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Stávajíc a potenciální biomarkery 
imunoterapie

Charakteristiky hostitele a prostředí

- věk, pohlaví, PS, kouření

- mikrobiom

- genom (SNP…)

Nádor

PD-L1

Nádorové 
mikro-

prostředí

Nádorové antigeny

- mutační load

- neoantigeny

- MSI

- muatce p53

- další mutace

PD-L1

- imunohistochemie

- nádor/zánětlivé elementy

- FISH (amplifikace)

- PD-L2

Nádorové mikroprostředí

- zánětlivé fenotypy

- klonalita TCR

- TIL (CD8+)

- Signatury imunitní odpovědi

Topalian SL, et al. Nat Rev Cancer 2016;16:275-287
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Prediktivní testování NSCLC
• HE

• Diagnostická IHC (TTF1/napsinA; p40/p63)

• Histochemie (alc. modř)

• Prediktivní IHC

• - PD-L1

• - ALK (+ FISH)

• - ROS1 (+ FISH)

• Prediktivní FISH

• - NTRK (3 sondy!)

• - RET

• - MET

• Izolace DNA pro molekulární analýzy (EGFR, 
BRAF) – 5(-10) řezů (po 5-7 µm) 

• Izolace RNA – 5(-10) řezů (po 5-7 µm) 

• HE

• U 25-30 % vzorků u pacientů s ca plic nelze 
provést molekulární testování (data z NL)

Schuuring, E. 30th ECP, Bilbao, 2018



Prediktivní testování NSCLC

Dignostická fáze

TTF1 P40 napsin P63 PAX8, GATA3, CDX2, SATB2…
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Prediktivní fáze

ALK PD-L1 ROS1 FISH Molekulární testování



Současná situace testování 
prediktivních markerů u NSCLC v ČR



Současná situace testování 
prediktivních markerů u NSCLC v ČR



PD-L1



Testování exprese PD-L1
(současný stav)

• Companion vs. complementary diagnostics

• Biologie exprese PD-L1:

• - časová i místní heterogenita

• - mnohotné a komplexní regulační mechanizmy, vliv 
další léčby včetně chemo a radioterapie

• IHC: preanalytická a analytická fáze (fixace, typ a 
reprezentativnost vzorku, kity vs. LDT, protilátka, 
platforma)

• IHC: interpretace (intra a interpersonální variabilita; 
způsob skórování, prahové hodnoty..)



Nejasnosti v testování PD-L1

• z jaké tkáně testovat -
změna exprese PD-L1 
po NACT

• heterogenita exprese

• - primární nádor

• - metastázy

• stanovení cut-off

• …

Sheng J, et al. Sci Rep. 2016;6:20090.



Protilátky, platformy, hodnocení…

• Množství srovnávacích 
projektů: 

- Blueprint 2

- Frech harmonization study

- Scheel AH et al. study

- Ratcliffe MJ et al. study

- Skov comparative study

- Rimm et al. study

- Batenchuk et al. study

- Brunnström et al. study

Brunnström H, et al. Modern Pathol 2017, 30:1411-1421



Protilátky, platformy, hodnocení…

Jednotlivé protilátky: kappa 0.45–0.91 
- nejvyšší 22C3 a 28-8; 
- nejnižší SP142
Interpersonální shoda: kappa 0.71–0.96
- 20% neshodných při cut-off ≥1% 
- 0-5% neshodných při cut-off ≥ 50%

Brunnström H, et al. Modern Pathol 2017, 30:1411-1421



Protilátky, platformy, hodnocení…

TPS 
tumor proportion
score

CPS 
combined
proportion score

IC/TC

https://pdl122c3-learning.dako.com/gastric-us/
Kulangra K, et al. Arch Pathol Lab Med, 2018

https://pdl122c3-learning.dako.com/gastric-us/


Exprese PD-L1 u NSCLC

Yu H, et al. J Thor Oncol 2016; 7:964-975



Exprese PD-L1 u NSCLC

Yu H, et al. J Thor Oncol 2016; 7:964-975

Testování PD-L1 ÚP 9-12/2018
Testováno: 75 pac.
Nehodnotitelné: 1 pac. 

Cut-off < 1 % 1-49 % ≥ 50 %

Literární data 45% 30% 25%

ÚP 7-11/2018 36,5% 33,5% 30%



Výsledky NordiQC 2017-2018



Prediktivní význam exprese PD-L1

Není binární biomarker (!)

Prediktivní význam ve 2. linii NSCLC 
diskutabilní 

- i PD-L1 neg. pacienti mohou profitovat z 
léčby více než z chemoterapie

- pokud reagují, výrazně delší odpověď než 
chemoterapie

Množství faktorů ovlivňujících expresi PD-L1

PD-L1 negativita diskutabilní

- sampling

- heterogenita..

U části pacientů nelze stanovit (dle literárních 
údajů až 20 %)

- cytologické vzorky (dosud nevalidováno)

- malé množství tkáně 

Vermaelen K, et al. Semin Cancer Biol. 2018;52:166-177



Mutační load (TMB)



Mutační load – TMB (tumor mutation burden)

• TMB jako prediktor 

• - 3 studie 3 fáze (PFS) 

• CheckMate 227

• CheckMate 026

• IMvigor 211

Hellmann MD et al. N Engl J Med 2018; 378:22
Powles T et al. Lancet 2017
Carbone DP et al. N Engl J Med 2017; 376:2415-2426Rizvi H, et al. J Clin Oncol 2018, 36:633-641



Mutační „load“



Mutační load – TMB (tumor mutation burden)

• TMB jako prediktor 

• - 3 studie 3 fáze (PFS?) 

Hellmann MD et al. N Engl J Med 2018; 378:22
Powles T et al. Lancet 2017
Carbone DP et al. N Engl J Med 2017; 376:2415-2426

TMB Pacienti Stanovitelný 

TMB

Stanovitelný 

TMB %
IMvigor 211 Foundation 

One

931 544 58

ChcekMate 

026

WES 541 312 58

CheckMate 

227

Foundation 

One

1649 1004 58



Mutační load – TMB (tumor mutation burden)

• Nejedná se o validovaný test

• Nejsou definovány postupy, 
platformy, testy…

• - preanalytická fáze

• - zvýšené požadavky na množství 
tkáně

• - platforma, velikost panelu 
(WGS?, WES?; > 1Mbp)

• - FoundationOne, Oncomine, 
MSK-IMPACT, WES..

• - bioinformatika (definování 
mutací, filtrování germinálních
mutací, klonální vs. subklonální
mutace, artefakty..)

• Momentálně neexistuje obecná 
možnost úhrady od ZP

Rizvi H, et al. J Clin Oncol 2018, 36:633-641

MSK-IMPACT
49 vzorků WES
341 – 410 – 468 genů
0.98 – 1.06 – 1.22 Mbp



NGS – naše pracoviště

• Používané knihovny („in-house“):

• „Výzkumná“ knihovna 1

• - 89 genů (hotspoty)

• - 257 kbp

• - 12 vzorků v běhu (MiSeq)

• - pokrytí ~300x

• „Diagnostická“ knihovna

• - 20 genů (hotspoty)

• - 56 kbp

• - 12-16 vzorků v běhu (MiSeq)

• - pokrytí 500-1000x

AKT1 CDK4 FGFR2 IDH1 MITF PIK3R1

AKT3 CDKN2A FH IDH2 MLH1 PMS2

ARID1A CTNNB1 FOXL2 JAK1 MLH3 POLE

ARID2 CYP19A1 GNA11 JAK2 MRE11A POLQ

ATM DDR2 GNAQ KDR MSH2 POT1

B2M EGFR GNAS KIT MSH6 PPM1D

BAP1 ELK1 GRB2 KRAS mTOR PPP6C

BARD1 ERBB2 H3F3A MAP2K1 MYC PTEN

BRAF ERBB3 H3F3B MAP2K2 NBN RB1

BRCA1 ERBB4 H3F3C MAP2K4 NF1 SF3B1

BRCA2 ERCC3 HDAC2 MAPK1 NOTCH1 SMAD4

BRIP1 ESR1 HIST1H3B MAPK3 NRAS SMARCA4

CCND2 ESR2 HNF1A MDM2 PALB2 SMARCB1

CCND3 FAM175A HNF1B MDM4 PDGFRA TP53

CDH1 FBXW7 HRAS MET PIK3CA

AKT1 BRCA2 ESR1 MAP2K1 POLE

ARID1A DDR2 FOXL2 MET PTEN

BRAF EGFR HRAS NRAS SMAD4

BRCA1 ERBB2 KRAS PIK3CA TP53



NGS – naše pracoviště

• Používané knihovny („in-house“):

• „Výzkumná“ knihovna 2

• - 271 genů

• - 1016 kbp

• - 12 vzorků v běhu (NextSeq)

• - pokrytí ~300x

• Mutační load (TMB)

• MSI

• Přestavby genů (z DNA)

ABL1 EMSY EML4 FGFR2 CHEK1 MAP3K1 NPM1 RAD50 SUFU

ABL2 CCDC6 EPHA3 FGFR3 CHEK2 MAPK1 NRAS RAD51 SYK

AKT1 CCND1 EPHA5 FGFR4 IDH1 MAPK3 NTRK1 RAF1 TAF1

AKT2 CCND2 EPHA7 FH IDH2 MCL1 NTRK2 RARA TBX3

AKT3 CCND3 EPHB1 FOXL2 IGF1R MDM2 NTRK3 RB1 TERT p.

ALK CCNE1 ERBB2 FOXP1 IGF2 MDM4 PAK3 RET TET2

APC PDL1 ERBB3 GATA1 IKZF1 MED12 PALB2 RICTOR TGFBR2

AR CD79A ERBB4 GATA2 IRF2 MEN1 PAX5 RIT1 TOP1

ARAF CD79B ERCC3 GATA3 IRF4 MET PDGFRA ROS1 TOP2A

ARID1A CDH1 ERG GATA4 IRS2 MITF PDGFRB RUNX1 TP53

ARID1B CDK12 ESR1 GATA6 JAK1 MLH1 PDK1 RUNX1T1 TPM3

ARID2 CDK4 ESR2 GNA11 JAK2 MLH3 PIK3C2B SDHA TSC1

ATM CDK6 EZH2 GNA13 JAK3 MPL PIK3CA SDHB TSC2

ATR CDK8 FAM175A GNAQ JUN MRE11A PIK3CB SDHC U2AF1

ATRX CDKN1A FAM46C GNAS KAT6A MSH2 PIK3CG SDHD UGT1A1

AURKA CDKN1B FANCA GRB2 KDM5A MSH6 PIK3R1 SF3B1 VEGFA

AURKB CDKN2A FANCC GRIN2A KDM5C mTOR PIK3R2 SMAD2 VHL

B2M CDKN2B FANCD2 GRM3 KDM6A MUTYH PMS2 SMAD3 WISP3

BAP1 CDKN2C FANCE GSK3B KDR MYC POLD1 SMAD4 WT1

BARD1 CLTC FANCF H3F3A KEAP1 MYCL1 POLE SMARCA4 XPO1

BCL2 CREBBP FANCG H3F3B KIF5B MYCN POLQ SMARCB1 ZBTB2

BCL2L1 CTNNA1 FANCL H3F3C KIT NACC2 POT1 SMO ZNF217

BCL2L2 CTNNB1 FBXW7 HDAC2 KMT2A NBN PPM1D SOX10 ZNF703

BCL6 CYP19A1 FGF10 HGF KMT2C NCOA4 PPP2R1A SOX2

BLM DAXX FGF14 HIST1H3B KMT2D NF1 PPP6C SOX9

BRAF DDR2 FGF19 HMGA2 KRAS NF2 PRKAR1A SPEN

BRCA1 DICER1 FGF23 HNF1A LYN NFKBIA PRKCI SPTA1

BRCA2 DNMT3A FGF3 HNF1B LZTR1 NKX2-1 PRKDC SRC

BRD4 DPYD FGF4 HRAS MAP2K1 NOTCH1 PTEN STAT3

BRIP1 EGFR FGF6 CHD2 MAP2K2 NOTCH2 PTCH1 STAT4

BTK ELK1 FGFR1 CHD4 MAP2K4 NOTCH3 QKI STK11



Signatury imunitní odpovědi
• analýza exprese genů (RNA) spojených se:

• signalizací IFN-ϒ

• Th8 lymfocyty (cytotoxická aktivita)

• exprese chemokinů

• získaná imunitní resistence

• prezentací antigenů (MHC I. a II.)

Fehrenbacher L, et al. Lancet 2016;387:1837-46
Ayers M, et al. J Clin Inves 2017;127:2930-2940

• IFN-ϒ 

• produkován aktivovanými NK a T-lymfocyty

• protinádorová odpověď

• zpětnovazebná inhibice tlumící imunitní 
odpověď

• upregulace PD-L1/PD-L2

• upregulace IDO1 

data z POPLAR studie



Mikrosatelitová instabilita

• Nádory které jsou MSI vykazují 
zvýšenou pravděpodobnost vzniku 
neoantigenu

• Výskyt MSI u 20-77 % metastáz 
melanomů (2-30  % primárních 
melanomů)

• Výskyt u 12-15 % kolorektálních 
karcinomů

• testování:
• - IHC (exprese MLH1,PMS2, MSH2,    

MSH6)
• - PCR (5 mononukleotidů BAT-25, BAT-

25, NR-21, NR-22, NR-24; sporné 
případy přidání 3 dinukleotidů D2S123, 
D5S346, D7S250)

• - NGS (není cut-off)

ABI3500

PMS2MLH1 MSH2 MSH6



Stávající a potenciální biomarkery 
imunoterapie

Charakteristiky hostitele a prostředí

- věk, pohlaví, PS, kouření

- mikrobiom

- genom (SNP…)

Nádor

PD-L1

Nádorové 
mikro-

prostředí

Nádorové antigeny

- mutační load

- neoantigeny

- MSI

- muatce p53

- další mutace

PD-L1

- imunohistochemie

- nádor/zánětlivé elementy

- FISH (amplifikace)

- PD-L2

Nádorové mikroprostředí

- zánětlivé fenotypy

- kolnalita TCR

- TIL (CD8+)

- Signatury imunitní odpovědi

Topalian SL, et al. Nat Rev Cancer 2016;16:275-287
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Exprese PD-L1

MSI

Anderson AC et al. Immunity 2016;44:989-1004
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Exprese PD-L1

MSI

LAG3
Tim-3
TIGIT

Anderson AC et al. Immunity 2016;44:989-1004


