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Souhrn

Vychodiska: Molekularni klasifikace pfinasi zasadni zmény do diagnosticko-lé¢ebného al-
goritmu u pacientek s karcinomem endometria (endometrial cancer — EC). Cilem sdéleni je
analyza prvnich zkuSenosti se zavedenim molekularniho testovani do redlné klinické praxe.
Materidl a metody: Od kvétna 2021 je ve FN Brno u vsech pacientek s nové diagnostikovanym
EC v ramci standardniho histopatologického vysetfeni stanovovén také imunohistochemicky
status proteint p53 a mismatch repair (MMR). U tumoru nesplnujicich klinicka kritéria pro nizké
riziko a vzdy pti prikazu deficience MMR nebo mutace p53 je provadéno také molekularné
genetické testovani genu POLE. U kazdé pacientky je vyhodnoceno riziko recidivy podle nej-
novéjsich guidelines z roku 2020 a na jeho zékladé doporucen dalsi postup. Vsem pacientkdm
s MMR-deficientnimi tumory a/nebo pozitivni rodinnou anamnézou je doporucena také gene-
ticka konzultace. Vysledky: Do analyzy bylo od kvétna 2021 do kvétna 2022 zafazeno celkem
85 pacientek s medianem véku 66 let. MMR-deficientni tumory mélo 22 pacientek (26 %) a p53-
-mutované tumory 8 pacientek (9 %). U zadné ze 40 pacientek v nenizkém riziku s provede-
nou analyzou muta¢niho stavu genu POLE nebyl prokdzan ultramutovany typ tumoru. Celkem
46 (51 %) pacientek mélo v dobé diagnézy nizké riziko, 2 pacientky (2 %) stfedni, 14 pacientek
(16 %) vyssi stiedni a 20 pacientek (24 %) vysoké riziko recidivy. Celkem 6 pacientek (7 %) bylo
diagnostikovano s pokrocilym nebo metastatickym onemocnénim. Medidn doby od operace
po projednani na multidisciplinarni komisi byl 21 dni (8-36). Celkem 76 pacientek (90 %) ab-
solvovalo |é¢bu v pIném rozsahu v souladu s rizikem recidivy. Z 18 pacientek s dostupnymi vy-
sledky genetického vysetieni byla u 4 (22 %) prokazana hereditarni forma onemocnéni. Zdvér:
Racionalné indikované molekularni testovani kombinujici imunohistochemické analyzy pro-
teind MMR i p53 u viech pacientek s EC a sekvenacni analyzu genu POLE u pacientek v neniz-
kém riziku recidivy je v béZné praxi proveditelné a neprodluzuje dobu nutnou pro rozhodnuti
o adjuvantni [é¢bé.

Klicova slova
karcinom endometria — molekuldrni testovani — p53 - mismatch repair systém — POLE

Autofi deklaruji, ze v souvislosti s predmétem
studie nemaji zadné komer¢ni zajmy.

The authors declare that they have no potential
conflicts of interest concerning drugs, products,
or services used in the study.

Redak¢ni rada potvrzuje, ze rukopis prace
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
biomedicinskych ¢asopisu.

The Editorial Board declares that the manuscript
met the ICMJE recommendation for biomedical
papers.

=]

MUDr. Markéta Bednatikova
Interni hematologicka

a onkologicka klinika

LF MU a FN Brno

Jihlavska 20

62500 Brno

e-mail:
bednarikova.marketa@fnbrno.cz

Obdrzeno/Submitted: 29. 1. 2023
Pfijato/Accepted: 7. 2. 2023

/

doi: 10.48095/cck02023215

Klin Onkol 2023; 36(3): 215-223

215




MOLEKULARNITESTOVANT KARCINOMU ENDOMETRIA = ANALYZA PRVNICH ZKUSENOSTI Z KLINICKE PRAXE

Summary

Background: Molecular classification has brought significant changes in the management of endometrial cancer (EC). In this article, we aim to
analyze our first experience with an implementation of molecular testing into daily clinical practice. Materials and methods: In all newly dia-
gnosed EC, the status of mismatch repair (MMR) and p53 proteins has been evaluated immunohistochemically as a part of the routine histopatho-
logical examination since May 2021. In tumors that do not meet clinical criteria for a low risk and those with MMR deficiency or p53 mutation, the
molecular genetic testing of the POLE gene is performed as well. Recommendations for adjuvant treatment or follow-up are subsequently made
based on the risk of recurrence. Genetic counselling is proposed to all patients with MMR-deficient tumors or family history of cancer. Results:
A total of 85 patients with newly diagnosed EC between May 2021 and May 2022 were enrolled in the analysis. The median age was 66 years.
The results of molecular testing were as follows: 22 (26%) MMR-deficient, 8 (9%) p53-mutated and none POLE-ultramutated of those 40 tumors
with performed POLE sequencing. A total of 46 (51%) patient had a low risk, 2 (2%) intermediate, 14 (16%) high-intermediate and 20 (24%) pa-
tients had a high risk of recurrence. Advanced or metastatic diseases were diagnosed in 6 (7%) patients. The median time between surgery and
multidisciplinary tumor board decision was 21 days (8-36). A total of 76 (90%) patients underwent the whole treatment plan according to the
recurrence risk. At the time of analysis, the results of genetic testing were available in 18 patients and revealed 4 (22%) carriers of a pathogenic
variant in any of the genes associated with Lynch syndrome. Conclusion: Molecular testing combining immunohistochemical analyses of MMR
and p53 proteins in all newly diagnosed EC patients with sequencing analysis of POLE in those with non-low-risk disease is feasible and does not
prolong the time needed for treatment decision.
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Uvod

Adenokarcinomy endometria (EC) pred-
stavuji vyrazné heterogenni skupinu
nadord s casto velmi odliSnym bio-
logickym chovanim (tab. 1). Zasadni |é-
¢ebnou modalitou je chirurgicky vykon
majici vyznam nejen kurativni, ale také
stagingovy. Zatimco u pacientek s niz-
kym rizikem recidivy je samotnd ope-
race povazovana za dostacujici vykon,
u pacientek nesplnujicich kritéria pro
nizké riziko je nasledné indikovana ad-
juvantni lécba at jiz ve formé radiote-

rizika recidivy onemocnéni [1]. Mezi z3-
kladni prognostické parametry defi-
nujici riziko rekurence patfily az do za-
vedeni nové molekulérni klasifikace
stadium onemocnéni v dobé diagnozy
(tab. 2), histologicky typ a pfitomnost,
nebo absence nadorové lymfangioin-
vaze (lymphovascular space invasion —
LVSI) (tab. 3) [2].

Molekularni klasifikace EC byla navr-
Zena v roce 2013 na zékladé vysledk

komplexnich genomickych, transkripto-
mickych a proteomickych analyz a roz-
déluje karcinom endometria do ¢ty
skupin: 1) ultramutované tumory s pa-
togenni variantou genu POLE; 2) hyper-
mutované mikrosatelitové instabilni tu-
mory; 3) copy-number high tumory
vétsinové s pfitomnou patogenni va-
riantou genu TP53; 4) ostatni tumory,
tzv. copy-number low. Kromé moleku-
larné biologickych charakteristik se jed-

' 7
rapie, chemoterapie, nebo kombinace Tab. 2. TNM a FIGO klasifikace karcinomt endometria [16].
obou metod, a to v ndvaznosti na miru
TNM FIGO Charakteristika
Ve T1 I nador omezen na télo délohy
Tab. 1. Histologické typy adenokar- Tla IA nador omezen na endometrium nebo postihuje méné nez
cinomu endometria, zjednodusené polovinu myometria
déleni podle [15]. ; o
T1b IB nador postihuje polovinu ¢i vice myometria
Histologicky typ Cetnost (%) T2 I nador postihuje cervikdIni stroma, nesifi se vdéak mimo délohu
Endometroidni 80 T3a,N1 |l lokalni a/nebo regionalni siteni specifikované nize:
2327z T3a A nador postihuje ser6zu téla délozniho nebo adnexa
Serézni karcinom <10 T3b 1B postizeni pochvy nebo parametrif
Clear cell karcinom < L0 N1 nc metastazy do panevnich nebo paraaortalnich miznich uzlin
Ned.lferencovan),// 2 nci metastazy do panevnich miznich uzlin
dediferencovany
karcinom ez metastazy do paraaortalnich miznich uzlin
Ostatni (vzacné): smiseny karcinom, T4 IVA nador postihuje sliznici mocového méchyrie / sliznici stfeva
melzotwefric'ky adenokfarc’inc{m, slfva- M1 VB vzdalené metastazy
mozni karcinom, mucinézni karci-
nom (intestinalni typ), mesonephric- FIGO - International Federation of Gynecology and Obstetrics, TNM — primarni
-like adenokarcinom, karcinosarkom tumor, regionalni lymfatické uzliny
\_ \_
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Tab. 3. Charakteristiky prognostickych skupin pacientek s karcinomem endometria podle doporuceni z roku 2016 a 2020 [2,8].

Riziko DOP_2016

nizké stadium IA
endometroidni

grade 1-2

LVSI negativni

stredni stadium IB
endometroidni

grade 1-2
LVSI negativni

vyssi stiedni stadium IA
endometroidni
grade 3
LVSI +/—

stadium IA/B
endometroidni
grade 1-2
LVSI pozitivni

vysoké stadium IB
endometroidni
grade 3
LVSI +/—

non-endometroidni

stadium Il

stadium lll
endometroidni
operace s RO

pokrocily stadium Ill s reziduem

stadium IVA

metastaticky stadium IVB

DOP_2016 — doporuceni pro diagnostiku a lé¢bu karcinomu endometria z roku 2016, DOP_2020 — doporuceni pro diagnostiku a [é¢bu
karcinomu endometria z roku 2020, LVSI - nddorové lymfangioinvaze, MMRd — mismatch repair-deficientni, NSMP - nespecificky mole-
kuldrni profil, POLEmut - ultramutované tumory s mutaci genu POLE, p53abn - p53-mutovany, RO - operace s nulovym reziduem

stadium IA
endometroidni
low grade
LVSI negat./fokélné

stadium IB
endometroidni
low grade
LVSI negat./fokalné

stadium IA
endometroidni
high grade
LVSI negat./fokalné

stadium IA
non-endometroidni
bez invaze do myometria

stadium |
endometroidni
LVSI-pozitivni

stadium IB
endometroidni
high grade

stadium Il

stadium IlI-IVA
operace s RO

stadium I-IVA
non-endometroidni
s invazi do myometria

operace s RO

stadium IlI-IVA
rezidualni onemocnéni

stadium IVB

DOP_2020

Molekularni klasifikace neznama

serézni, nediferencovany karcinom nebo

s invazi do myometria; operace s RO

Molekularni klasifikace znama

stadium I-Il
POLEmut
bez rezidualniho onemocnéni

stadium IA
MMRd/NSMP endometroidni
low grade
LVSI negat./fokélné

stadium IB
MMRd/NSMP endometroidni
low grade
LVSI negat/fokalné

stadium IA
MMRd/NSMP endometrioidni

high grade

LVSI negat./fokélné
stadium IA

p53abn a/nebo
non-endometroidni
bez invaze do myometria

Stadium |
MMRd/NSMP
endometroidni
LVSI pozitivni

stadium IB
MMRd/NSMP endometroidni

high grade

stadium Il
MMRd/NSMP endometroidni

stadium IlI-IVA
MMRd/NSMP
operace s RO

stadium | - IVA
p53abn
s invazi do myometria
operace s RO

stadium | - IVA MMRd/NSMP

karcinosarkom

stadium IlI-IVA
rezidudlni onemocnéni
jakykoliv typ
stadium IVB
jakykoliv typ
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notlivé skupiny vyznamné odlisuji také
svou biologickou povahou. Zatimco ul-
tramutované nadory s patogenni varian-
tou genu POLE maji vynikajici prognézu,
nadory patfici do skupiny copy-num-
ber high maji naopak prognézu nej-
horsi a skupiny hypermutovanych mik-
rosatelitné instabilnich i copy-number
low tumoru vykazuji intermediarni pro-
gnozu [3]. Vzhledem k finan¢ni naklad-
nosti komplexniho genomového pro-
filovani, relativné dlouhé dobé odezvy
a stale jesté limitované dostupnosti
v bézné klinické praxi byla nasledné na-
vrZzena a na nezavislych souborech pa-
cientek validovana alternativni meto-
dika molekuldrniho testovani zalozend
na molekuldrné genetické sekvencni
analyze genu POLE a imunohistochemic-
kém stanoveni exprese proteind MMR
(mismatch repair systému, tj. MLHT,
MSH2, MSH6 a PMS2) a p53 [4-7].

Na zakladé robustnich dat dokladuiji-
cich prognosticky vyznam molekularni
klasifikace bylo v roce 2020 jeji stanovo-
vani inkorporovano do aktualizace ev-
ropskych doporuceni pro management
pacientek s EC (DOP_2020). Tato dopo-
ruceni definuji kritéria pro zafazeni pa-
cientek do jednotlivych skupin podle
miry rizika recidivy onemocnéni jak v si-
tuaci, kdy molekularni klasifikace znama
neni, tak v situaci, kdy jsou vysledky
molekularniho testovani k dispozici
(tab. 3) [8]. Oproti pfedchozim doporu-
¢enim z roku 2016 (DOP_2016) pfinesla
DOP_2020 nékteré zdsadni zmény. Vedle
modifikace klinickych prognostickych
parametrd (napf. presunuti stadia Il z vy-
sokého do vyssiho stfedniho rizika) je
to predevsim fakt, ze prikaz patogenni
sekven¢ni varianty v genu POLE svéd-
¢ici pro ultramutovany typ tumoru nebo
mutovany stav genu TP53 zésadnim zp(-
sobem ovliviuji terapeuticky pfistup
u pacientek s nové diagnostikovanym
EC. Nejenom pacientky v klinickém sta-
diu IA, ale i pacientky ve stadiu IB a Il
s POLE-ultramutovanymi tumory jsou
bez ohledu na dalsi parametry zafazeny
do skupiny s nizkym rizikem bez nut-
nosti adjuvantni terapie. Naopak tumory
s aberantni expresi p53 (resp. mutaci
TP53) a prokdzanou invazi do myome-
tria jsou i pf¥i diagnoze ve stadiu IA bez
ohledu na histologicky typ zafazeny do

skupiny s vysokym rizikem, kdy je stan-
dardné doporucena adjuvantni Ié¢ba
(tab. 3) [8].V roce 2021 bylo publikovano
také spole¢né narodni doporuceni Cty¥
odbornych spole¢nosti Ceské lékafské
spole¢nosti J. E. Purkyné (CLS JEP) de-
tailné popisujici metodiku molekuldr-
niho testovani EC v podminkach CR [9].

Cilem predkladdané préace je analyza
prvnich zkuSenosti s prospektivnim sta-
novovanim molekuldrniho testovani
u pacientek s nové diagnostikovanym
EC a vyhodnoceni ptinosu zavedeni mo-
lekularni klasifikace do redlné klinické
praxe.

Material a metody
Od jara roku 2021 je molekuldrni tes-
tovani EC ve FN Brno provadéno pro-
spektivné v ramci standardniho histo-
patologického vysetteni vzdy, pokud je
k dispozici dostatecné reprezentativni
vzorek tumoru pro imunohistochemické
a molekuldrné genetické analyzy. Vyset-
feni jsou provadéna na vzorcich tumoru
odebranych pfi operaci, fixovanych
formaldehydem a zalitych v parafinu (for-
malin-fixed parafin-embeded - FFPE).
Pokud nebyl operacni vykon proveden,
jsou vysetreni v indikovanych pfipadech
doplnéna ze vzork( ziskanych pfii dia-
gnostickém vykonu.

Proteiny p53 a MMR jsou stanovovany
imunohistochemicky (IHC) u vsech pa-
cientek s nové diagnostikovanym EC.

Metodika IHC analyzy p53

K imunohistochemické analyze byla
pouzita komeréné dostupna protilatka
p53 (klon DO-7, 1 : 200; Agilent, USA)
a automaticky systém Ventana Ben-
chMark Ultra. Dle miry exprese proteinu
je nalez hodnocen jako wild type (fo-
kalné slabd disperzni jadernd pozitivita)
¢i mutovany typ exprese (silnd jaderna
exprese ve vice nez 80 % nadorovych
bunék, nulové jadernd exprese ¢i cyto-
plazmaticka exprese).

Metodika IHC analyzy MMR

K imunohistochemické analyze byly
pouzity komer¢né dostupné protildtky
MSH2 (klon BSB-147, 1 : 50; BioSB, USA),
MLH1 (klon ES05, RTU; Agilent, USA),
PMS2 (klon EP51, RTU; Agilent, USA),
MSH6 (klon PU29, 1 : 70; Novocastra,

Leica Biosystems Newcastle Ltd, Anglie)
a automaticky systém Ventana Bench-
Mark Ultra. Hodnoceni a interpretace vy-
sledkd se fidi dle doporuceni College of
American Pathologists.

Metodika analyzy mutacniho stavu
genu POLE
Mutacni stav genu POLE je vySetiovan
u vech tumor( s vyjimkou téch, které
spliuji kritéria pro zarazeni do skupiny
s nizkym rizikem recidivy, tj. low-grade
endometroidni karcinomy s hloubkou
invaze do méné nez poloviny sitky myo-
metria, bez podstatné LVSI (tab. 3). V pfi-
padé prikazu MMRd a/nebo p53MUT je
mutacni stav genu POLE dosetien bez
ohledu na klinické parametry, a to pro
dofeseni pfipadnych double ¢ multiple
classifiers.

Po identifikaci vhodného FFPE bloku
k analyze a zhodnoceni procentualniho
zastoupeni nadorovych bunék erudova-
nym patologem je izolovdna genomova
DNA s podilem nadorové DNA > 50 %.
Amplifikace a sekven¢ni analyza exon(
9-14 genu POLE (dle referencni sek-
vence NM_006231.4) se ridi aktualnimi
standardy vyddvanymi Spolec¢nosti ces-
kych patologti CLS JEP a aktualni verzi
National Comprehensive Cancer Ne-
twork (NCCN) guidelines. Jednotlivé sek-
vence pouzitych primerd (Generi Bio-
tech, Ceska republika) jsou uvedeny
v tab. 4. Nalez je hodnocen jako nega-
tivni v pfipadé, Ze nebyla detekovana
zadna z dosud popsanych patogennich
sekvencnich variant genu POLE v exo-
nech 9-14, nebo jako pozitivni v pfipadé,
Ze byla detekovana néktera z dosud po-
psanych patogennich sekvencnich va-
riant genu POLE v exonech 9-14.

Stanoveni molekularniho subtypu EC

Specifikace molekuldrniho subtypu EC

je reportovana u tumord, které maji sta-

noveny vsechny potifebné parametry, tj.

status MMR, p53 a mutacni stav genu

POLE. V souladu s narodnim doporuce-

nim je pouzivana terminologie [9]:

1) POLE-ultramutovany typ tumoru —
priikaz zndmych patogennich variant
v exonu 9-14 genu POLE

2) MMR-deficientni typ - prlkaz defi-
cience MMR a soucasné POLEwt pfi ja-
kémkoli statusu p53

218
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3) p53-mutovany typ - p53-aberantni
fenotyp a soucasné MMR proficience
i POLEwt

4) s nespecifickym molekularnim
profilem

Stratifikace pacientek podle miry
rizika recidivy

Na zakladé stagingu, histologického typu,
gradingu, stanoveni LVSI a vysledkd mo-
lekularniho testovani je pacientka v ramci
projednani dalsiho postupu na Indika¢ni
onkogynekologické komisi (IOGK) zafa-
zena do prislusné rizikové skupiny podle
DOP_2020 (tab. 3) [8]. Pokud bylo prove-
deno kompletni molekularni testovani
véetné analyzy genu POLE, je definitivni
riziko stanoveno na zdkladé DOP_2020 -
Molekularni klasifikace znama. V situa-
cich, kdy by ptipadny prikaz patogenni
varianty genu POLE neménil Ié¢ebny po-
stup, jako jsou tumory spliujici kritéria
pro nizké riziko, nebo naopak disemino-
vané tumory v dobé diagndzy, je riziko
stanoveno na zakladé klinickych para-
metrd (tab. 3).

Kritéria pro indikaci genetické
konzultace

Vsem pacientkam s MMR-deficientnimi
tumory a/nebo s pozitivni rodinnou
anamnézou je v rdmci projednani na
IOGK doporucena také genetickd kon-
zultace k vylouceni hereditarni formy
onemocnéni.

Soubor pacientek

Do analyzy byly zafazeny viechny pa-
cientky Onkogynekologického centra
FN Brno s nové diagnostikovanym EC
v obdobi kvéten 2021 — kvéten 2022.
Pro posouzeni vyznamu zaclenéni mo-
lekularniho testovani do klinické praxe
byly pacientky retrospektivné zafa-
zeny do nékteré z prognostickych sku-
pin také podle predchozich doporuceni
DOP_2016 (tab. 3) a vysledky stratifi-
kaci podle jednotlivych doporuceni byly
porovnany [2].

Statisticka analyza

K popisu charakteristik pacientek a tu-
mor( byly pouzity absolutni a relativni
cetnost pro kategoridlni proménné
a pro spojité medidn a mezikvartilové
rozpéti. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo

e N
Tab. 4. Sekvence pouzitych primerd.
PRIMER Sekvence
POLE-9F GAGCTTGGCTTTATGCTTATTTTG
POLE-9R GGCAGATGCTGCTGTAGTATG
POLE-10F TCTCTAGGCAGAGTGTGTGG
POLE-10R ACATGTCCGTTCTTCCCAC
POLE-11F CTTTGGGAGAGGAATTTGGAATAG
POLE-11R CAGGAGCCACCTCCTAAGTC
POLE-12F GGGCATTAGAGCCTGACC
POLE-12R GTGACAGCACAGTCTGCAAG
POLE-13F1 TGCCTGTTAGGAACTTGCATC
POLE-13R1 ATGTCCTCCGGGTCTAGC
POLE-13F2 ACAGTTACCTTCCTGTGGGC
POLE-13R2 TGTCCCGGAGACACAGC
POLE-14F GTGCTTCACACTTGACCCTG
POLE-14R TGCCGACAGGACAGATAATG

N

o deskriptivni studii, nebylo provedeno
zadné statistické testovani.

Vysledky

Do analyzy bylo zafazeno celkem 85 pa-
cientek s medianem véku 66 let, z toho
58 (68 %) v klinickém stadiu |, 7 (8 %) ve
stadiu Il, 16 (19 %) ve stadiu lll a 4 (5 %)
ve stadiu IV. Celkem 67 (79 %) pacientek
mélo low-grade endometroidni karci-
nom, 13 (15 %) high-grade endome-
troidni karcinom a 5 (6 %) non-endo-
metroidni karcinomy (tab. 5). | pfes
implementaci molekuldrniho testovani
byl median doby od operace po projed-
nani na IOGK 21 dni (8-36).

Vysledky molekuldrniho testovani
byly nasledujici: celkem 22 pacientek
(26 %) mélo MMR-deficientni tumory
a 8 pacientek (9 %) p53-mutované tu-
mory. U zadné ze 40 pacientek v ne-
nizkém riziku s provedenou analy-
zou mutacniho stavu genu POLE nebyl
prokdzén ultramutovany typ tumoru.
U jedné pacientky nebyl vysetfen status
p53 audvou pacientek v nenizkém riziku
nebyla provedena analyza genu POLE
(tab. 6). V obou ptipadech se jednalo
o tumory diagnostikované v klinickém
stadiu IVB, kdy doplnéni molekuldrnich
analyz by nevedlo ke zméné terapeutic-
kého postupu. Z pohledu zafazeni pa-

cientek do skupin dle miry rizika reci-
divy podle DOP_2020 bylo 46 pacientek
(51 %) v nizkém riziku, 2 pacientky (2 %)
ve stfednim, 14 pacientek (16 %) ve vys-
sim stfednim a 20 pacientek (24 %) ve
vysokém riziku. Celkem 6 pacientek
(7 %) bylo diagnostikovéno s pokrocilym
nebo metastatickym onemocnénim.

U 76 pacientek (90 %) byl |é¢ebny po-
stup stanoven i dokoncen plné v sou-
ladu s DOP_2020 podle miry rizika reci-
divy onemocnéni [8]. U jedné pacientky
(1 %) musela byt doporucend adju-
vantni lé¢ba ukoncena predc¢asné z du-
vodu nepfiméfené toxicity chemote-
rapie. Pouze u 8 pacientek (9 %) byla
vyslednd lé¢ebna doporuceni modi-
fikovéana z ddvodu celkového stavu
nebo vile pacientky, kdy navzdory ri-
ziku recidivy nebyla doporucena adju-
vantni chemoterapie nebo radioterapie
aplikovana.

Pti porovnani rozdilGi ve stratifikaci
pacientek podle miry rizika recidivy
na zdkladé DOP_2020 a pfedchozich
DOP_2016 jsou patrné rozdily v po-
Ctech zafazenych pacientek prakticky ve
vsech rizikovych skupinach s vyjimkou
pacientek diagnostikovanych s pokroci-
lym nebo metastatickym onemocnénim,
kde se kritéria pro zafazeni v mezidobi
nijak nezménila (graf 1) [2,8]. K modifi-
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4 ) 7
Tab. 5. Klinické charakteristiky souboru. Tab. 6. Vysledky molekularniho
testovani.
Klinické charakteristiky n=285
el e e (1O 66 (58-72) Vysledky testovani n=285
BMI, median (IQR) 33(29 - 35) FOIE 0 (6]
menopauzalni stav, n (%) MUt 0
pre/perimenopauza 14 (16 %) wr 40 (100 %)
postmenopauza 71 (84 %) Z::;‘:;)rgé;)tkane, 80 (50-90)
|
parita, median (IQR) 2,00 (1,00-2,00)
neprovedeno 45
Klinické stadium, n (%)
MMR, n (%)
|
MMRd 22 (26 %)
1A 51 (60 %)
MMRp 63 (74 %)
IB 7 (8,2 %)
p53, n (%)
Il 7 (8,2 %)
MUT 8 (9 %)
1l
WT 76 (90 %)
A 4 (4,7 %)
neprovedeno 1
B 1(1,2 %) \
|[@ 11 (13 %)
v nasi zdsadni zmény do managementu
IVA 0 pacientek s nové diagnostikovanym
VB 447 9% karcinomem endometria [8]. Pfedkla-
(4.7 .%) dané analyza shrnuje pilotni zkuSenosti
Histologie, n (%) s aplikaci téchto doporuceni do bézné
endometroidni LG 67 (79 %) klinické praxe ve FN Brno. V navaznosti
endometroidni HG 13 (15 %) na publllfov,ana nar(,)dlnl dopqrucenl pro
o molekularni testovani u karcinomu en-
non-endometroidni dometria jsme se v rdmci Mezioborové
serézni 2 (24 %) pracovni skupiny pro onkogynekologii
clear-cell 1(1,2%) dohodli na algoritmu vysetfeni a v prd-
. béhu jara 2021 bylo zahdjeno moleku-
karcinosarkom 2 (2,4 %) o (s s y
larni testovani jako nedilnd soucast ru-
Doba do I0GK, median (IQR), dny 21,0(19,0-23,2) tinniho histopatologického vysetreni.
BMI - body mass index, HG - high-grade, IOGK - indika¢ni onkogynekologicka ko- Nami z,vollenfe; r;et.od;(li.a .mkolekular?lgo
mise, IQR — medzikvartilové rozpéti, LG - low-grade, n — pocet pfipadd testova’nll re, € tujei |n|vc ?u Potre vu
L ) a vychazi z Gvahy, Ze vysetfeni mutac-

kaci rizika oproti drive uzivanému dopo-
ruceni doslo v nasem pilotnim souboru
celkem u 11 (13 %) pacientek, z toho
u 4 (36 %) na zakladé molekuldrnich
charakteristik (konkrétné prakaz p53-
-mutovaného tumoru pii absenci prua-
kazu MMRd a nemutovaném stavu genu
POLE) a u 7 (64 %) pacientek na zakladé
zmény v posuzovani vyznamnosti nékte-
rého z klinickych parametr( (tab. 7).
Genetickd konzultace byla nabidnuta
celkem 24 pacientkdm z celého sou-
boru — 22 pacientkdm na zakladé pra-
kazu MMR-deficientniho tumoru a 2 pa-

cientkdm s MMR-proficientnimi tumory
pro rodinnou zatéz. V dobé analyzy byly
znamy vysledky genetického vysetieni
u 18 pacientek, z nichz u 4 (22 %) bylo
prokazano nosicstvi patogenni varianty
v nékterém z genl asociovanych s Lyn-
chovym syndromem, u 8 (45 %) byl vy-
sledek negativni a u 6 (33 %) pacientek
byla detekovana varianta nejasného kli-
nického vyznamu.

Diskuze
Aktualizace DOP_2020 obsahujici im-
plementaci molekularni klasifikace pfi-

niho stavu genu POLE neni nutné prova-
dét pausalné, protoze u pacientek s EC
spliujicich klinickd kritéria pro nizké ri-
ziko recidivy neméni pfipadnd znalost
o ultramutovaném typu tumoru klinicky
postup, kterym je doporuceni dispen-
zarizace po opera¢nim vykonu bez nut-
nosti adjuvantni |é¢by. Vysetfeni stavu
p53 a MMR indikujeme u viech pa-
cientek s nové diagnostikovanym EC.
Priikaz p53-mutovaného typu tumoru
totiz automaticky zarazuje pacientku do
skupiny s vysokym rizikem, kdy je stan-
dardné doporucovéna adjuvantni lé¢ba
ve snaze o redukci rizika recidivy one-
mocnéni. Priikaz MMR-deficientniho tu-
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Tab. 7. Molekularni klasifikace karcinomu endometria - piehled publikovanych studii.

Charakteristiky TCGA Talhouk Stelloo Talhouk Bosse Kommoss Devereaux
2013 [3] 2015 [4] 2016 [6] 2017 [10] 2018[11] 2018 (7] 2022[12]
n=232 n=143 n =834 n=319 n=376 n =452 n=310

typ studie retrospektivni retrospektivni retrospektivni retrospektivni retrospektivni retrospektivni  prospektivni

vék, medidn NA 63 68 67 66 65 64

stadium, n (%)

| 254 (68 %) 102 (71 %) 834 (100 %) 221 (70 %) 291 (77 %) 365 (81 %) 177 (57 %)

-1V 116 (32 %) 41 (29 %) 94 (30 %) 85 (23 %) 57 (19 %) 102 (33 %)

NA 3 4 31(10%)
histologie, n (%)

EEC 304 (82 %) 119 (83 %) 834 (100 %) 215 (67 %) 376 (100 %) 320 (71 %) 220 (71 %)

non-EEC 66 (18 %) 25 (17 %) 104 (33 %) 132 (29 %) 90 (39 %)
grade, n (%)

LG 193 (52 %) 90 (63 %) 724 (87 %) 123 (39 %) 357 (79 %) 185 (60 %)

HG 111 (30 %) 53 (37 %) 110 (13 %) 196 (61 %) 376 (100 %) 95 (21 %) 32 (10 %)

NA 66 (18 %) 93 (30 %)

POLE, n (%)

MUT 17 (7 %) 12 (8 %) 49 (6 %) 30 (9 %) 49 (13 %) 42 (9 %) 15 (5 %)
WT 215 (93 %) 131 (92 %) 785 (94 %) 289 (91 %) 327 (87 %) 410 (91 %) 295 (95 %)
metodika NGS NGS/Sanger Sanger NGS/Sanger  NGS/Sanger  NGS/Sanger SNaPshot

MMR, n (%)

MMRd 65 (28 %) 41 (29 %) 219 (26 %) 64 (20 %) 138 (36 %) 127 (28 %) 59 (25 %)

MMRp 167 (72 %) 102 (71 %) 615 (74 %) 255 (80 %) 238 (64 %) 325 (72 %) 251 (75 %)

metodika NGS/MSI IHC MSI IHC IHC IHC IHC
p53

P53MUT 60 (26 %) 25 (18 %) 74 (9 %) 86 (27 %) 79 (21 %) 55 (12 %) 81 (26 %)

P53WT 172 (74 %) 118 (82 %) 760 (91 %) 233 (73 %) 297 (79 %) 397 (88 %) 229 (73 %)

metodika NGS IHC IHC IHC IHC IHC IHC

NSMP/P53WT 90 (39 %) 63 (44 %) 492 (59 %) 139 (44 %) 228 (50 %) 228 (50 %) 135 (44 %)

EEC - endometroidni karcinom, HG - high-grade, IHC — imunohistochemie, LG — low-grade, MMR - mismatch-repair system,

MMRd - MMR-deficientni, MSI -mikrosatelitni instabilita, MUT — mutovany, n — pocet, NA — nestanoveno, NGS - sekvenovani nové

generace, non-EEC — non-endometroidni karcinom, NSMP — s nespecifickym molekularnim profilem, Sanger — analyza metodou

Sangerova sekvenovani, SNaPshot - single nucleotide polymorphism analyses, WT - wild type

moru sice podle aktualnich doporuceni
neovliviuje zafazeni pacientky do né-
které z rizikovych skupin, ale umoznuje
identifikaci pacientek, u nichz je indiko-
vano dalsi dosetieni k vylouceni heredi-
tarni formy onemocnéni. Pfi zohlednéni
poctu novych pacientek v naSem cen-
tru a potrebé rychlého zavedeni mole-
kuldrniho testovani jsme se dohodli, ze
v Uvodni fazi budeme status p53 a MMR
stanovovat v souladu s narodnim do-

poruc¢enim imunohistochemicky a mu-
tacni stav genu POLE metodou Sange-
rova sekvenovani. Sekvenovani nové
generace vyuzivame v soucasnosti u pa-
cientek s EC pfi vylerpanych mozZnos-
tech standardni systémové Iécby poda-
vané s paliativnim zamérem, a to v rdmci
patrani po eventudlni targetovatelné
lézi v situacich, kdy je pacientka stéle
kandidatkou aktivniho terapeutického
pfistupu.

Jak dokladuji nase prvni zkusenosti,
nami zvolend metodika je v praxi pro-
veditelnd a nijak neprodluzuje dobu
nutnou k projednani dalsiho postupu
v ramci primarni [é¢by u pacientek
s nové diagnostikovanym EC (median
doby od data diagnézy do projednani
daliho postupu s vysledky histologie
byl v nasem souboru 21 dni (tab. 5). Pfi
hodnoceni pilotnich vysledk( v kon-
textu s dosud publikovanymi daty ma-
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n (pocet pacientek)

DOP_2016 - protokol FN Brno vychézejici z ESGO guidelines 2015 a ndrodnich doporuceni,
DOP_2020 - protokol FN Brno vychazejici z ESGO guidelines 2020 a narodnich doporuceni

DOP_2020
H DOP_2016

43

35 40 45 50

Graf 1. Predikce rizika podle DOP_2016 a DOP_2020 [2,8].

Zeme konstatovat, Zze vékové slozeni
nasi kohorty (median véku 66 let) i pro-
porcionalni rozlozeni jednotlivych stadii
v dobé diagnézy (68 % diagnostikovano
ve stadiu | a 32 % ve stadiu llI-IV) odpo-
vida klinickym parametrdm soubort
v dosud publikovanych retrospektivnich
analyzach [3,4,6,7,10,11] i ve vlbec prvni
praci popisujici zkusenosti s prospektiv-
nim stanovovanim molekularni klasifi-
kace u EC[12] (tab.5 a 8).

Skute¢nost, Ze v nasem souboru ne-
byla zachycena Zadnd pacientka s ultra-
mutovanym typem tumoru, muze byt
vysvétlena predevsim relativné malou
velikosti nasi pilotni kohorty v porov-
nani s velikosti souborli pacientek
v rdmci dosud publikovanych studii, ob-
zvlasté vezmeme-li do Uvahy udavanou
frekvenci téchto typ0 tumor( (5-13 %;
tab. 8). Podle dosud publikovanych dat
se POLE-ultramutované tumory vysky-
tuji pfedevsim u pacientek s endomet-
roidnimi tumory, a to u tumor( s vyso-
kym i nizkym gradem. Napt. ve studii
Stelloo et al. bylo 49 % pacientek s POLE-
-ultramutovanym typem tumoru ve sku-
piné s nizkym rizikem recidivy [6]. Je
tedy evidentni, Ze fada pacientek s po-
tencidlné POLE-ultramutovanym tu-
morem nebyla v nasem souboru viibec
testovéna, nebot znalost vysledku testo-

vani by nezménila nas klinicky postup.
Velky d(iraz je kladen na dostate¢né pro-
centualni zastoupeni nddorové tkané ve
vzorku vybraném patologem pro ucely
Sangerova sekvenovani, a to vzhledem
k mozné limitaci této metody v senziti-
vité zachytu patogennich variant. Uda-
vany detekéni limit nami uzivané me-
todiky je 15-20 % mutované alely, tj.
nejméné 30-40 % bunék s mutaci. Pfi
medidnu 80 % nadorové tkané ve vzor-
cich urcenych k testovéni POLE v nasi
pilotni kohorté nepredpoklddame vy-
znamny podil falesné negativnich vy-
sledkl (tab. 6). Navic vysledky studie
Temko et al. dokladuji, Ze somatické pa-
togenni varianty exonukledzové do-
mény genu POLE vznikaji velmi ¢asné
v pribéhu kancerogeneze a jsou dete-
kovatelné jiz v prekurzorovych lézich.
Nepredpoklada se tedy vyznamny podil
falesné negativnich vysledki pfi analyze
mutacniho stavu POLE v dGsledku hete-
rogenity tumoru [13].

Relativné nizky podil pacientek s p53-
-mutovanym typem tumoru v nasem
souboru (n =8, tj. 9 %) je vysvétlitelny ze-
jména nizkym podilem pacientek s non-
-endometroidnimi karcinomy, resp. se-
réznimi karcinomy (tab. 6). Tato hodnota
je v naprosté korelaci s vysledky studie
Stelloo et al., ve které byly retrospek-

tivné analyzovany pacientky ze studif
PORTEC-1 a PORTEC-2, tj. pouze s endo-
metroidnimi karcinomy pfi podilu HG tu-
mort 13 % (tab. 8).

Podil pacientek s MMR-deficientnimi
tumory 26 % (tab. 6) je pIné v souladu
s vysledky dosud publikovanych studii
(tab. 8). Vysoky zachyt pacientek s here-
ditarni formou EC pfi genetickém tes-
tovani indikovaném na zakladé pru-
kazu MMR-deficientniho tumoru a/nebo
rodinné anamnézy (22 %) dokladuje
opravnénost nami zvolenych kritérii ke
genetické konzultaci i skute¢nost, Ze
plosné zavedeni testovani MMR u viech
pacientek s nové diagnostikovanym EC
napomdha identifikovat pacientky s dé-
di¢nou dispozici ke vzniku nadorovych
onemocnéni.

Konkordance mezi skute¢né absolvo-
vanou lé¢bou a lé¢bou doporucenou
v navaznosti na zafazeni pacientky do
rizikové skupiny podle recentnich ev-
ropskych doporuceni s vyuzitim mole-
kuldrniho testovani (89 %) je v nasem pi-
lotnim souboru vysoka, vyssi nez napf.
v holandské studii posuzujici com-
pliance lékafld s aplikaci doporu¢enych
postupll v bézné klinické praxi [14]. Nase
pilotni zkusenosti tak dokladuji praktic-
kou realizovatelnost novych doporuceni
pro management pacientek s EC. Vy-
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znamnost zmén, které tato nova dopo-
ruceni pfinasi, ilustruje porovnani s pre-
dikci rizika recidivy podle predchoziho
DOP_2016 (graf 1) [2] a také detailni cha-
rakteristika parametrd, které byly da-
vodem pro zménu ve stratifikaci rizika
u jednotlivych pfipadt (tab. 7).

Hlavnim kladem nasi pilotni studie
je skutecnost, Ze se jednd o prvni praci
svého druhu vyhodnocujici pragmatic-
kou implementaci molekularniho testo-
vani do bézné klinické praxe u pacientek
s nové diagnostikovanym karcinomem
endometria, kdy jsou stanovovany pa-
rametry p53 a MMR u viech pacientek
a mutacni stav genu POLE je vyhodno-
covan pouze u pacientek s nenizkym ri-
zikem recidivy onemocnéni. Relativnim
nedostatkem je velikost souboru pod-
minéna faktem, Ze se jednd o pilotni stu-
dii vyhodnocujici dosavadni zkuSenosti
pred pfipadnou modifikaci zavedeného
postupu.

Zaveér

Pilotni analyza nasich zkusenosti s im-
plementaci molekularniho testovani
u pacientek s nové diagnostikovanym
karcinomem endometria dokladuje,
Zze kombinace imunohistochemickych
analyz proteini MMR a p53 u vsech pa-
cientek a sekvenacni analyzy genu POLE
u pacientek v nenizkém riziku je v bézné
klinické praxi proveditelné a neprodlu-
Zuje dobu nutnou k rozhodnuti o adju-
vantni |é¢bé. Stanovovani novych mar-
kerG v rdmci molekuldrniho testovani
poméha identifikovat pacientky se $pat-

nou, nebo naopak excelentni prognézou
(p53-mutované tumory, resp. ultramu-
tované tumory s patogenni variantou
genu POLE), a Iépe tak cilit doporuceni
stran pripadné adjuvantni [écby. Sa-
motny vysledek analyzy proteind MMR
sice doposud nemél vliv na volbu opti-
malni strategie v rdmci primarni [éCby,
nicméné jeji plosné provadéni u viech
pacientek s nové diagnostikovanym kar-
cinomem endometria napomaha v Sir-
$im kontextu identifikovat ty pacientky,
které jsou nosi¢ckami dédi¢né dispozice
ke vzniku nddorovych onemocnéni.
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Podpofeno MZCR-RVO (FNBr, 65269705).
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