi latek ve vySetfované
tkani. Jednim z postupl afinitni histochemie je imunohistochemie, kterd k detekci
antigenu v tkani vyuziva specifické vazby imunoglobulinl na antigenni determinanty.
K vizualizaci antigenli I1ze pouzit zna¢ené monoklondlni ¢i polyklonalni protilatky
(Duraiyan et al., 2012). Monoklonalni protilatky jsou produktem jednoho klonu

aktivovanych B-lymfocytl a maji specifitu proti jedné antigenni determinantg.

Tkan urcena pro bioptické vySetieni mize byt pacientovi odebrana riiznymi zpisoby.
V praxi se nejcastéji provadi probatorni excize narodi, tenkojehelna biopsie, kyretaz
endometria a endobiopsie. K bioptickému vySetieni mohou byt odebrany také lymfatické
uzliny, piipadné i celé organy za ucelem diagnostiky ¢i terapie. V nékterych piipadech
nelze tkan odebrat a je nutné vysetfit cytologicky odbér, tzn. odbér jednotlivych bunck.

Prikladem je plicni, cervikalni, mocova cytologie ¢i cytologie §titné zlazy. Toto vySetfeni



ma sva specifika, diagnostickou vytéznost a zna¢né limity. Je tfeba si uvédomit, ze se
jedna o vySetieni samotnych bun¢k, kdy nelze hodnotit stroma tkané, které ma pro

karcinogenézi a diagnostiku enormni vyznam (He et al., 2012).

Ptiprava histologického preparatu ma nékolik fazi. Odebrany vzorek tkané je nejprve
fixovan 10% formolem. Nésledné se tkan zaléva do parafinu za vzniku tkanového blocku,
coz umoziuje nakrdjeni tkdn€ na tenké fezy. Pomoci mikrotomu se nafezou 4—8 pum silné
tkanové tezy, které se dale barvi. Poslednim krokem zhotoveni histologického preparatu
je zaliti tkdnového fezu montovacim médiem a pfikryti krycim skli¢kem (Slaoui et al.,

2017).

Nejzakladngjsi metoda stanoveni histologické typizace je mikroskopické vysSetfeni
histologickych fezli obarvenych hematoxylinem a eozinem (Fischer et al., 2008). Nadory
jsou klasifikovany podle klasifikace WHO. Dle doporu¢eni WHO je nékteré nadory nutné
klasifikovat pfesnéji tzv. subtypizovat, proto se pfi vySetfeni vyuzivaji dal§i metody,
pfedevsim imunohistochemické, molekularné biologické a cytogenetické. Protilatky proti
riznym antigenim jsou pro jednotlivé typy karcinomii vice ¢i méné specifické. Pii
diagnostice je také zasadni ptesné urcit biologickou povahu nadorového procesu

(Kushlinskii a Nemtsova, 2014).

Nezbytné je sledovat i to, jak nador ptisobi na okolni struktury, zejména na vazivové
pouzdro nadoru. U epitelovych nadorti se sleduji i znamky invaze ptes bazalni membranu.
Dale se mize posoudit vyskyt nekr6z, jadernych atypii a Cetnost mitéz pii velkém
zvétSeni s pouzitim objektivu 40x na 10 zornych poli. Zasadni vyznam pro urceni
progndzy ma stanoveni stadia a rozsahu nadorového onemocnéni (Gal et al., 2005). Pro
ucely hodnoceni nddort se vyuzivaji pravidla TNM Kklasifikace (tumor — nodes —
metastasis). Zakladem TNM klasifikace je hodnoceni nadoru, regionalnich lymfatickych

uzlin a vzdalenych metastaz (Rosen a Sapra, 2021).

3.4 Molekularni diagnostika

V molekularni diagnostice nadorovych onemocnéni se biomarkery vyuzivaji k prokazani
kvantifikace ¢i genetického statutu cilovych molekul reagujicich s podanymi léky.
S pomoci biomarkert lze také hodnotit zmény v piislusné signalni draze a podle
zjiSténych hodnot lze odhadovat prognézu onemocnéni, v takovém piipadé se jedna

o marker prognosticky. Prediktivni markery hodnoti, jaka je pravdépodobnost ucinku



konkrétniho 1éku (Oldenhuis et al., 2008). Léky pouzivané k takovym ucelim jsou
vétSinou inhibitory malych molekul, nej€astéji tyrozinkinaz (erlotinib, gefitinib, imatinib
atd.) (Baker a Reddy, 2010). Mohou mit také charakter protilatek proti ptisluSnym
receptoriim (cetuximab, panitumumab, trastuzumab atd.) (Voigt at al., 2012). Dtlezité je,
aby byla v cilen€ zvolenych mistech prokézana aktivita a aby byl profit pacienta z terapie
s minimdlnim mnozstvim toxickych ucinkd. Existuje mnoho dalSich molekularnich
prognostickych a prediktivnich faktord, které nejsou prozatim bézn¢ vyhodnocovany ve
vétsi mife. Prikladem je urcovani genového profilu nddoru, chromozomalni instabilita,
denzita imunitnich bunék v okoli nadoru, tumor supresoricky gen T53 a jiné. Divodem
je, Ze ndzory na vyznam téchto prognostickych a prediktivnich faktorti nejsou jednotné,
protoze zatim nebyla dostatecné ovéfena jejich vypovédni hodnota. Onkologie se zabyva
prevenci, diagnostikou a 1écbou nadorovych onemocnéni. Molekularni diagnostika se
zabyva obecné studiem poruch fizeni procest, které¢ souvisi se vznikem a naslednym
rozvojem nadorovych onemocnéni. Zaméfuje se na muta¢ni zmény, jez se podili na
vzniku nadorové transformace. Vyuziva metody molekularni biologie a ziskané vysledky
dava do souvislosti s nalezem z bioptického vySetifeni. Molekularni diagnostika je tedy
velmi dulezitou soucésti diagnostiky a klinick¢é mediciny navazujici na onkologickou

terapii a onkochirurgickou oblast (Sokolenko a Imyanitov, 2018).

3.5 Karcinom zaludku

Karcinom Zaludku patii celosvétové mezi tfeti nejcastéjsi pricinou umrti na nadorové
onemocnéni. Jedinou potencionalné kurativni 1écbu predstavuje stale chirurgicka resekce
doplnénd chemoterapii/chemoradioterapii. Cilend terapie pomoci monoklonalnich
terapeutickych protilatek bohuzel dosud nepfinesla vétsi posun s vyjimkou trastuzumabu.
Zhruba u 20 % adenokarcinomt zaludku je prokdzana exprese receptoru Her2 korelujici
s hor§i prognoézou. U téchto karcinomli bylo soucasné prokazano signifikantni
prodlouzeni celkové doby preziti pii terapii trastuzumabem. Indikace 1é¢by je podminéna
stanovenim Her2 pozitivity tumoru. Stanoveni Her2 pozitivity se stanovuje IHC
prikazem overexprese proteinu dle skdérovaciho systému pro karcinomy zaludku
(Abrahao-Machado a Scapulatempo-Neto, 2016). Za pozitivitu lze povazovat pouze
membranovou imunopozitivitu. Zbarveni cytoplazmy hodnotime jako artefakt. Skorovaci
systém pro karcinomy zaludku je ponc¢kud odlisny od skoérovaciho systému pro

karcinomy prsu. Jako pozitivni 3+ hodnotime i tumory s inkompletni bazolateralni nebo



laterdlni silnou expresi. Dale je nutné odliSit hodnoceni endobiopsii a resekati.
U endobiopsii hodnotime jako pozitivni vysledek pfi zastoupeni 5 % imunopozitivnich
bun¢k, zatimco u resekatu od 10 % imunopozitivnich bunék. U difuznich
adenokarcinomil expresi IHC nestanovujeme u endobiopsii a i u resekati muze byt
interpretace spornd a je vhodnéjsi vyuzit prikazu amplifikace pomoci ISH. Pacientiim je
kvili nedostatku c¢asnych ptiznakd obvykle diagnostikovana lokdln€ pokrocila ci
metastazujici rakovina. V takovém stavu jsou konvencni zplisoby 1€cby méné ucinné.
Velkou nadéji v terapii tohoto onemocnéni se v posledni dob¢ jevi imunoterapie, ktera by
mohla byt velkou nad¢ji pro pacienty. Dostupné studie napt. z Medical Center v Soulu
publikované v Nature Medicine ¢i ESMO ukazuji, Ze imunoterapie pomoci anti-PD-1
monoklondlni protilatky pembrolizumabem je spojena s dobrou odpovédi na lécbu
u pacientli s metastatickym karcinomem zaludku. Pozorovali vynikajici terapeutickou
reakci na pembrolizumab u pacienti s nadory s vysokou MSI a pozitivitou na virus

Epstein-Barrové (EBV) (Kang a Chau, 2020).

Obrazek 1: Incidence a mortalita u rakoviny zaludku v nasi cilové vékové skupiné

50-59 a jejich vyvoj v Case (pievzato z: https://www.svod.cz)
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3.5.1 EBY infekce u karcinomu Zaludku

Disktintivni charakteristikou u nddort zaludku s pozitivitou na EBV je nadmérna exprese

ligandli programované bunééné smrti PD-L1/PD-L2 a Janus kindzy (JAK2),



hypermethlyce DNA a ¢astd mutace PIK3CA (Miliotis a Slack, 2020). Nadorové buiiky
vykazuji ubikvitdrni a monoklonalni infekci viru Epstein-Barrové. Pfitomnost
monoklondlni EBV infekce znaci klonalni vybér virem infikovanych bunék v pocatec¢nich
fazich vyvoje nddoru. Genom EBV je uchovén v jadfe jako jaderny epizom nezdvisly na
chromozomech. Role EBV v karcinogenezi Zaludku je stile pfedmétem vyzkumu, ale
ptedpokladem je, Ze infekce EBV piispiva k progresi a udrzeni rakoviny. Muze se tak dit
pfimo prostfednictvim aktivity virovych proteini a RNA. Druhou moznosti, jak EBV
ovliviluje karcinogenezi, je nepiimo indukci somatickych zmén v genomu a epigenomu

hostitelského organismu (Miliotis a Slack, 2020).

Virus Epstein-Barrové miize tedy slouZit jako potencidlni biomarker pfi 1é¢bé rakoviny
zaludku. EBV-pozitivni typ adenokarcinomu zaludku je mozné identifikovat metodou
real-time PCR pomoci specifickych primert. Jednou z moZnosti je také in situ
hybridizace (ISH) na virové nukleové kyseliny (Rodriquenz et al., 2020). Potencidlni
alternativou je sekvenovani nové generace, kdy by detekce EBV byla soucasti vétsiho

diagnostického panelu (zatim pouze snad blizk4 budoucnost).

Nékolik studii prokézalo, Ze karcinom zaludku spojeny s EBV je obvykle vyznacovan
vysokou lymfocytarni infiltraci v mikroprostiedi nddoru (Angell et al., 2019). Vyskyt
lymfocytli v nddoru je zndmkou imunitni odpovédi organismu proti nadorovym bunkam
a muze tak znamenat lepsi prognézu. Dalsi charakteristikou je nadmérna exprese gent

spojenych s imunitou, véetné¢ CD274 (gen kodujici PD-L1) (Derks et al., 2016).

PD-L1 je exprimovan jak nddorovymi bunikami, tak i imunitnimi builkami v nadoru
stromatu. PD-L1 je ligandem receptoru programované bunééné smrti (PD-1), ktery je
exprimovan na povrchu infiltrujicich cytotoxickych T-lymfocytl (Salmaninejad et al.,
2019). Interakci PD-L1 s PD-1 receptorem dochézi k inhibici cytotoxickych T-lymfocyt
infiltrujicich do néddoru, které pak nejsou schopny napadeni a eliminace nadorovych
bun¢k. PD-L1 je jen jeden z mnoha kontrolniho bodii imunitniho systému, u kterych je
prokéazano, ze jsou upregulovany EBV infekci (Miliotis a Slack, 2020). Tento aspekt je
pozorovan u EBV pozitivnich naddort ve srovnani s EBV negativnimi nadory. Interakci
PD-1/PD-L1 je vénovana zvlastni pozornost, protoze se stala cilem neddvnych
prilomovych vyzkumt v 1é¢bé rakoviny. Monoklonélni protilatky jsou schopné blokovat
interakce mezi PD-L1 ligandem a PD-1 receptorem, a tim imunitni systém opét ziskava

schopnost sledovat a atakovat nadorové buiiky (Salmaninejad et al., 2019).



3.5.1.1 Epstein-Barr virus

Virus Epstein-Barrové (Epstein-Barr virus - EBV), znamy téz jako lidsky herpesvirus 4
(Human herpesvirus 4 — HHV 4), je obaleny, dvouvldknovy DNA gamma-1herpesvirus
z ¢eledi Herpesviridae (Zanella et al., 2020). Je rozsiteny v celé lidské populaci s vice
nez 90% prevalenci. Je spojovan s Burkittovym lymfomem, nasopharyngealnim
karcinomem, Hodgkinovym lymfomem a karcinomem Zaludku (Kempkes a Robertson,
2015). Pfenos viru je pfevazné oralné/slinami, ale prenos viru je také skrz matetské
mléko, genitalni sekrece ¢i krevni transfuzi a transplantace (Amon a Farrell, 2004).
K primarni infekci dochdzi hlavné v détstvi, kdy je infekce bezptiznakova. U adolescentti
a v dospélosti mize az v 50 % infekce vyustit v infekéni mononukledzu. Piiblizné 90 %

lidi je celosvétove infikovano EBV ve formé latentni infekce (Dunmire et al., 2015).

Cilovymi bunikami viru jsou B-lymfocyty. Do buiiky virus vstupuje prostiednictvim
receptoru pro C3d slozku komplementu CD21 (Jabs et al., 1999). Infikované B-lymfocyty
aktivuji imunitni odpovéd’ (infekei mimikuji proces antigenem fizené diferenciace), ktera
je zprostfedkovand cytotoxickymi T-lymfocyty a NK bunikami (Roberts et al., 1996).
EBYV, stejn¢ jako vSechny herpetické viry, navozuje celozivotni persistentni infekci, ktera
souvisi s bifdzickym virovym cyklem, ktery zahrnuje latenci a naslednou reaktivaci, tedy
lytickou replikaci. EBV asociované malignity jsou spojeny s latentni formou infekce, kdy

virus perzistuje v klidovych pamétovych B-lymfocytech.

Lyticky cyklus nebo také produktivni infekce davad vzniku novym infekénim viriontim.
Replikace probihd v B-lymfocytech nebo epitelidlnich buiikdch. V B buiikdch nasleduje
replikace vétSinou po reaktivaci, v epitelidlnich buiikach nastava replikace vétSinou pfimo
po vstupu do bunky. Pro lytickou replikaci musi byt genom linearni (v latentni je
cirkularizovan). Béhem lytické replikace je za replikaci virového genomu zodpovédna
virovd DNA polymeraza. Genové produkty lytické faze jsou rozdéleny na okamzité
Casné, ¢asné a pozdni. Okamzité casné genové produkty pusobi jako transaktivatory, coz
zvySuje expresi pozdé€jsich lytickych geni (Hammerschmidt a Sugden, 2013). Produkty
Casnych gent maji roli v replikaci a metabolismu. Produkty pozdnich genti maji

strukturalni roli a formuji kapsidu, nebo poméhaji uniku pfed imunitnim systémem.
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Obrizek 2: Zivotni cyklus Epstein-Barr viru (pievzato z Zavala-Vega et al., 2019)
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Na rozdil od lytického cyklu latentni cyklus nevede k produkci novych virionti (Odumade
et al., 2011). Cirkularizovany genom EBV se v latenci vyskytuje ve form¢ nuklearnich
epizomu. Replikuje se pouze jednou s kazdym bunéénym cyklem a vyuziva hostitelskou
DNA polymerazu (na rozdil od lytického cyklu) (Odumade et al., 2011). Zaroven EBV
snizuje v latenci expresi svych genil a projevuje se jeden ze tii programu latence (I-I11).
Kazdy program latence vede k tvorbé omezené a odlisné sady virovych proteinti
a virovych RNA (Calderwood et al., 2007) (Hutzinger et al., 2009). Tato strategie brani
uc¢innému rozpoznani infikovanych bunc¢k imunitnim systémem, coZ je nezbytna
vlastnost viru pfi persistentni infekci. V B burikach jsou mozné vSechny tii programy.
Prvnim programem je latence III, kdy je exprimovano nejvice gentll. Proteiny a RNA
produkovany v latenci III transformuji buniku na proliferujici blast (aktivace B bunck)
(Odumade ef al., 2011). Nasledn¢ virus omezi expresi gent a virus vstupuje do latence
II, kdy EBV indukuje diferenciaci do pamétovych B bunék. V latenci I virus exprimuje
jeden gen pro protein EBNA-1, ktery umoziuje replikaci pouze, kdyz se replikuje
pamétova B builka (Odumade ef al., 2011). K reaktivaci miZze dochdzet po rtiznych
podnétech, ale co reaktivaci spousti neni pfesn¢ zndmo. Jednou z moznosti reaktivace je,
ze latentné infikované B-lymfocyty reaguji na nesouvisejici infekce a dochazi k stimulaci

receptoru B bun¢k (Odumade et al., 2011).
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3.5.2 MSI u karcinomu Zaludku

Nedavno bylo zjisténo, ze u pacientll s nadory s vysokou mikrosatelitovou nestabilitou
(MSI-H) mize mit imunoterapie pozitivni vysledk (Li et al., 2020). Mikrosatelity jsou
kratké tandemové repetice, které se skladaji z opakujicich se sekvenci 1-6 nukleotidii
a vyskytuji se hlavné v blizkosti koncli chromozémil. Mikrosatelity jsou vysoce

polymorfni a vyskytuji se v celém genomu (Fan a Chu, 2007).

Pokud dojde v procesu replikace DNA k chybam, jsou rozpoznany postreplikacnim
kontrolnim a opravnym mechanismem mismatch repair (MMR). Dojde-li k poruchdm
v MMR genech a mismatch repair mechanismus selhava, znamena to, ze organismus neni
schopny opravit chyby, které se vyskytly béhem replikace DNA nebo rekombinace DNA
a nasledné dochazi ke kumulaci mutaci v mikrosatelitovych oblastech genomu. Takové
shromazd’ovani chyb zplisobuje tvorbu novych mikrosatelitnich fragmentt, které jsou
métitelné. Vyskyt MSI je dikazem nespravné funkce MMR mechanismu a miize tak

znamenat predispozici k rozvoji rakoviny (Li ef al., 2020).

MSI muize slouzit jako biomarker, proto je jeho detekce velmi dilezita. Nadory nesouci
zménu MSI budou s vétsi pravdépodobnosti reagovat na 1é€bu specifickymi léky, véetné

inhibitord imunitniho kontrolniho bodu PD-1.

MSI lze rozdélit dle frekvence na 3 typy: vysokad nestabilita mikrosatelitd (MSI-H), nizka
nestabilita mikrosatelitli (MSI-L) a mikrosatelity stabilni (MSS). S neddvnym vyvojem
technologie detekce MSI a imunosupresiv v 1é¢bé nadorii védci zjistili, Zze nadory s MSI-
H pozitivné reaguji na imunoterapii (Li ef al., 2020). V soucasnosti jsou pro detekci MSI-
H provéteny dvé metody. Prvni z nich je imunohistochemicky prikaz, kterym lze
hodnotit uroveit exprese MLH-1, ze které¢ lze odvodit miru poSkozeni MMR. Dalsi
metodou je polymerazova fetézova reakce hodnotici zmény na molekule DNA za pouziti
specifickych primeri. PCR také testuje délku mikrosatelith v normdlnim stavu

a v nadorové tkani (Samowitz et al., 2008).

3.5.3 HER-2 u karcinomu Zaludku

Pokroky v molekularni biologii vedly k identifikaci potencidlnich markert
prognostického a terapeutického vyznamu u nékterych nédort. HER-2 testovani
v piipadé cilené terapie v soucasné dobé predstavuje zakladni algoritmus v 1écbé

nadorového onemocnéni prsu, ale také se jedna o potencidlni moznost uziti biologické
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1écby u karcinomu zaludku. Receptory velké rodiny HER hraji v ptipadé karcinomu
zaludku vyznamnou roli. HER-2 pozitivita u karcinomu zaludku pivodné sama o sobé
predstavovala neptiznivy prognosticky faktor. To se zménilo diky moderni 1é¢bé pomoci
terapeutickych monoklondlnich protilatek (Gravalos a Jimeno, 2008). Z molekularniho
hlediska je terapeutickym cilem heterodimerizace HER-2 a HER-3 receptort. Dimerizace
HER-2 s dal$imi ¢leny skupiny HER je totiz nejvétSim hnacim mechanismem ristu
a pfezivani nadorovych bunck. Rodina receptorti lidského epidermélniho rtstového
faktoru (HER) zahrnuje ¢tyfi homologické ¢leny (Sergina a Moasser, 2007). Aktivace
téchto receptorti ovliviiuje esencidlni tumorogenni procesy a hraje zasadni roli

v patogenezi rakoviny zaludku.

3.6 Imunoterapie a PD-L1 inhibitory

Pti 1é¢bé nddorovych onemocnéni se v moderni medicing vyuziva predevsim chirurgicka
1é¢ba, radioterapie nebo chemoterapie. Dalsim moznych zplsobem 1écby rakoviny je
imunoterapie, ktera je na rozdil od vySe zminénych zptsobu 1é¢by typem biologické 1écby
a vyuzivd v boji proti rakoviné schopnost imunitniho systému organismu. Funkci
imunitniho systému je rozpoznat télu nebezpecné latky, které mohou pochazet jak
z vn&jsiho prostredi, tak z prostfedi vnitiniho. Buniky imunitniho systému rozpoznévaji
cizorod¢ cCastice na zadkladé specifickych antigeni — v ptfipadé nadorti se jedna
o endoantigeny, které jsou ptivodem télu vlastni. Jedna se o produkty bunék, které byly
nadorové pozménény. Pokud je antigen imunogenni, spusti organismus imunitni reakci,
¢ehoz se vyuziva prave pii 1é€bé imunoterapii. Imunitni systém je zaloZen na vzajemné
kooperaci stimulac¢nich a inhibi¢nich mechanismti. Nadorové bunky dokazi vyuzit
inhibi¢ni mechanismus k tniku a vyhnuti se imunitni reakci. Hlavni cile protinddorové
imunoterapie jsou tzv. kontrolni body (checkpoints) imunitni reakce. V posledni dob¢ je
pozornost zaméfena na PD-1/PD-L1 inhibi¢ni drdhu, neboli drahu programované
bunécné smrti. Jeji blokaci dochéazi k potlaceni inhibi¢niho signalu a tim k obnové t€inkt
mechanizmil imunitniho systému a zesileni protinadorové aktivity. K blokaci receptoru
PD-1 a ligandu PD-L1 se vyuZziva protilatek, které jsou jiz klinicky celkem Uspésné

uzivany (Zatloukalova et al., 2016).

13



Funkci imunitniho systému je rozpoznani a likvidace patogent. Mize se jednat o Skodlivé
latky, parazity, viry nebo také poskozené ¢i nadorové buiky organismu. VSechny
procesy, které v organismu probihaji, jsou pod nepfetrzitym imunitnim dozorem, vcetné
karcinogeneze. Nejvétsi imunitni reakce probiha v pocatcich nadorové transformace, kdy
imunitni systém potlacuje proliferaci nadorovych bunék. V pribéhu vyvoje nadoru se
pusobeni imunitniho systému sniZuje, protoze jsou vycerpany jeho moznosti. V tuto
chvili nadorové buiky za¢nou vyuzivat kontrolni body imunitniho systému k tniku pted

reakci (Zatloukalova et al., 2016).

Nadorové bunky jsou navic ve vyhod¢, protoze jsou zna¢n€ podobné buitkkdm normalnim
a pro imunitni systém je obtizné je rozeznat. Taktikou nadorovych bunék je skryti jejich
specifického antigenu, aby nemohly byt rozpoznany imunitnim systémem. Mutaci gent,
které koduji nddorové antigeny, vznika nékolik variant antigend, které jsou pro imunitni

systém nerozpoznatelnymi (Zatloukalova et al., 2016).

Dalsi strategii nadorovych bun¢k je snizeni exprese MHC molekul nebo jeji uplné
potla¢eni. Funkci MHC molekul je prezentovani nadorovych antigenli builkdm
imunitniho systému, pfedev§im T-lymfocytiim, které bez toho neumi spustit imunitni
odpovéd’. Nékteré nadory mohou také zvysit produkci molekul glykokalyxu, které skryji
antigen (Stastny et al., 2015). Nadorové buiiky umi ve vlastni prospéch vyuzit i samotné
bunkky imunitniho systému. Aktivita T-lymfocytl je pfisn¢ regulovand kostimulac¢nimi
a inhibi¢nimi signaly. T-lymfocyty jsou aktitovany pies receptor TCR, ktery interaguje
s nadorovym antigenem, jenz je navazan na MHC molekulu APC (antigen prezentujici
buiiky). Diky tomuto signalu je imunitni odpovéd’ specifickd, ale neni dostate¢né silny
k aktivaci T-lymfocytd. Druhym kostimula¢nim signalem je vazba CD28 molekuly
nachazejici se na povrchu T-lymfocytii a receptoru B7, ktery je soucasti buiiky APC.
Tento kostimula¢ni signal je nezavisly na pfitomnosti antigenu, ale k vyvolani aktivace
T-lymfocyti je bezpodminecné nutny (Zatloukalovd et al., 2016). Pokud neni
kostimula¢ni signal dostatecné silny, dojde po interakci T-lymfocytu s antigenem
nadorové buiiky k ,,uspani“ a funk¢ni neaktivite, tzv. anergii. Z tohoto divodu nadorové
bunky exprimuji kostimula¢ni molekuly (CD80, CD86) jen v minimalni mnoZstvi nebo
vibec. Anergni T-lymfocyty nejsou schopné produkce aktivacnich cytokinl, a tim

nemuizou dozrat v efektorové bunky (Zatloukalova et al., 2016).

Aktivace T-lymfocytl a rozsah imunitni odpovédi zavisi na fadé dalSich interakci mezi

receptory a ligandy, které ovliviiuji zesileni ¢i utlumeni procesti aktivace T bunck.
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Dtlezita inhibi¢ni draha, ktera navozuje anergii T-lymfocyti, je PD-1/PD-L1. Tato drdha
je jednim z kontrolnich bodl imunitniho systému a jeji funkci je ochrana organizmu pred
autoimunitnim onemocnénim. Souc¢asné¢ muize mit tato drdha podil na vzniku nadorové
tolerance. Nadorova tolerance je provdzena nerovnovdahou mezi kostimulacnimi
a inhibi¢nimi signaly (Zatloukalova ef al., 2016). Jedna se o velmi slozity proces. Pokud
je aktivita inhibi¢ni drahy PD-1/PD-L1 zvySend, mize dojit k funkénimu poskozeni
efektorovych T-lymfocyti, coz zplsobi jejich ,,vyCerpani®. Lymfocyty jsou v tomto stavu
neschopné cytotoxické specifické odpovédi a zni¢eni nddorovych bunék (Zatloukalova

etal., 2016).

3.6.1 PD-1 receptor
PD-1 receptor je jednim ze zdsadnich ko-inhibi¢nich receptori, ktery je exprimovan na
T-lymfocytech po jejich aktivaci. Jedna se o transmembranové glykoproteiny typu I

patfici do rodiny imunoglobulint CD28/B7 (Zatloukalova et al., 2016).

PD-1 se sklada z extracelularni domény Ig-V, kterd je pies 20 aminokyselin dlouhy linker
napojena na transmembranovou hydrofobni doménu. Intracelularni doména na vnitini
stran¢ membrany obsahuje dva tyrosinové signalni motivy — imunoreceptorovy
tyrosinovy inhibi¢ni motiv (ITIM) a imunoreceptorovy tyrosinovy ,,pfepinatelny* motiv
(ITSM). Receptor PD-1 koduje gen PDCD1, ktery obsahuje 5 exonil a je lokalizovany na
chromozomu 2 (Keir et al., 2008). PD-1 nejvice exprimuji aktivované T-lymfocyty a B-

lymfocyty, NK buiiky (,,natural killer), dendritické butiky, monocyty (Keir et al., 2008).

Nejdtlezitéjsi je vSak pritomnost inhibicniho PD-1 receptoru na T-lymfocytech.
U imunitnich bun€k v neaktivovaném klidovém stavu je exprese PD-1 velmi nizka.
Stimulaci T-lymfocytii byla uz po 2 hodinéch zjiSténa vysokéd mira exprese PD-1, ktera

se naslednych 24 hodin plynule zvySovala (Chemnitz et al., 2004).

Silnd exprese PD-1 probiha na ,vyCerpanych® inaktivnich T-lymfocytech b&hem

chronické virové infekce.

3.6.2 PD-L1 ligand
PD-L1 (také B7-H1, CD274) a PD-L2 (také B7-DC, CD273) jsou ligandy, které¢ se

specificky vazou na PD-1 receptor. Jde o transmembranové glykoproteiny
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imunoglobulinového charakteru slozené ze dvou extracelularnich domén — IgC a IgV.
Diky obsahu c¢tyt cysteinovych zbytkii vytvareji disulfidické mustky, které stabilizuji
molekulu (Zatloukalova et al., 2016). Intracelularni doména postrada signalni motivy,
a tak neni schopna signal dale pfenaset. S PD-L1 ligandem interaguje kostimulacni
molekula CD80, kterou exprimuji aktivované¢ T-lymfocyty (Butte et al., 2007). Pokud
dojde k jejich vzijemné interakci, omezi se funkce T-lymfocytii a snizi se produkce

cytokini (Butte et al., 2007).

Predpoklada se, ze PD-L1 a PD-L2 jsou zapojeny do odlisSnych procest v regulaci
imunitni odpovédi, protoze se zna¢né€ li§i svymi expresnimi profily. PD-L2 exprese
probiha u makrofagl a dendritickych bun¢k a byva vétsinou detekovan ve velice malém

mnozstvi. Pfedpokladem je, ze PD-L2 aktivuje a polarizuje T-lymfocyty (He et al., 2015).

Obrazek 3: PD-1/PD-L1 drdha. Vazba TCR a MHC aktivuje adaptivni imunitni
odpovéd’. Vazba PD-1 a PD-L1 mtiZe zabrénit signalni transdukci T-lymfocyti k imunitni
odpovédi, zatimco anti-PD-1/PD-L1 protilatka miize inhibici zvratit. TCR je receptorem

T-lymfocytl. (pfevzato a upraveno z Zhang et al., 2020)

T-lymfocyt _~— '

Y Anti-PD-1/PD-L1
protilatka

Y PD-1 @ Antigen nadorové buriky

([ Ter % MHC
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PD-L1 exprese probiha hlavné na T-lymfocytech, B-lymfocytech, makrofazich
a dendritickych bunkach. Vyssi hladina PD-L1 je ¢asto detekovana u nddorové tkané, kde
se ligand nachdzi na povrchu bunék v lokalné¢ ohrani¢enych zénach. PD-L1 ma
pravdépodobné vliv na vznik nadorové tolerance. Zvysena hladina je spjata se Spatnou
progndézou nadorového onemocnéni a vysSi exprese PD-L1 stupiiuje invazivitu

a agresivitu nadoru (He et al., 2015).

3.6.3 Mechanismus PD-1/PD-L1 signalizace

Aby byly T-lymfocyty aktivovany, musi dojit k interakci specifického TCR receptoru na
lymfocytu s antigenem, ktery je navazdn na MHC molekulu antigen prezentujici bunky
(APC). APC pomoci MHC molekul rozezna nddorovou buiku, fagocytuje ji a poté jeji
antigeny prezentuje na svilj povrch do molekuldrni kapsy MHC. Pokud dojde k této
interakci, vznikd imunologicka synapse, ktera obsahuje dalsi kostimula¢ni molekuly —
napi. CD40, CD80/CD86, CD28. Stabilitu komplexu zajist'uji adhezivni molekuly ICAM
nebo LFA-1 (Zatloukalova et al., 2016).

Jestlize dojde k interakci s inhibi¢ni drahou PD-1/PD-L1, tak se nejdfive navaze ligand
PD-L1 na receptor PD-1. Po pfipojeni k TCR synapsi probiha defosforylace ZAP-70
a CD3 molekuly, které jsou soucasti TCR receptoru a ucastni se TCR signalizace. Pti
navazani PD-L1 na PD-1 dochazi také k fosforylaci tyrozinu na motivu ITSM, nasledné
dojde k aktivaci tyrozinové fosfatdzy SHP-2, které inhibuje PI3K/Akt signalni drdhu. Oba
tyto d¢je aktivuji dalsi procesy zpuisobujici omezeni proliferace a ztratu funkce T-
lymfocytt. Draha PD-1/PD-L1 indukuje apoptozu T-lymfocytd. Kostimula¢ni synapse za
normalnich podminek podporuje expresi anti-apoptotického Bcl-xL, avsak exprese Bcl-
xL je v prostfedi nadoru potlacena aktivitou PD-1/PD-L1 (Zatloukalova el al., 2016).
Proliferaci T-lymfocytl mize dale omezit zvySend aktivita transkrip¢niho faktoru Smad3,
ktera ma za nasledek blokaci bunééného cyklu, ¢i degradace Cdc25A — aktivatoru
bunécného cyklu. Oba tyto dé€je zplsobuji inhibici proliferace T-lymfocytli a jsou
indukované drahou PD-1/PD-L1. Faktorem stimulujicim bunéény cyklus je ras (p21ras),
jeho exprese je inhibovana vlivem signalizace PD-1/PD-L1 drahy. PD-1/PD-L1 draha
inhibuje také signalni drahu PI3K/Akt. Tato draha snizuje degradaci FoxOl
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transkripéniho faktoru pfispivajiciho zpétné k expresi PD-1, ¢im napoméha ke vzniku

,vycerpanych T-lymfocytt (Zatloukalova el al., 2016).

Obrazek 4: Signalizace PD-1/PD-L1 (pfevzato z Zatloukalova et al., 2016)

Antigen prezentujici burika

CD80/B7-1

MHC-antigen
CD86/B7-2

kostimulaéni signal synapse

TCR receptor

TCR signalizace

aktivace, zvydeni: —> 'T‘ SHP-2

inhibice, snizeni: — |, / e

T lymfocyt
PI3K/Akt v
J_ ) — apoptéza 'T‘
Cdc25A
—
\l' \l/ N zmény metabolizmu
as )

glykolyza \1/

exprese PD-1 ——
\L 'f Smad3 oxidace mastnych kyselin '1\
|
~ycerpani T lymfocytu” bunécny cyklus \1'

Draha PD-1/PD-L1 ptsobi také na metabolizmus T-lymfocyti a to tak, Ze inhibuje
glykolyzu a metabolizmus aminokyselin a zaroven aktivuje déje, které vedou k oxidaci
mastnych kyselin. Déle signalizace PD-1/PD-L1 indukuje vyvoj Treg (regulac¢ni T-
lymfocyty), které se ucastni potla¢eni imunity tak, ze snizuji aktivitu u efektorovych T-

lymfocyti.
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3.6.4 Imunoterapie a PD-1/PD-L1

V soucasnosti jsou vyuzivany monoklonalni protilatky, které blokuji jak PD-1 receptor,
tak PD-L1 ligand. Pro klinické ucely byl jako prvni schvaleny 1ék pembrolizumab. Jedna
se o0 humanizovanou protilatku IgG4-« proti PD-1 receptoru. Pembrolizumab se vyuzival
k 1é¢bé pokrocilého melanomu, avsak 1é¢ba byla i¢innd pouze u nizkého poctu pacientti
a nezadouci autoimunitni t¢inky mohou byt velmi zavazné. DalSim schvalenym lékem
byl nivolumam, coz je také také monoklonalni protilatka proti receptoru PD-1.
Nivolumab byl schvalen k 1écbé renalniho karcinomu, pokrocilého metastazujiciho
melanomu a NSCLC, kde byl pozorovan vyznamny uc¢inek monoterapie a nizké vedlejsi
ucinky. Proti PD-L1 ligandu jsou vyuzivany napf. protilatky avelumab, atezolizumab

a durvalumab (Zatloukalova et al., 2016).

Dal8i moznou lécbou je kombinovana 1écba, kdy dochédzi soucasné k blokaci dvou
kontrolnich bodii — CTLA-4 a PD-1. Inhibice receptoru PD-1 plsobi na T-lymfocyty
pfevazné ve fazi efektorové a inhibice CTLA-4 ma vliv hlavné na €asné stadium aktivace
T-lymfocyti. Kombinovana 1écba méla lepsi vysledky a vyssi G¢innost nez monotepie,

ale byla vyssi také toxicita, ktera je nezddouci (Zatloukalova el al., 2016).

19



4 MATERIAL a METODY

4.1 Biologicky material
Vzorky biopsii (fixované ve formolu a zalité do parafinu) pro veskera vysetfeni pochézeji
z archivii Ustavu patologie, Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady (FNKV). Jedn4 se

o kohortu pacientti z Chirurgické kliniky FNKV. Celkové kohorta zahrnovala 10 pacientt

s metastazujicim karcinomem zaludku. VSechny vzorky byly histologicky verifikovany.

Veskerd molekularni vySetieni a vyzkum byl schvaleny etickou komisi.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie:
- 96% ethanol (Penta, kat. ¢. 70390-11001)
- DAPI (Thermo Fisher Scientific™, kat. ¢. D1306)
- destilovana voda UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water (Thermo Fisher
Scientific™, kat. ¢. 10977015)
- dNTP Mix (Thermo Fisher Scientific™, kat. ¢. R1121)
- Formaldehyde solution (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 50-00-0)
- MgCl; (Thermo Fisher Scientific™, kat. ¢. RO971)
- ProLong™ Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific™, kat. &. P36930)
- Taq polymeréza (Thermo Fisher Scientific™, kat. ¢. 18038018)
- xylen (Penta, kat. ¢. 28430-11000)

Pouzité soupravy:

- kit EBV Real-Time PCR (96) KitGen

- kralici monoklonalni protilatka — Anti-MLH-1 (M1) Primary Antibody (Roche,
kat. ¢. 06472966001)

- kréli¢i monoklonalni protilatka — Anti-PD-L1 antibody (Abcam, kat. ¢. ab205921)

- QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, kat. ¢. 52904)

- ZytoLight® SPEC ERBB2/CEN 17 Dual Color Probe (Zytovision Pragostem, kat.
¢. Z-2015-200)
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4.3 Laboratorni pomiicky

- automatické pipety v rozsahu 1-200 ul (Eppendorf)
- plastové Spicky (Eppendorf)

- podlozni sklo SuperFrost Plus (Thermo Fisher Scientific™)

4.4 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

- barvici pfistroj BenchMark ULTRA (Ventana Medical Systems, Roche)
- box Aura PCR (BioAir)

- centrifuga MIKRO 120 (Schoeller)

- centrifuga Universal 320 R (Hettich)

- fluorescen¢ni mikroskop (Olympus)

- hybridiza¢ni pec (Cleaver Scientific Ltd)

- inkubator ThermoBrite (Abbott Molecular)

- laminarni box Clean Air (Schoeller)

- mikrotomu Leica SM 2010R (Baria)

- minicentrifuga Spectrafuge™™ mini — centrifuge (Labnet)
- rotor Gene Q (Dynex)

- svételny mikroskop (Olympus)

- vodni lazen Julabo TWS (Schoeller)

- vortex IKA MS2 mini shaker (Gemini BV)

4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.5.1 Deparafinace a izolace DNA

Deparafinace parafinovych fezili je provadéna v laminarnim boxu v mistnosti slouZici pro
izolaci DNA. Ke vzorkiim je ptidano 500 pl xylenu a vzorek je vortexovan po dobu
10 sekund s néslednou inkubaci 2—5 minut pii pokojové teploté. Nasledné jsou vzorky
centrifugovany pii 12 500 rpm po dobu 2 minut. Po odstranéni supernatantu je ptidano
600 ul EtOH (96% EtOH). Dale je provedena centrifugace pii 12 500 rpm po dobu
2 minut. Supernatant je odstranén a oteviené zkumavky jsou suseny pii 37 °C po dobu
10 minut. Pelet je resuspendovan se 180 pl ATL pufru a 20 pl proteinazy K a inkubovéan

ptes noc v termobloku pii 56 °C.
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Po natraveni je pfidano 200 pl AL pufru, ktery je pied pouzitim dikladné protfepan
a 200 ul EtOH. Vzorky jsou 10 sekund vortexovany a nasledné centrifugovany pfi
12 500 rpm. Lyzat je pfenesen na kolonku s membranou. Nasledné je lyzat centrifugovan
pti 8 000 rpm po dobu 60 sekund. Kolonka byla pfenesena do nové sbérné zkumavky
a bylo pfidano 500 pl pufru AW1 a centrifugovano pti 8 000 rpm 1 minutu. Déle je
ptidano 500 pl pufru AW2 a centrifugovano pti 8 000 rpm po dobu 60 sekund. Nasleduje
suSeni v nové sbérné zkumavce centrifugaci pti 12 500 rpm po dobu 3 minut. Pro eluci je
ptidano 50 pl AE pufru a inkubovéano 1 minutu s néslednou centrifugaci pii 12 500 rpm,
1 minutu. Finalni elu¢ni objem je cca 50 ul izolované DNA, ktera je zamrazena v —20 °C

do dalSiho zpracovani.

4.5.2 Cytogeneticky prikaz numerickych zmén genu Her-2/neu metodou
FISH

Cytogeneticky jsou analyzovany ultratenké fezy tkani prisluSnych nadori v interfazi za

pouziti lokus specifickych sond ERBB2/CEN 17 Dual Color Probe (Zytovision

Pragostem). Interpretace je provedena na Fluorescenénim mikroskopu Olympus.

Principem metody FISH je denaturace DNA nadorovych buné€k s naslednou hybridizaci
pfislusnych sond. Vzorek deparafinujeme pomoci xylenu a nasledné¢ dehydratujeme
alkoholovou fadou. Nésledné tkan fixujeme (formol) a travime bunéné membrany
travicim enzymem (pepsin) pfi pH 2,0 po dobu 30 minut. Po natraveni aplikujeme 10 pl
sondy a cilovou DNA denaturujeme na ohfivaci desticce pii 75-80 °C po dobu 10 minut.
Hybridizace sondy poté probihd v termostatu pii 37 °C ptfes noc. K odstranéni
nespecifickych signali je pouzit horky pufrovany solny roztok po dobu 2 minut pii teploté
75 °C. Podbarveni je provedeno pomoci DAPI. Preparat je piekryt krycim sklem

a uchovavan v lednici pfi teploté 12 °C.

4.5.3 Detekce a kvantifikace EBV

Amplifika¢ni analyza byla provedena metodou kvantitativni multiplex polymerazovou
fetézovou reakci v redlném cCase (quantitative multiplex real-time polymerase chain
reaction — multiplex qPCR), kitem EBV Real-Time PCR (96) KitGen. Tato je zalozena
na systému patogen-specifickych primeri a sond, které v pribéhu reakce rozeznavaji sviij

specificky cil. Interni kontrola (IC) detekuje autenticky lidsky gen. Z diivodu zachovani
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maximalni senzitivity diagnostické soupravy je interni kontrola amplifikovana v oddélené
zkumavce. V ptipad¢ neptitomnosti amplifikacniho signalu IC pfi vyhodnocovani kiivek

je potieba provést znovu piipravu PCR templatu.

Reagencie Unipremix EBV a Interni kontrola jsou pfed pouzitim rozmrazeny,
zvortexovany a stoCeny ve stolni centrifuze. Taq DNA polymerdza je uchovéana
v mrazeném bloku a pied pfiddnim pouze stocena. Smés reagencii je rozpipetovana na
0,1 ml stripy, dle pipetovaciho protokolu. Analyza probiha na pfistroji RotorGene

(Dynex) s pteddefinovanym programem dle piibalového postupu.

Tabulka 1: Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce

Krok Teplota Cas Cykly
Uvodni faze 94 °C 5 min 1
Denaturace 94 °C 20s

30s 55
Hybridizace 58 °C (sniméni
fluorescence)
Elongace 72 °C 30s

Tabulka 2: Obsah kitu QIAamp Viral RNA Mini Kit

Popis Objem/mnozZstvi
AL pufr 2x33ml
AWI1 pufr (koncentrat)* 98 ml
AW?2 pufr (koncentrat)** 66 ml
AE pufr 128 ml
ATL pufr 50 ml
Proteindza K 6 ml
Sbérné zkumavky 750 ks
Kolonky s membranou 250 ks

* Pfed prvnim pouzitim se ptidalo 130 ml ethanolu (96% EtOH)
** Pfed prvnim pouzitim se ptfidalo 160 ml ethanolu (96% EtOH)

4.5.4 Imunohistochemicky priikaz (IHC) exprese PD-L1, MLH-1
Tkan je nakrajena na fezy o tloust’ce cca 4-8 um na mikrotomu Leica SM 2010R, fezy
jsou na vodni hladin€ napnuty a nanaSeny na podlozni sklo SuperFrost, kde se nechaji

zaschnout. Nésledné je z fezli xylenem odstranén parafin a fezy jsou zavodnény
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v alkoholové fad€. Samotnd IHC analyza exprese PD-L1 a MLH-1 je provedena pomoci
mySich monoklonélnich protilatek Anti-PD-L1 antibody (Abcam) a anti-MLH-1 (M1)
Primary Antibody (Roche). Jednalo se o roboticky pfistup na pfistroji BenchMark
ULTRA (Ventana Medical Systems) Roche. Vyhodnoceni je provedeno na svételném
mikroskopu Olympus.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vybér pacientii

Celkem byly odebrany vzorky 10 pacientim, u kterych byl diagnostikovan
a potrvzen metastaticky adenokarcinom zaludku intestinalniho typu. Pacienti byli ve

vékovém rozmezi 50-60 let, z toho 6 muzi a 4 Zeny.
3 z 6 muzi a 2 ze 4 zen byli kuféci.
Informace o pacientech jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Informace o pacientech

Pacient VéEék 50 - 60 Pohlavi Lokace Patologie Kurak
1 ano muz intestinalni typ adenokarcinom ne
2 ano muz intestinalni typ adenokarcinom ne
3 ano muz intestinalni typ adenokarcinom ano
4 ano Zena intestinalni typ adenokarcinom ne
5 ano Zena intestinalni typ adenokarcinom ano
6 ano Zena intestinalni typ adenokarcinom ne
7 ano muz intestinalni typ adenokarcinom ne
8 ano muz intestinalni typ adenokarcinom ano
9 ano muz intestinalni typ adenokarcinom ano
10 ano Zena intestinalni typ adenokarcinom ano

5.2 Vysledna izolace DNA

Pro amplifika¢ni analyzu bylo vyizolovano cca 50 pl DNA o pozadované Cistoté ze vSech

10 vzorka.

5.3 Cytogeneticky prikaz numerickych zmén genu Her-2/neu metodou

FISH

Byla provedena cytogeneticka analyza genu Her-2/neu, aby byla vyloucena piipadna
amplifikace tohoto genu. VSichni pacienti byli negativni na amplifikaci genu Her-2/neu

viz Obrazek 5 a Obrazek 6.
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Obrazek 5: Cytogeneticky prukaz genu Her-2/neu ukazuje na normalni stav, kdy jsou

detekovany 2 lokus specifické signaly (Cerveny signal) a 2 centromerické signaly (zeleny

signal) — detail jadra

Obrazek 6: Cytogeneticky pritkaz genu Her-2/neu ukazuje na normalni stav, kdy jsou
detekovany 2 lokus specifické signaly (Cerveny signal) a 2 centromerické signaly (zeleny

signal) — ptehledové zvétseni
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5.4 Detekce a kvantifikace EBV

Pacienti byli déle testovani na pfitomnost potencialni EBV infekce. Z 10 pacienti byly
identifikovany 2 ptipady EBV pozitivity (20 %) viz Obrazek 7.

Obrazek 7: Vystup z real-time analyzy detekce EBV

5.5 Imunohistochemicky priikaz (IHC) exprese PD-L1, MLH-1

U 2 pacientil pozitivnich na EBV infekci byla potvrzena také exprese PD-L1 a MLH-1.
Soucasné byla u jednoho pfipadu potvrzena mirnd exprese PD-LL1 a MLH-1 bez

ptitomnosti infekce EBV (viz Obrazek 8).

Obrazek 8: Imunohistochemicky prukaz exprese PD-L1
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5.6 Celkovy nalez

Vysledek provedenych analyz ukazal na incidenci EBV infekce u 20 %, u kterych byla
soucasné potvrzena exprese MLH-1 a PD-L1. Dale byl u jednoho pacienta zachyt pouze
mirné exprese PD-L1 a MLH-1 bez pfitomné infekce EBV. U tohoto pacienta

predpokladdme spornou odezvu na 1é€bu. Kumulativni vysledky shrnuty v Tabulce 4.

Tabulka 4: Souhrn vysledkii

Vzorek EBV HER-2 PD-L1 MSI Pozniamka

1 neg neg neg neg

2 neg neg neg neg

3 neg neg neg neg

4 neg neg neg neg

5 POZ neg POZ POZ

6 neg neg neg neg

7 POZ neg POZ POZ

8 neg neg POZ POZ slaba pozitivita
9 neg neg neg neg
10 neg neg neg neg
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6 DISKUSE

Jedinou potenciondlné kurativni 1écbu predstavuje stale chirurgicka resekce doplnéna
chemoterapii/chemoradioterapii. Cilenad terapie pomoci monoklonalni terapeutické
protilatky trastuzumabu bohuzel dosud nepfinesla vétsiho posunu, tak jako je tomu
napiiklad u karcinomu prsu. HER2 testovani v piipad¢ cilené terapie v soucasné dob¢
predstavuje zakladni algoritmus v 1€¢bé nddorového onemocnéni prsu, ale také se jedna
o potencialni moznost uZziti biologické 1é€by u karcinomu Zaludku, které ma ovSem sva
specifika a diagnostika kritéria (Stan¢k et al., 2014). Receptory velké rodiny HER hraji
v piipad¢ karcinomu zaludku vyznamnou roli. Z molekularniho hlediska je terapeutickym
cilem heterodimerizace HER2 a HER3 receptorii. Dimerizace HER2 s dal§imi ¢leny
skupiny HER je totiz nejvétsim hnacim mechanismem ristu a ptezivani nadorovych
bun¢k (Stanék et al., 2014). Cilena terapie proti tomuto receptoru je ovSem podminéna
amplifikaci genu pro tento receptor Her-2/neu, ktera je oSem v piipadé metastatického
karcinomu velice sporadicka a pohybuje se okolo 5-8 % (Uprak TK et al., 2015), coz
dokazuji i nase vysledky, kdy byla amplifikace vylouc¢ena u vSech pacietti (0/10).

Velkou nadéji se ovSem jevi imunoterapie pomoci anti-PD-1 monoklonalni protilatky
pembrolizumabu v ptipad¢, Ze se jedna o nadory s vysokou mikrosatelitovou instabilitou
a pozitivitou na virus Epstein-Barrové (EBV). Velké studie ukazaly, ze incidence EBV
infekce je pomérné vysoka a je detekovéana cca u 10-20 % karcinomt Zaludku (Fukayama
M., 2012; Naseem M. et al., 2018). Nase vysledky (2/10 (20%)) ukazuji na podobnou
incidenci EBV jako tyto studie, nicméné¢ je nutné brat v potaz, ze se jednalo o malou
kohortu pacientti, kdy se miize jednat spiSe o ndhodu nez statisticky prukaz. Dilezitym
aspektem je, Ze u nadord zaludku s pozitivitou EBV je popisovana nadmérna exprese
ligandi programované bunécéné smrti PD-L1 (Miliotis et al., 2020). Virus Epstein-
Barrové by mohl tedy slouzit jako potencialni biomarker pii 1é€bé rakoviny zaludku

pomoci anti PD-L1 terapie.

Pozitivni exprese PD-L1 byla pozorovana ve studii Xie et al/, 2020 u 7 z 9 pacientl
(77,7 %) s diagnostikovanym karcinomem zaludku a pozitivitou na infekci EBV. U nami
provedené analyzy byla prokazéna pozitivni exprese PD-L1 u 2 z 10 pacientil, coz ¢ini
20 %. Pri¢inou zna¢né& rozdilnych vysledkll mezi studiemi mize byt velmi maly pocet
testovanych pacientl. Ve velkych studiich je jasn€ popisovana piitomnost PD-LI
maximalné u 25 % z celkového poctu pacientti s karcinomem zaludku a pozitivitou na

EBV (Fukayama M., 2012; Naseem M. et al., 2018). Dal§$im moznym vysvétlenim
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odliSné¢ho pozorovani je nejednotnd vékova kategorie pacientli a zdsadni roli hraje
i rozdilnosti v testovanych populacich, kdy u asijské popupace je karcinom zaludku ve

vyssi frekvenci oproti evropské populaci.

Pacienti s onemocnénim rakoviny zaludku byli také pfedmét studie Liu et al., 2020.
Z celkového poctu 300 testovanych pacientil byla u 27 pacientl (9 %) prokdzana velmi
vysoka exprese PD-L1, z toho u 10 pacientl byla zjisténa vysokd MSI a 6 pacientt bylo
pozitivnich na infekci EBV. Na zéklad¢ EBV infekce byly u téchto 6 pacient vysoka
MSI a silna exprese PD-L1 a ptedpoklada se, Ze tito pacienti budou mit nejvétsi prospéch

Z imunoterapie.

Nase dosazené vysledky ukazuji také na provazanost mezi infekci EBV, mikrosatelitovou
instabilitou a expresi PD-L1. Prokazéna byla i mirna exprese PD-L1 a MLH-1 nezavisle
na EBV infekci. Pfi nas$i studii jsme dosahli podobnych vysledkti jako ptedchozi studie
z hlediska nalezu mirné/vysoké exprese a exprese souvisejici s infekci EBV, ale incidence
jednotlivych marker nelze srovnavat, protoze jsme analyzu délali na malé kohorté
pacientli oproti ostatnim vyzkumiim. Z tohoto divodu nelze vysledek statisticky

vyhodnotit.

30



7 ZAVER

V ramci této bakalarské prace jsem se zaméfila na metastazujici karcinom zaludku, ktery
patii celosvétové mezi treti nejcastejsi pricinu imrti na nddorové onemocnéni. Jedinou
potenciondlné¢ kurativni 1écbu ptedstavuje stale chirurgickd resekce doplnéna
chemoterapii/chemoradioterapii. Cilenad terapie pomoci monoklonalni terapeutické
protilatky trastuzumabu bohuzel dosud nepfinesla vétsi posun, tak jako je tomu naptiklad
u karcinomu prsu. Divodem je nizkd incidence amplifikace genu Her-2/neu (prediktor
pro nasazeni cilené 1é€by) coz jsem v nasi praci potvrdila. Velkou nadgji se ovSem jevi
imunoterapie, pomoci anti-PD-1 monoklonalni protilatky pembrolizumabu v pfipadé, Ze
se jedna o nadory s vysokou mikrosatelitovou instabilitou a pozitivitou na virus Epstein-
Barrové (EBV). Nase vysledky ukézaly, ze incidence EBV infekce je pomérné vysoka
a je detekovana cca u 20 % karcinoml zaludku. U téchto pfipadd byla soucasné
detekovéana exprese PD-L1 a MLH-1. Zavérem tedy fici, Ze cca pétina pacientl by mohla

profitovat z anti PDL-1 terapie, coz by znamenalo zna¢ny posun v 1éCbé.
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