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Souhrn

Ptiblizné 60% pacientl s neuroblastomem je diagnostikovano s vysoce rizikovym onemocnénim a pies intenzivni kombinovanou 1é¢-
bu (chirurgické odstranéni nadoru, radioterapie, vysokoddvkovana chemoterapie s ev. transplantaci kostni dfen¢) byva témét 60%
téchto pacientl do dvou let postiZeno recidivou onemocnéni. Naddle jsou proto hleddny nové terapeutické postupy vcetné moznosti
doléceni minimdlni rezidudlni choroby s diirazem na nizkou celkovou toxicitu. V in vitro podminkéch predstavuji derivaty vitaminu
A, retinoidy, jedny z nejicinngjs$ich induktorti bunécné diferenciace u neuroblastomu. Slibné G¢inky kyseliny retinové in vitro podni-
tily jiZz v prvni poloviné 80. let zajem o jeji in vivo aplikaci. Pfirozeny metabolit retinolu kyselina all-trans retinova (ATRA, Treti-
noin, Vesanoid) je s tispéchem a minimdlni toxicitou vyuZivana k 1é¢bé akutni promyelocytarni leukemie (APL). Vysokod4dvkovana
pulzni aplikace kyseliny 13-cis retinové (13-cis-RA, Izotretinoin, Roaccutane) v ndvaznosti na intenzivni kombinovanou 1é¢bu byla
s uspéchem pouZita ve studii faze III CCG-3891 (Children’s Cancer Group), kdy podani 13-cis-RA vyznamné prodlouZilo pfeZivani
bez pfiznakl choroby (Event-Free Survival, EFS) oproti skupiné bez dals$i 1é¢by ( P = 0.027). K recidivé nddoru vSak nadile dochézi
u vice nez 50% pacientl s vysoce rizikovym neuroblastomem lé¢enych intenzivni kombinovanou lé¢bou s ndslednou aplikaci 13-cis-
RA. Synteticky retinoid N-(4-hydroxyfenyl)-retinamid (fenretinid, 4-HPR) pfi studiich in vitro inhiboval riist i t€ch buné¢nych lini-
ineuroblastomu, jeZ se vyznacuji rezistenci na kyselinu retinovou. Narozdil od 13-cis-RA ¢i ATRA nevede fenretinid k diferenciaci,
nybrZ k apoptéze a nekréze malignich bunék. Fenretinid pravdépodobné plisobi nezédvisle na receptorech RARs a RXRs, ackoliv
mechanizmy cytotoxicity fenretinidu dosud nejsou plné objasnény. Jednim z cytotoxickych mechanizmi fenretinidu v neuroblasto-
movych tkdflovych kulturdch je zvySeni hladin ceramidu pfimo timérné ddvce 4-HPR. Jsou proto pfipravovény klinické studie s apli-
kaci fenretinidu v kombinaci s modulédtory ceramidového metabolizmu, které s fenretinidem in vitro prokazuji synergicky tc¢inek.
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Abstract

Approximately 60% of neuroblastoma patients are diagnosed with high-risk disease and despite of intensive combination therapy
(surgical removal of the tumor mass, radiotherapy, high-dose chemotherapy with eventual bone-marrow transplantation) almost 60%
of these patients suffer a tumor relapse within two years of treatment completion. Therefore, novel therapeutic approaches with low
toxicity are developed including treatment of minimal residual disease. Vitamin A derivatives retinoids represent some of the most
effective neuroblastoma cell differentiation inducers in vitro. Promising retinoic acid effects stimulated interest in its in vivo application
since the early 1980s. Natural retinol metabolite all-trans retinoic acid (ATRA, Tretinoin, Vesanoid) has been successfully used in
treatment of acute promyelotic leukemia with minimal adverse effects. High-dose pulse 13-cis retinoic acid (13-cis-RA, Izotretino-
in, Roaccutane) treatment following intensive combination therapy significantly prolonged the event-free survival (EFS) in the pha-
se I CCG-3891 (Children’s Cancer Group) clinical trial (P = 0.027). Nevertheless, over 50% of high-risk neuroblastoma patients tre-
ated with intensive combination treatment and subsequent 13-cis retinoic acid application still experience tumor recurrence. Synthetic
retinoid N-(4-hydroxyfenyl)-retinamide (fenretinide, 4-HPR) inhibited the growth of neuroblastoma in vitro, including cell lines
resistant to 13-cis RA. Unlike the 13-cis-RA or ATRA, fenretinide does not cause cell differentiation, but apoptosis and necrosis of
the malignant cells. The cytotoxic effect of fenretinide is reportedly independent of the RAR and RXR receptors, although its mecha-
nisms remain to be fully explored. One of the cytotoxic mechanisms of fenretinide in neuroblastoma cell cultures is elevation of cera-
mide levels directly proportional to 4-HPR dose increase. Therefore, clinical studies are being prepared combining the application of
fenretinide with ceramide metabolism modulators, a combination treatment which showed synergistic effect in vitro.
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Neuroblastom je maligni nddor raného détského véku vychd-  vym onemocnénim (stadium 4 diagnostikované ve véku 1 rok
zejici z periferniho nervového systému, jehoZ spektrum kli-  a vyS$§im, pfipadné nadory vSech stadii s amplifikaci proto-
nického chovani sahd od spontdnnich regresi aZ porychle pro-  onkogenu n-myc a/nebo nepfiznivym histopatologickym néle-
gredujici onemocnéni nereagujici na chemoradioterapii. zem) [1]. Déti s vysoce rizikovym onemocnénim byvaji i pres
Piiblizné 60% pacientl je diagnostikovano s vysoce riziko-  intenzivni kombinovanou lé¢bu (chirurgické odstranéni nado-
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ru, radioterapie, vysokodavkovana chemoterapie s ev. trans-
plantaci kostni dien€) t€mér v 60% piipadt do dvou let posti-
Zeny recidivou onemocnéni. Naddle jsou proto hleddny nové
terapeutické postupy véetné moznosti dolééeni minimalni rezi-
dudlni choroby v ndvaznosti na intenzivni kombinovanou tera-
pii, u nichZ je kladen diiraz na minimdlni celkovou toxicitu.
V in vitro podminkach pfedstavuji u neuroblastomu deri-
véty vitaminu A, retinoidy, jedny z nejic¢innéjSich induk-
torti bunécné diferenciace [2,3,4]. PGsobenim kyseliny reti-
nové na tkanové kultury neuroblastomu dochdzi k
vyraznému sniZeni exprese RNA onkogenu n-myc ak zésta-
vé& bunécné proliferace, a to bez ohledu na stupeii ptivodni
amplifikace onkogenu n-myc [5,6]. Po pferuSeni aplikace
nadorové buiiky znovu rostou; u nékterych tkafiovych kul-
tur v§ak opétovnou zéstavou proliferace reaguji i na dalsi,
s odstupem aplikovany cyklus kyseliny retinové. Podobna
pulzni terapie kyselinou retinovou by tak mohla u spravné
zvolené podskupiny pacientl s neuroblastomem dosdhnout
dlouhodobé zastavy bunécné proliferace [6].

Diferenciace a zastava buné¢ného ristu jsou v piipadé vét-
Siny retinoidd zprostfedkovany jednou ¢i vice skupinami
jadernychreceptort: receptory kyseliny retinové RARs areti-
noidovymi X receptory RXRs (skupiny jsou ddle déleny na
subtypy alfa, beta a gama) [7]. Obé skupiny téchto recepto-
0 jsou pritomny v butikach vétSiny neuroblastomovych tka-
tovych kultur i primérnich tumort. Nicméné mezi rezisten-
ci bunécnych linii na kyselinu retinovou a trovni exprese
RAR ¢i RXR nebyl pozorovén vzijemny vztah. ZvySena
exprese RAR beta v§ak byva spojena s dobrou prognézou
neuroblastomu a overexprese tohoto receptoru v disledku
transfekce zvysuje 1é¢ebnou odpovéd nékterych bunéénych
linif neuroblastomu na kyselinu retinovou [8].

Slibné Gcinky kyseliny retinové in vitro podnitily jiZ v prvni
poloviné 80. let zajem o jeji in vivo aplikaci. Pfirozeny meta-
bolit retinolu kyselina all-trans retinova (ATRA, Tretino-
in, Vesanoid) je s ispéchem a minimalni toxicitou vyuZiva-
na k 1é¢bé akutni promyelocytéarni leukemie (APL) [9,10].
Izomerem kyseliny all-trans retinové je Kyselina
13-cisretinova (13-cis-RA, Izotretinoin, Roaccutane), kte-
rd indukovala v klinickych studiich diferenciaci u APL spo-
jenou s 1é¢ebnou odpovédi u nékterych pacienti. Regrese
onemocnéni byly pozorovény i u pacienti s APL, myelo-
dysplastickym syndromem, mycosis fungoides a pokrocilym
skvaméznim karcinomem ktize [11]. Podani 13-cis-RA paci-
entlim s progredujicim neuroblastomem sice ojedinéle vyvo-
lalalécebné odpovédi véetné jedné kompletni remise [6], cel-
kové vSak byla nevyraznd aktivita 13-cis-RA v davce 100
mg/m2/den zklamanim [12]. RovnéZ studie European Neu-
roblastoma Study Group (ENSG) pii denni davce 22.5
mg/m?/den prokdzala minimalni celkovou toxicitu, ale rov-
néZ nulovy efekt kontinuélni nizkoddvkované 13-cis-RA na
prezivani bez pfiznakd choroby (Event-Free Survival, EFS)
u pacientil s neuroblastomem [13]. Mezi hlavni neZaddouci
ucinky byly v téchto studiich fazeny suchost kiiZe a sliznic,
zanét spojivek a hypertriglyceridemie.

Koncentraci 5 uM - 10 uM tcinnych v podminkdch in vitro
nebylo v séru pfi davkovani 100 mg/m2/den dosaZeno, coZ
miZe byt vysvétlenim nesignifikantniho efektu 13-cis-RA ve
zminénych klinickych studiich [14,15]. V dalSich in vitro stu-
diich a studii faze I byla proto vyvinuta vysokodavkovand pulz-
ni aplikace 13-cis-RA s maximdlni tolerovanou ddvkou (MTD)
160 mg/m2/den denné po dobu 2 tydnt, s ndslednou 2-tyden-
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ni pfestdvkou pro mukokutinni regeneraci. Sérové hladiny 13-
cis-RA pfi tomto pulznim ddvkovani dosahovaly 4 uM az 7
UM [16]. Tato vysokoddvkovand pulzni aplikace 13-cis-RA
byla pouZzita i ve studii faze IIl CCG-3891 (Children’s Cancer
Group) s podanim 13-cis-RA po ukonceni intenzivni kombi-
nované Ié¢by [17]. Po 1. randomizaci byli pacienti této studie
lé¢eni budto myeloablativni terapii (melphalan, karboplatina,
etoposid a celotélové ozafeni) s naslednou autologni trans-
plantaci kostni dfené nebo tfemi cykly konsolida¢ni chemote-
rapie (cisplatina, etoposid, doxorubicin, ifosfamid/mesna) bez
transplantace kostni dfené. Pfi 2. randomizaci pak byli paci-
enti z obou skupin rozdéleni do podskupiny s pulzni aplikaci
13-cis-RA 160 mg/m?/den (dva tydny kazdy mésic po dobu 6
mésict) apodskupiny bez dal§i lé¢by. Prvni randomizace uké-
zala statisticky vyznamné prodlouZeni EFS ve skupiné s mye-
loablativni terapii a transplantaci kostni dfené (P = 0.034).
Podéni 13-cis-RA pak pfi druhé randomizaci vyznamné pro-
dlouZzilo EFS oproti skupiné bez dalsi 1écby (P = 0.027). Nej-
vyraznéjsiho efektu bylo dosaZeno pfi aplikaci 13-cis-RA po
ukonceni intenzivni 1é¢by u pacientli bez detekovatelného
nédoru, tedy ve f4zi minimalni reziduélni choroby [17].

I pfes absenci pfimého srovnani obou izomerti byla ATRA
dlouho povaZovéna za G¢inngjsi formu kyseliny retinové nez
13-cis-RA. Pti in vitro testovani shodnymi ddvkami 0.1 pM -
1.0 uM prokazuje ATRA skute¢né vyraznéjsi ucinek nez 13-
cis-RA [18]. Tyto davky byly ptivodné zvoleny na zakladé
sérovych hladin dosaZenych klinicky pfi kontinudlni aplika-
ci ATRA v davce 45 mg/m2/den) [19]. Nicméné vysoko-
davkovand pulzni aplikace 13-cis-RA dosahuje in vivo vyraz-
né vysSich sérovychhladin4 uM -7 uM [16]. 13-cis-RA navic
v pribéhu 1é€by zachovava delsi biologicky polocas a stabil-
ni hladiny, zatimco poloas ATRA se v pribéhu 1écby
v disledku zvySené metabolizace zkracuje a jeho sérové hla-
diny klesaji [20]. Indukce diferenciace a zastava buné¢ného
rusturetinoidy jsou piimo tmérné davce a trvaly 1é¢ebny efekt
vyZaduje vystaveni nddorovych bunék optimélnim hladindm
retinoidil alespoti po dobu n€kolika dndl. Z toho pohledu miize
byt 13-cis-RA povazovana v 1é¢bé neuroblastomu za vhod-
néjsi formu kyseliny retinové neZ ATRA [14].

Ackoliv aplikace 13-cis-RA v ndvaznosti na intenzivni kombi-
novanou lécbu prodlouZila EFS u déti s vysoce rizikovym neu-
roblastomem, k recidivé nddoru pfesto dochazi u vice nez 50%
takto léCenych pacientil. Jsou proto nadéle hledany Iéky ¢ikom-
binace I¢kd, které by s minimalni celkovou toxicitou pasobily
zejména na nadory rezistentni na kyselinu retinovou. Z tohoto
pohledu je zajimavy synteticky retinoid N-(4-hydroxyfenyl)-
retinamid (fenretinid, 4-HPR), ktery pfi studiich in vitro inhi-
boval rist i t€ch bunéénych linii neuroblastomu, jeZ se vyzna-
Cujirezistencinakyselinuretinovou [21]. Narozdil od 13-cis-RA
¢i ATRA nevede fenretinid k diferenciaci, nybrZ k apoptéze
a nekréze malignich bunék [22]. Fenretinid pravdépodobné
pisobi nezavisle na receptorech RARs a RXRs [23,24], acko-
liv mechanizmy cytotoxicity fenretinidu dosud nejsou plné
objasnény. Soucasné studie ukazuji, Ze jednim z cytotoxickych
mechanizmi fenretinidu v neuroblastomovych tkatiovych kul-
turach je zvySeni hladin ceramidu piimo imérné davce 4-HPR
[22]. Jsou proto piipravovany klinické studie s aplikaci fenreti-
nidu v kombinaci s modulatory ceramidového metabolizmu,
které s fenretinidem in vitro prokazuji synergicky ucinek [25].
V poslednich letech byly dokonceny klinické studie s pero-
rélni aplikaci fenretinidu u déti se solidnimi nadory [26]
iudospélych s karcinomy [27,28]. V pediatrické studii faze
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I byla pfi opakovanych sedmidennich aplikacich fenretini-
du s tfitydennimi prestdvkami dosaZena maximalni tolero-
vand davka 2457 mg/m?2/den, pfi¢emZz byly s minimalnimi
vedlej$imi Gcinky zaznamenény sérové hladiny fenretinidu
6 UM - 10 uM [26], odpovidajici koncentracim Gi¢innym in
vitro i u buné¢nych linif rezistentnich na 13-cis-RA [21].
Z vysledkl dosavadnich studii je ziejmé, Ze retinoidy jiz
maji v 1éebnych postupech u neuroblastomu své misto.
Zda se viak, Ze efekt stavajicich forem je limitovan na pro-

dlouzeni EFS po intenzivni kombinované 1é¢bé bez vyraz-
ného sniZeni poctu recidiv. Od vyvoje ucinnéjsich forem,
umoziujicich dosaZeni vy$§ich sérovych a predev§im tka-
fovych hladin 1éku pfi zachovani minimdlni celkové toxi-
city, se ocekdva vyrazné€jsi terapeuticky efekt retinoidd
a jejich vyznamnéjsi tloha v 1é¢bé neuroblastomu.

Prdce byla podporena grantem Ministerstva zdravotnictvi
(MZ000209805).

Literatura

—_

. Reynolds CP, Seeger RC: Neuroblastoma. In: Cancer Treatment, Fifth
Edition, Haskell CM (ed.), Philadelphia - W.B. Saunders: 1214-1236,
2000

2. Sidell N: Retinoic acid-induced growth inhibition and morphologic
differentiation of human neuroblastoma cells in vitro. J Natl Cancer
Inst 68: 589-596, 1982

. Sidell N, Altman A, Haussler MR, Seeger RC: Effects of retinoic acid
(RA) on the growth and phenotypic expression of several human neu-
roblastoma cell lines. Exp Cell Res 148: 21-30, 1983.

4. Pahlman S, Ruusala AI, Abrahamsson L, Mattsson ME, Esscher T:
Retinoic acid-induced differentiation of cultured human neuroblasto-
ma cells: acomparison with phorbolester-induced differentiation. Cell
Differ 14: 135-144, 1984.

. Thiele CJ, Reynolds CP, Israel MA: Decreased expression of N-myc
precedes retinoic acid-induced morphological differentiation of human
neuroblastoma. Nature 313: 404-406, 1985.

. Reynolds CP, Kane DJ, Einhorn PA, Matthay KK, Crouse VL, Wil-
bur JR, Shurin SB, Seeger RC: Response of neuroblastoma to retino-
ic acid in vitro and in vivo. Prog Clin Biol Res 366: 203-211, 1991

. Doubek M, Smardové J, Adam Z, Vorli¢ek J: Induktory diferenciace
- retinoidy a dalsi latky. In: Obecnd onkologie a podpiirnd lécbha, 1.
vydani, Adam Z, Vorli¢ek J, Koptikova J (Ed.), Grada Publishing: 371-
373, 2003

. Cheun B, Hocker JE, Smith SA, Norris MD, Haber M, Marshall GM:
Favorable prognostic significance of high-level retinoic acid receptor
beta expression in neuroblastoma mediated by effects on cell cycle
regulation. Oncogene 17: 751-759, 1998
9. Huang ME, Ye YC, Chen SR, Chai JR, LuJX, Zhoa L et al: Use of all

trans retinoic acid as a differentiation therapy for acute promyelocy-
tic leukemia. Blood 72: 567-572, 1988

10. Warrell RPJ, Frankel SR, Miller WHIJ, Sheinberg DA, Itri LM, Hit-
telman WN et al: Differentiation therapy of acute promyelocytic leu-
kemia with tretinoin (all-trans-retinoic acid). N Engl J Med 324: 1385-
1393, 1991

11.Reynolds CP, Lemmons RS: Retinoid therapy of childhood cancer.
Hematol Oncol Clin N Amer 15: 867-910, 2001

12. Finklestein JZ, Krailo MD, Lenarsky C, Ladisch S, Blair GK, Rey-
nolds CP, Sitarz AL, Hammond GD: 13-cis-retinoic acid (NSC
122758) in the treatment of children with metastatic neuroblastoma
unresponsive to conventional chemotherapy: report from the Child-
rens Cancer Study Group. Med Pediatr Oncol 20: 307-311, 1992

13. Kohler JA, Imeson J, Ellershaw C, Lie SO: A randomized trial of 13-
cis retinoic acid in children with advanced neuroblastoma after high-
dose therapy. Br J Cancer 83: 1124-1127, 2000

14. Reynolds CP, Schindler PF, Jones DM, Gentile JL, Proffitt RT, Einhorn
PA: Comparison of 13-cis-retinoic acid to trans-retinoic acid using
human neuroblastoma cell lines. Prog Clin Biol Res 385: 237-244, 1994

15.Khan AA, Villablanca JG, Reynolds CP, Avramis VI: Pharmacoki-

netic studies of 13-cis-retinoic acid in pediatric patients with neurob-

(98]

W

=)}

R

oo

Koresponden¢ni adresa:

MUDr. Frgala Tomas

Gynekologické odd.MOU, Zluty kopec &.7, 65653 BRNO
e-mail: (frgala@mou.cz).

lastoma following bone marrow transplantation. Cancer Chemother
Pharmacol 39: 34-41, 1996

16. Villablanca JG, Khan AA, Avramis VI, Seeger RC, Matthay KK, Ram-
say NK, Reynolds CP: Phase I trial of 13-cis-retinoic acid in children
with neuroblastoma following bone marrow transplantation. J Clin
Oncol 13: 894-901, 1995

17. Matthay K, Villablanca JG, Seeger RC, Stram DO, Harris R, Ramsay
NK, Swift P, Shimada H, Black CT, Brodeur GM, Gerbing R, Rey-
nolds CP: Treatment of high risk neuroblastoma with intensive che-
motherapy, radiotherapy, autologous bone marrow transplantation,
and 13-cis-retinoic acid. N Engl J Med 341: 1165-73, 1999

18. Chomienne C, Ballerini P, Balitrand N, Daniel M T, Fenaux P, Castaigne
S, Degos L: All-trans retinoic acid in acute promyelotic leukemias: II, in
vitro studies: structure - function relationship. Blood 76: 1710-1717, 1990

19. Muindi JR, Young CW, Warrell RP: Clinical pharmacology of all-
trans retinoid acid (Review). Leukemia 8: 1807-1812, 1994

20. Smith MA, Parkinson DR, Cheson BD, Friedman MA: Retinoids in
cancer therapy. J Clin Oncol 10: 839-864, 1992

21.Reynolds CP, Wang Y, Melton LJ, Einhorn PA, Slamon DJ, Maurer
BIJ: Retinoic-acid-resistant neuroblastoma cell lines show altered MYC
regulation and high sensitivity to fenretinide. Medical & Pediatric
Oncology 35: 597-602, 2000

22. Maurer BJ, Metelitsa LS, Seeger RC, Cabot MC, Reynolds CP: N-(4-
hydroxyphenyl)retinamide increases ceramide and reactive oxygen
species and induces mixed apoptosis/necrosis in neuroblastoma cell
lines. J Natl Cancer Inst 91: 1138-1146, 1999

23. Sani BP, Shealy YF, Hill DL: N-(4-hydroxyphenyl)retinamide: inter-
actions with retinoid- binding proteins/receptors. Carcinogenesis
16:2531-2534, 1995

24. Sheikh MS, Shao ZM, Li XS, Ordonez JV, Conley BA, Wu S, Daw-
son MI, Han QX, Chao WR, Quick T: N-(4-hydroxyphenyl)retinami-
de (4-HPR)-mediated biological actions involve retinoid receptor-inde-
pendent pathways in human breast carcinoma. Carcinogenesis 16:
2477-2486, 1995

25.Maurer BJ, Melton L, Billups C, Cabot MC, Reynolds CP: Synergis-
tic cytotoxicity in solid tumor cell lines between N-(4-hydroxyphe-
nylretinamide and modulators of ceramide metabolism. J.Natl.Can-
cer Inst. 92: 1897-1909, 2000

26. Villablanca JG, Ames MM, Reid JM, Bagniewski PG, Krailo M, Rey-
nolds CP: Phase I trial of oral N-(4-hydroxyphenyl)retinamide (4-
HPR) in children with resistant/recurrent solid tumors: A Childrens
Cancer Group Study (CCG 09709). Proc Am Soc Clin Oncol 21:
198a, 2002

27.Decensi A, Serrano D, Bonanni B, Cazzaniga M, Guerrieri-Gonzaga
A: Breast cancer prevention trials using retinoids (Review). J] Mam-
mary Gland Biol Neoplasia 8(1):19-30, 2003

28.Formelli F, Camerini T, Cavadini E, Appierto V, Villani MG, Cos-
ta A, De Palo G, Di Mauro MG, Veronesi U: Fenretinide breast can-
cer prevention trial: drug and retinol plasma levels in relation to
age and disease outcome. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev.
12(1):34-41, 2003

Doslo: 5. 4.2007
Ptijato: 15. 4. 2007

KLINICKA ONKOLOGIE 20 42007 313



