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Souhrn

Vychodiska: Maffucciho syndrom je vzacné kongenitaini nehereditdrni onemocnéni charak-
terizované pfitomnosti mnohocetnych hemangiomd a enchondrom s tendenci k malignimu
zvratu. Kauzalni terapie neexistuje a lIécba je zamérena na feseni komplikaci. Stanoveni vhod-
ného postupu je komplikované a ¢asto je nutnd multioborova spolupréce v péci o tyto pacienty.
Pripad: Autofi prezentuji ptipad 20leté pacientky s Maffucciho syndromem. V priibéhu Zivota
se u ni objevily mnohocetné enchondromy i progredujici hemangiomy, které postupem casu
plsobily fadu komplikaci jako napf. omezeni hybnosti, poruchy rastu, bolesti, fluidothorax
nebo ascites. Byl vysetien profil fosforylace vybranych tyrozinovych kinaz a MAP kinaz z pro-
gredujicich loZisek hemangiomd, coz vedlo ke zméné [é¢ebné strategie reflektujici vysledky
vysetteni. Personalizovand lé¢ba nasazena na zakladé profilu fosforylace kindz vedla ke klinicky
vyznamné lécebné odpovédi trvajici Sest mésic(l.
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Summary

Background: Maffucci syndrome is a rare congenital non-hereditary disease characterized by
multiple hemangiomas and enchondromas, which may progress into malignancy. The causal
therapy does not exist, and therapy is aimed at complications. The determination of appro-
priate therapy is complicated, and a multidisciplinary approach is often essential. Case: Authors
are presenting the case of a 20-year-old patient with Maffucci syndrome. During her life, multi-
ple enchondromas and progressing hemangiomas have been revealed and they have caused
many complications, such as limited movement, growth failure, pain, fluidothorax and ascites.
A profile of phosphorylation of selected tyrosine kinases and MAP kinases from progressing
hemangioma was performed and with consideration of the result, it led to change of treatment
strategy with encouraging clinical response lasting for six months.

Key words
enchondromatosis — hemangioma - receptor protein-tyrosine kinases - MAP kinases signaling
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Uvod

Maffucciho syndrom je vzécné konge-
nitalni nehereditarni onemocnéni, které
patfi spolu s Ollierovou chorobou mezi
enchondromatézy. Toto onemocnéni je
charakterizovano pfitomnosti ¢etnych
hemangiom( a enchondromd, které
maji tendenci k malignimu zvratu az
u 40 % pacientd [1]. Standardni |éCebna
doporuceni, kterd by ovliviiovala pfiro-
zeny pribéh vzniku a progrese mnoho-
cetnych enchondrom® a hemangiomd,
nejsou k dispozici a doporucuje se jen
symptomaticka a podpUrna [é¢ba [2,3].

Pripad

Dvacetiletd mlada zena byla sledovana
jiz od kojeneckého véku pro pfitomnost
mnohocetnych enchondromi na konce-
tindch, genua vara a poruchu kostniho
rdstu s tézkou rlstovou retardaci. Jeji
stav vyzadoval opakované korekéni or-
topedické vykony. Ve dvou letech véku

L

se u ni objevil myelodysplasticky syn-
drom, ktery se nasledné rozvinul do
RAEB (refractory anemia with excess
blasts) s nutnosti terapie dle protokolu
pro akutni myeloidni leukemii zahrnuijici
i alogenni transplantaci kostni diené.

Ve véku 3esti let se u ni zacaly obje-
vovat postupné progredujici heman-
giomy na rukou (obr. 1), proto bylo pfi
podezieni na Maffucciho syndrom pro-
vedeno celkové presetieni. Vysledky
potvrdily pfitomnost chondromu/en-
chondromu pravé sfenoidalni kosti o ve-
likosti 3,4 x 2,5 x 1,7cm. V rdamci za-
kladni nemoci dochéazelo k postupné
progresi histologicky vietenobuné¢-
nych hemangiomi na pazich a vzniku
novych 1ézi na nohou i v parenchymo-
vych organech, proto bylo tfi roky po
transplantaci kostni dfené doporuceno
zahdjit 1é¢bu nizce davkovanou che-
moterapii. Byla zvolena terapie vincris-
tin 1,5mg/m?/tyden + cyklofosfamid

300 mg/m?/a 3 tydny, aviak vzhledem ke
$patné toleranci jiz vysoce predlécené
pacientky bylo nutné tuto lé¢bu po Sesti
mésicich prerusit.

Stav se postupné déle zhorsoval, ob-
jevilo se nové lozisko hemangiomu na
jatrech 4,8 x 3,8cm a dalsi loziska na
hrudniku a hornich koncetinach. Pro-
béhl pokus o ovlivnéni téchto lozisek
kortikoterapii, a to metylprednisolonem
30mg/kg/den D1, D3 a D5, 20mg/kg/den
D6 a v davce 10mg/kg/den D7 a déle
navdzano prednizonem 4 mg/kg/den
po 2 tydny [4]. Vysledkem této terapie
byla v nejlepsim prtipadé smisend od-
povéd. V pribéhu Iécby probéhly po-
kusy o ovlivnéni loZisek zafenim, lase-
rem i chirurgickymi korekcemi.

Od 18 let se pacientka potykala s opa-
kovanym chyléznim fluidothoraxem
a pfitomnosti chylézni ascitické teku-
tiny v dasledku aktivity hemangiom.
Tento stav vyzadoval opakované punkce

Obr. 1. Fotografie levé ruky (zdroj: archiv KDO) a RTG snimek levé ruky (zdroj: archiv KDR).
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ascitu, v priméru 21 ascitické tekutiny
kazdé dva tydny. Byl nasazen bevacizu-
mab 10mg/kg/a 2 tydny, po osmi mé-
sicich terapie bylo dosazeno pouze
stacionarniho stavu s pokracujici po-
tiebou punkci ascitu i fluidothoraxu.
V této dobé byla zménéna lécba na siro-
limus 1 mg/den a paclitaxel 12,5mg/m?¥/
/a 1 tyden [5]. Tato terapie byla poda-
vadna Sest mésicd s nutnosti redukce
paclitaxelu na 50 % davky pro hematolo-
gickou toxicitu. Vysledek byl pouze sta-
cionarni stav.

Nové byl vysetien profil fosforylace re-
ceptorovych tyrozinkinaz (RTK) a MAP
kindz (mitogen-activated protein kina-
ses) z loZiska na paté a dle téchto vy-
sledkld byla terapie upravena na suniti-
nib 12,5mg/den a taxol 5,5mg/tyden.
Mimo téchto 1ékl méla divka v dlou-
hodobé medikaci také B-blokatory
z kardiologické indikace, u nichz né-
které prace poukazuji na jejich anti-
neoplasticky potencidl [6]. Po nasazeni
této personalizované terapie doslo po-
stupné k prodluzovani intervall pro eva-
kuace ascitu ¢i chylothoraxu, s perio-
dou ¢tyf mésict bez potieby evakuace,
coz mélo vyznamny dopad na kvalitu zi-
vota pacientky. Po ¢tyfech mésicich od
posledni evakuace ascitu se i pfes nasa-
zenou lécbu obnovila potieba evakuace
chylothoraxu s potfebou opakovanych
chirurgickych intervenci a tedy i s pferu-
sovanim, az vysazenim antineoplastické
medikace na dobu témér tii mésic.
V prabéhu vyznamné redukované ¢i vy-
sazené antineoplastické 1é¢by progredo-
vala potreba chirurgické derivace chylu
charakteru jahodového mléka. Pacientka
zemfela ndhlou smrti na akutni krvaceni
do dutiny bfisni v disledku spontanni
ruptury jaterniho hemangioendothe-
liomu tii mésice po deeskalaci antineo-
plastické terapie, devét mésicl po zaha-
jeni personalizované terapie.

Metodika a vysledky

Pro detekci fosforylace RTK byl pouzit
Human Phospho-RTK Array Kit (R&D Sys-
tems) umoznujici soucasné stanoveni
fosforylace 49 kindz z 16 receptorovych
rodin, pfi¢emz u ¢lovéka bylo zatim po-
psano 58 RTK rozdélenych do 20 rodin
v zavislosti na podobnosti proteinové
struktury receptord [7]. Princip metody

detekce spociva v naneseni proteino-
vého lyzatu na nitrocelul6zovou mem-
branu, na niz jsou ve dvojicich bodu
imobilizovany specifické protilatky proti
dané kinaze. Fosforylované i nefosfory-
lované formy proteinu se na protilatku
navazi v ekvimoldrnim poméru a v na-
sledujicim kroku jsou pouze fosforylo-
vané formy proteinu oznaceny proti-
latkou proti fosforylovanému tyrozinu
konjugovanou s peroxiddzou. Po apli-
kaci chemiluminiscen¢niho substratu
na membranu Ize luminiscenci deteko-
vat na filmu nebo pomoci chemiluminis-
cen¢niho skeneru.

Fosforyla¢ni status MAP kinaz a vy-
branych serin/treoninovych kinaz a dal-
Sich signdlnich molekul byl analyzovan
pomoci Human Phospho-MAPK Array
Kit (R&D Systems) umoznujici soucasné
stanoveni fosforylace 26 kinaz vcéetné
zastupcu tfi hlavnich rodin (ERK, JNK
a p38). Princip metody je podobny jako
v pfedchozim v pfipadé, s tou vyjimkou,
ze pro odliseni fosforylovanych a nefos-
forylovanych forem kinaz je pouzito spe-
cifickych protilatek pfimo proti fosfory-
lovanym formam kinaz konjugovanych
s biotinem. Na biotin se nasledné na-
véze streptavidin konjugovany s peroxi-
dazou, jez aktivuje chemiluminiscencni
substrat.

Zmrazeny vzorek tkané byl rozdélen
na dvé casti a lyzaty pro obé analyzy
byly ptipraveny dle pokyn( vyrobce, na-
sledné bylo pouzito 300 ug celkového
proteinu pro kazdou z analyz. Mira fos-
forylace jednotlivych protein(i byla den-
zitometricky kvantifikovana softwarem
ImageJ, z duplikdt byl vypocitan pri-
mér a od néj odectena hodnota po-
zadi. Data byla normalizovana vztaze-
nim k maximalni hodnoté dosazené na
kazdé z pouzitych membran.

Fosforylace RTK byla vyrazna prede-
vsim u receptoru pro epidermalni rds-
tovy faktor (EGFR), inzulinového recep-
toru (InsR) a obou variant receptoru pro
rastovy faktor krevnich desticek (pla-
telet derived growth factor - PDGFRa
a PRGFRP) (graf 1A, Q).

V ramci analyzy fosforylace MAP kinaz
byla zaznamenana vysoka mira fosfo-
rylace ERK1 a ERK2 a ¢astec¢né i kinazy
p38y. Dale byla aktivovana kindza Akt-2,
jez patfi do rodiny nejvyznamnéjsich

signdlnich molekul serin/treoninovych
kindz Akt. Jednim z nejvice fosforylova-
nych protein0, jenz maze byt fosforyla¢-
nim cilem v ptipadé aktivace kinaz ro-
diny p38 [8], byl HSP27 (graf 1B, D).

Diskuze

Maffucciho syndrom patfi mezi velmi
vzacna onemocnéni a manifestuje se
v 78 % pred zacatkem puberty [9]. Je cha-
rakterizovan pfitomnosti enchondromd,
mnohocetnych hemangiomd a vzacné
také lymfangiom(. Standardni tera-
pie neexistuje a vybér vhodné strategie
muze byt velmi svizelny. Enchondromy
vznikaji nejcastéji v oblasti dlouhych
kosti dolnich koncetin, nohy a ruky [9].
V pfipadé, ze omezuji funkénost kon-
Cetiny, ovliviuji normalni riist nebo pa-
sobi bolest, je pfistoupeno k chirurgic-
kému feseni. Hemangiomy jsou benigni
cévni tumory, které mohou vznikat prak-
ticky kdekoliv v téle, v rdmci tohoto one-
mocnéni mohou postupné progredovat
a vyrazné omezovat kvalitu zZivota po-
stizeného jedince. V literatufe jsou po-
psany pfipady, u nichz bylo Uspésné vy-
uZito antiangiogenni terapie k ovlivnéni
hemangiomu u téchto pacientt [5].

V pfipadé této pacientky bylo tézké
vybrat vhodnou lé¢ebnou strategii,
mimo jiné predevsim z dlvodu komor-
bidit a rozsahu jejiho onemocnéni. Bylo
vyzkouseno nékolik, dfive v literatufe
popsanych, l1é¢ebnych modalit, aviak
vysledky lécby byly dosti nepfesvéd-
¢ivé. V ramci snahy nalézt vhodny tera-
peuticky cil na Urovni proteind, ktery by
odrazel skute¢nou aktivitu v patologic-
kych bunkach, byl vysetren profil fos-
forylace RTK a navazujicich signélnich
drah. Tato diagnostickd metoda se jevi
jako slibny prostfedek, ktery by mohl
umoznit podéavani cilené biologické
[écby pacientdm s prokazanou akti-
vaci signalni drahy na Urovni proteina.
Tento postup by v kone¢ném dsledku
mohl zlepsit vysledky 1é¢by, snizit mnoz-
stvi komplikaci a celkové snizit naklady
na lécbu vlastniho onemocnéni, které
mohou byt pfi empirickém podavani ta-
kovychto |ékl dosti vysoké.

Na zakladé vysledkd nasi analyzy byl
do lé¢ebného schématu pfidan suniti-
nib v kombinaci s paclitaxelem. Sunitinib
je multikindzovy inhibitor, ktery cili pre-
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Graf 1. Profil fosforylace receptorovych tyrozinkinaz (RTK), MAP kinaz a vybranych cytoplazmatickych protein( ve vzorku heman-
giomu odebraného pacientce s Maffucciho syndromem.

A. Denzitometrickd analyza fosforylace RTK. B. Denzitometricka analyza fosforylace MAPK a vybranych cytoplazmatickych protein(.
C. Proteinova array s oznacenymi RTK, jez vykazuji nejvyssi hodnotu denzity. D. Proteinova array s ozna¢enymi MAPK a vybranymi cyto-
plazmatickymi proteiny, jez vykazuji nejvyssi hodnotu denzity.

devsim proti receptoru pro rlstovy fak-
tor krevnich desticek (PDGFR) a proti re-
ceptoru pro cévni endotelidlni ristovy
faktor (vascular endothelial growth fac-
tor - VEGFR), ¢imz ovliviuje angiogenezi
a bunécnou proliferaci. FDA (Food and
Drug Administration — Ufad pro kontrolu
[éCiv) jej oficialné schvalila k 1é¢bé GIST, re-
nélniho karcinomu a neuroendokrinnich
tumord pankreatu, avsak pro silny antian-
giogenni potencial byl vyhodny i pro nase
Ucely. Paclitaxel je alkaloid, ktery blokuje
depolymerizaci mikrotubuld déliciho vie-

ténka a je pouzivan pro [é¢bu fady ma-
lignit. Pfi metronomickém davkovani
a v kombinaci s dalsimi léky prokazal vy-
znamny antiangiogenni potencial [10].
Prezentovand kazuistika dokumentuje
obtiZznost péce o pacienty s Maffucciho
syndromem, kdy interpretace klinického
pribéhu poslednich tydn( a vysvétleni
umrti pacientky zGstava spekulativni.

Zaveér
Terapie vzacnych onemocnéni je ne-
snadnd. Neexistuji ovéfené postupy a vét-

$ina poznatkd o takovych stavech je
znama pouze z kazuistik. Velké randomi-
zované klinické studie faze Ill zde nikdy
nebudou k dispozici, pfestoze je systém
registraci a Uhrad zdravotnich pojis-
toven vyzaduje i v téchto pfipadech.
Vysetteni signalnich drah aktivovanych
RTK by mohlo do budoucna pfispét
k sestavovani individualizované lécby
tam, kde standardni l1é¢ba neni znama
anebo neni dostatecné ucinna, jako jsou
vzacna, refrakterni nebo néktera pokro-
¢ild nddorova onemocnéni détského
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véku. Vytvareni a nasledna realizace per-
sonalizovanych |é¢ebnych postupl vy-
zaduji komplexni, multioborovou spolu-
praci a peclivé vyvaZzovani rizik a event.
piinosl takovych postupd.
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