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Votrient

pazopanib

Pokroéily renalni karcinom v 1. linii
nebo ve 2. linii po cytokinech!

Upozornéni: Pfed predepsanim pfipravku si prosim peclive
prectéte vycet kontraindikaci a nezddoucich Ucinkd
v platném souhrnu Gdajd o pripravku (SPC)

ZKRACENA INFORMACE O PRiPRAVKU

NAZEV A LEKOVA FORMA: Votrient 200 nebo 400 mg potahované tablety. SLOZENI:
Pazoponlbum 200 mg. INDIKACE: Pfipravek Votrient je indikovan u dospélych k podavani
v prvni linii IEEby pokrocilého karcinomu ledviny a k 1€Ebé pacientd, kterym byly dfive
poddvdany cytokiny pro pokrocilé onemocnéni. Votrient je indikovan k 1éCbé dospélych
pacientl s vybranymi subtypy pokrocilého sarkomu meékkych tkani, ktefi podstoupili
chemoterapii pro metastazujici onemocnéni nebo u pacientd, u kterych doslo k progresi
onemocné&ni béhem 12 mésicli po (neo)adjuvanini terapii. DAVKOVANI: Doporucend
davka pazopanibu u obou indikacije 800 mg jednou denné. Davka se upravuje postupnym
piidavanim 200 mg podie individudini sndsenlivosti. SPECIALNI SKUPINY PACIENTU:
U poruchy rendinich funkci u pacientd s clearance kreatininu nad 30 mi/min neni nutno
davku upravovat. Pacientim s clearance kreatininu nizsi nez 30 ml/min (0,5 mi/s) je tteba
vénovat zvysenou pozormost. U pacientt s mimou az sttedné zavaznou poruchou funkce jater
je doporuceno podavat Ié€bu pazopanibem v davce 800 mg, event. podle fransamindz a
hladin sérového bilirubinu dévku snizenou na 200 mg viz SPC. Prisn&jsi kritérium se vztahuje na
pacienty, u kterych dochdzi k souc¢asnému zvyseni transamindz a bilirubinu béhem lécby, viz
SPC (vyjma Gilbertova sy). Souc¢asné uzivani pazopanibu a simvastatinu (statind) zvysuje
riziko zvy3eni hiadin ALT a m& probihat s opatrnosti a za peclivého monitorovéni. Pazopanib
se nedoporucuje u pacientd s tézkou poruchou jaternich funkci. Nemd byt podavan détem
mladsim 2 let. O pouZiti pazopanibu u pacientt ve véku 65 let a starsich jsou k dispozici pouze
omezené Udaje. KONTRAINDIKACE: Hypersenzitivita na IéCivou Iatku nebo na kteroukoli
pomocnou Iétku tohoto pipravku. T&7ké porucha jaternich funkci. ZVLASTNI UPOZORNENI:
Byly hidseny pfipady jaterniho selhdni (véetn& piipadl kongicich Umrtim). V klinickych
studiich s pazopanibem bylo pozorovéno zvyseni sérovych transamindz ALT, AST, vétsinou
izolované bez zvyseni alkalické fosfatéizy nebo bilirubinu. Jaterni testy je tfeba provést pred
zahdjenim 1é¢by, ve 3., 5., 7. a 9. tydnu 16Eby, ddle ve 3. a ve 4. mésici a s doporu¢enim
pokracovat v_jejich pravidelném monitorovani i po 4. mésici. INTERAKCE: Vzhledem
k riziku zvyseni expozice pazopanibu je tfeba se vyvarovat soubézné 1€Eby silnymi inhibitory
CYP3A4, glykoproteinem P (P-gp) nebo BCRP. V nezbytnych pfipadech soub&zné Iécby se
siinymi inhibitory CYP3A4 by se mél pazopanib poddvat ve snizené davce 400 mg denné.
Vzhledem k riziku snizeni expozice pazopanibu je tfeba se vyvarovat poddavani induktord
CYP3A4 nebo inhibitordm protonové pumpy (esomeprazol) viz SPC. ProtoZe pazopanib
je inhibitor UGT1A1, je pii soub&Zném poddvani pazopanibu a substrata uridin difosfat-
glukuronosyltransferazy 1A1 (UGTTAT) (napf. irinotekan) nutno postupovat s opatrnosti.
V pribéhu I1éEby pazopanibem se nesmi pit grcpefrunovy d7us. TEHOTENSTVi A KOJENi:
Adekvatni Gdaje o podavani pazopanibu t€hotnym zendm nejsou k dispozici. Studie na
zvitatech prokézaly reprodukeni toxicitu. Mozné riziko pro ¢lovéka neniznédmo. Pazopanib ze
v t&hotenstvi podat pouze v piibadé, Ze klinicky stav Zeny vyzaduje IéEbu pazopanibem. Zeny
ve fertilnim véku by mély byt pouceny, aby v pribé&hu lé¢by pazopanibem uzivaly vhodnou
metodu onhkoncepce a vyvarovaly se otehotneni. V prubehu Iecby pazopanibem by mélo
byt kojeni preruseno. NEZADOUCIH UCINKY: NeJduIeZ|TeJS|m| zavaznymi nezadoucimi G&inky
byly tranzitorni ischemickd ataka, ischemickd cévni mozkova pithoda, ischemie a infarkt

Vybrané subtypy pokroéilého sarkomu
mékkych tkani po chemoterapit’

myokardu, kardidini dysfunkce, gastrointestin@ini perforace, pistél, prodlouzeni QT intervalu,
plicni, gastrointestindini a cerebraini krvéceni, tromboembolickd nemoc a pneumothorax.
Nezadouci GEinky, které vedly k dmrti souvisejicimu s [é€bou pazopanibem zahrnovaly

krvéceni, trombotické piihody a stfevni perforaci. Jiné nezadouct G&inky - abnormdini jaterni

funkce, ischemické cévni mozkova piihoda, zavaznd infekce mohly mit souvislost s Gmrtim.
Nejcastéjsimi nezadoucimi Gcinky jakéhokoli sfupne byly: prUJem zména barvy viast a kize,
hypertenze, nauzea, Gnava, anorexie, zvraceni, dysgeuzie, zvyeni hladiny ALT, AST a bolesti
bricha. Casté nezédouct G&inky: trombocytopenie, neutropenie, leukopenie, hypotyreéza,
bolest hlavy, zavraté, letargie, parestezie, ndvaly horka, epistaxe, dysfonie, dyspepsie,
stomatitida, flatulence, abdomindini distenze, porucha jaternich funkci, hyperbilirubinémie,
vyrdzka, alopecie, syndrom palmo-plantdmi erytrodysestezie, hypopigmentace kize,
erytém, pruritus, depigmentace kize, suchd kize, hyperhidréza, myalgie, svalové spasmy,
proteinurie, asténie, zanét sliznic, otok, bolest na hrudi, snizeni hmotnosti, zvyseni hladiny
kreatininu v krvi, zvyeni hladiny bilirubinu v krvi, snizeni poctu bilych krvinek, zvyseni lipdzy,
zvySeni krevniho tlaku, zvyseni TSH v krvi, zvyseni GMT, nové mikroangiopatickd angiopatie
a zadni reverzibiini encefalopatie (PRES). Pazopanib neni indikovan do kombinace s jinou
|éCivou latkou. FARMAKOLOGICKE VLASTNOSTI: Inhibitor proteinkindzy, ATC kod LO]XEH

inhibitor na receptorech VEGFR-1, -2 a -3, PDGFR-a a -B, SCF. UCHOVAVANI: Zodne
2vI&stni podminky uchovavani se nevyzquJ| DOBA POUZITELNOSTI: 2 TOKy. BALENi HDPE
lahvicka s détskym bezpecnostnim uzdvérem, 30, 60 nebo 90 tablet. DRZITEL ROZHODNUTI
O REGISTRACI: Glaxo Group Limited, 980 Great West Road, Brentford, Middlesex, TW8 9GS,
Velka Britanie. REG. CISLO: EU/1/10/628/001-004. REGISTRACE: 14. 6. 2010. REVIZE TEXTU:
18. 12. 2013. DOSTUPNOST LEKU: Lék je vazan na Iékarsky predpis a pro rendini karcinom
je hrazen z prostfedkd vefejného zdravotniho pojisténi, pro sarkom neni Ghrada stanovena
(pfesné podminky Uhrady jsou uvedeny na adrese www.sukl.cz ). Pfed pouzitim I&ku si prosim
prectéte Uplny Souhm Gdajl o pfipravku na www.gskkompendium.cz nebo se obrafte na
spolecnost GSK s.r.o. Posledni aktualizace podtrzené. Pfipadné nezddouci G&inky nédm
prosim nahlaste na cz.safety@gsk.com.

SPC je platné ke dni vydani propagaéniho materidlu: 1. 2. 2014.

GlaxoSmithKline s.r.o., City Green Court, Hvézdova 1734/2C, Praha 4, Tel: 222 001 111,
fax: 222 001 444, e-mail: cz.info@gsk.com, www.gsk.cz, www.zdravi.gsk.cz

Literatura: 1. Souhrn Gdaijt o pripravku Votrient (pazopanib), GlaxoSmithKline, 2013.
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Brnénské onkologické dny

a Konference pro nelékaiské zdravotnické pracovniky

v

se v roce 2014 tési na Vasi ucast!

Prihlaste Vase sdélni do téchto sekci:

» Onkologicka prevence a screening
- Epidemiologie nadord, klinické registry, zdravotnicka informatika
«Vzdélavani, kvalita a bezpeénost v onkologické praxi
« Diagnostické metody v onkologii
- Radioterapie
» Onkochirurgie
« Systémova protinadorova lécba
» Nezadouci Ucinky protinddorové |écby
« Podpuirna a paliativni Iécba
« Nutri¢ni podpora v onkologii
» Osetiovatelska péce
+ Psychosocialni péce
« Pacientské organizace a spoluprace s verejnosti
« Zékladni a aplikovany vyzkum v onkologii
- Vyvoj novych Iéciv, farmakoekonomika, klinicka farmacie
v onkologii
+ Nadory prsu
« Nadory kiize a maligni melanom
+ N&dory jicnu a zaludku
+ Nadory tlustého streva a konec¢niku

+ Nadory slinivky, jater a Zlu¢ovych cest
+ Neuroendokrinni a endokrinni tumory

« Sarkomy
+ Nadory hlavy a krku
BRNENSKE ONKOLOGICKE DNY , N Lol e NS S o 215y
- « Gynekologicka onkologie

» Uroonkologie
—_— g + Nddory nervového systému
24.-25.dubna 2014 | Veletrhy Brno . Hematoonkologie
- Nadory déti, adolescentt a mladych dospélych
- Jiné malignity (ostatni, jinde nezaraditelné malignity)
On-line registrace probihé od 15. prosince 2013 na www.registracni-system.cz g s e v _ 1 Lo v
« Varia (ostatni, jinde nezaraditelné pfispévky)

XXVIII. Konference pro nelékarské zdravotnické pracovniky

V ramci konferenci se uskutecni nasledujici edukacni bloky:
Karcinom prsu — Karcinom zaludku — Melanom - PNET - Nadory pankreatobiliarniho
systému — Nadory hlavy a krku — Imunoterapie - Radiochirurgie - Podpurna a paliativni
|écba - Interkulturni aspekty v oSetfovatelstvi — PéCe o pacienty v zavéru zivota.

Souteze:
Soutéz o nejzajimaveéjsi kazuistiku — To nejlepsi z onkologického vyzkumu -
Soutéz o nejlepsi posterové sdéleni

Poznamenejte si!

Misto a datum konani: Veletrhy Brno, 24.-25. dubna 2014
Registrace k pasivni ucasti bude mozna pouze elektronicky od 15.12.2013 do 5. 4. 2014.
Posledni termin k registraci aktivni Ucasti a zaslani abstrakt pfispévku: 20. 2. 2014.
http://www.registracni-system.cz
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AF I N I TO R® ... Vice nez zdvojnasobuje preziti

(eve rolimusu m) tablety bez progrese onemocnéni'

Afinitor je indikovan v kombinaci s exemestanem
u postmenopauzalnich pacientek s HR+ HER2-
pokrocilym karcinomem prsu bez symptomatic-
kého visceralniho metastatického postizeni s re-
cidivou nebo progresi onemocnéni po predchozi
Iécbé nesteroidnimi inhibitory aromatazy’

AFINITOR® 5mg tablety
AFINITOR® 10mg tablety

SloZeni: Lécivd Idtka: Everolimusum 5mg nebo 10 mg.

Indikace: Lécba postmenopauzalnich Zen s hormonalné pozitivnim HER2 negativnim pokrocilym karcinomem prsu bez symptomatického
viscerdlniho postiZeni s recidivou nebo progresi éni po predchozi Iééhé nesteroidnim inhibitorem aromataz. Lécba neresekovatelnych nebo metastazujicich, dobie nebo stiedné diferencovanych
pankreatickych neuroendokrinnich tumorii u dospélych pacientd s progresi onemocnéni. Lé¢ba pacientti s pokrogilym renalnim karcinomem, u kterych doslo k progresi onemocnéni béhem VEGF-cilené terapie
nebo po ni. Davkovani: Doporucena davka je 10mg jednou denné. Lécba by méla pokracovat tak dlouho, dokud je pozorovan klinicky prinos, nebo dokud se neobjevi nepfijatelné znamky toxicity. Podavani
détem a mladistvym (<18 let) neni doporuceno. U starSich pacientii (=65 let) a pacienti se zhorSenou funkci ledvin neni nutna tprava davkovani. *U pacientii s mirnym zhorsenim funkce jater (Child-Pugh A) je
doporuéena davka 7,5mg denné, u pacienti se stfednim zhorSenim funkce jater (Child-Pugh B) je doporuéena davka 5mg denné, u pacientii se zavaznym zhor$enim funkce jater (Child-Pugh C) se podavani Afini-
toru v davce 2,5mg denné doporucuije jen v pripadech, kdy oéekavany prospéch prevazi miru rizika.* Kontraindikace: Hypersenzitivita na Ié¢ivou latku, na jiné derivaty rapamycinu nebo na kteroukoli pomocnou
latku pfipravku. Zvlastni upozornéni: U 12% pacientii uZivajicich Afinitor byla popsana neinfekéni pneumonitida, ktera je skupinovym uéinkem derivatl rapamycinu. Pi vyskytu stfedné zavaznych pfiznaki by
mélo byt zvaZeno preruseni Iécby aZ do ustupu klinickych pfiznaki. Pfi Iécbé Afinitorem mohou byt pacienti nachyInéjsi k bakterialnim, plisiiovym nebo protozoarnim infekcim, véetné infekci oportunnimi patog-
eny. U pacienti uzivajicich Afinitor byly popsany lokalizované a systémové infekce zahrnujici pneumonie, jiné bakterialni infekce, invazivni plisiiové infekce a virové infekce véetné reaktivace virové hepatitidy
B. Nékteré z téchto infekci byly zavazné a obcas fatalni. Pred zahajenim lécby by mély byt predchazejici infekce zcela vylééeny. V souvislosti s uzivanim everolimu byly hlasené priznaky precitlivélosti. V pripadé
vyskytu ulcerace v ustech, stomatitidy a mukozitidy se doporucuje lokalni Iécba, k vyplachu tst se nedoporuéuje uzivat roztoky obsahujici alkohol, peroxid, *derivaty jodu a matefidousky*. Pfed zahajenim léchy
a nasledné béhem lécby se doporucuje sledovat funkce ledvin. V klinickych hodnocenich byly hiaSeny hyperglykemie, hyperlipidemie a hypertriglyceridemie. Doporucuje se monitorovat sérové hladiny glukézy
nalaéno pied zahajenim Iécby a poté pravidelné v jejim priibéhu. V klinickych studiich bylo hlaSeno sniZeni hladiny hemoglobinu, poétu lymfocyti, neutrofilii a krevnich destiek. Afinitor by se nemél podavat
soubézné s inhibitory a induktory CYP3A4 a/nebo nespecifické efluxni pumpy P glykoproteinu (PgP). Pfi uzivani Afinitoru v kombinaci s peroralné podavanymi substraty CYP3A4 s izkym terapeutickym indexem
by mélo byt z diivodu potencialnich Iékovych interakci dbano opatrnosti. Pacienti se vzacnymi dédiénymi problémy s intoleranci galaktézy, vrozenym deficitem laktazy nebo malabsorpci glukdzy a galaktozy
by tento Iégivy pripravek neméli uZivat. Porucha hojeni ran je obecnym uéinkem derivatii rapamycinu, véetné Afinitoru. Interakce: Inhibitory CYP3A4 nebo PgP, které mohou zvySovat koncentrace everolimu
v krvi: ketokonazol, itrakonazol, posakonazol, vorikonazol, telithromycin, klarithromycin, nefazodon, ritonavir, atazanavir, sachinavir, darunavir, indinavir, nelfinavir, erythromycin, *imatinib*,verapamil, peroralné
podavany cyklosporin, flukonazol, diltiazem, *dromedaron*, amprenavir, fosamprenavir, grapefruitovy dZus nebo jiné potraviny ovliviiujici CYP3A4/PgP. Induktory CYP3A4 nebo PgP, které mohou sniZovat
koncentrace everolimu v krvi: rifampicin, kortikosteroidy (napf. dexametazon, prednizon, prednizolon), karbamazepin, fenobarbital, fenytoin, efavirenz, nevirapin, tfezalka teékovana. Everolimus miize ovlivnit
biologickou dostupnost soub&zné podavanych Iék, které jsou substraty CYP3A4 a/nebo PgP. Imunitni odpovéd' na oékovani miiZe byt ovlivnéna a proto miiZe byt oékovani béhem Iécby Afinitorem méné icinné.
V priib&hu Iééby by nemély byt k oékovani pouzity Zivé vakciny. Téhotenstvi a kojeni: Zeny ve fertilnim véku musi pouzivat béhem Iéby a 8 tydni po ukonéeni IéEby everolimem vysoce uéinnou antikoncepci.
Zeny, které uzivaji everolimus, by nemély kojit. Vliv na fizeni vozidel a obsluhu strojii: Pacienti by méli pri fizeni a obsluze strojii dbat zvySené opatrnosti, pokud se u nich béhem Iééby objevi tinava. Nezadouci
uéinky: Velmi casté: infekce, anemie, trombocytopenie, hyperglykemie, hypercholesterolemie, hypertriglyceridemie, ano-rexie, dyzgeusie, bolesti hlavy, pneumonitida, dusnost, epistaxe, kasel, stomatitida,
priijem, slizniéni zanét, zvraceni, nauzea, vyrazka, sucha kiize, svédéni, onemocnéni nehti, tinava, astenie, periferni otoky, horecka. Casté: leukopenie, lymfopenie, neutropenie, diabetes mellitus, hypofosfatemie,
hypokalemie, hyperlipidemie, hypokalcemie, dehydratace, nespavost, konjunktivitida, edém oénich vicek, hypertenze, hemoragie, plicni embolie, hemoptyza, sucho v tdstech, bolesti bficha, bolest v dstech,
dysfagie, dyspepsie, zvySena hladina alaninaminotransferazy, zvySena hladina aspartataminotransferazy, palmoplantarni erytrodysestezie (hand-foot syndrom), erytém, kozni exfoliace, akneiformni dermatitida,
onychoklaze, kozni Iéze, mirna alopecie, artralgie, zvySena hladina kreatininu, selhani ledvin (véetné akutniho selhani ledvin), proteinurie, bolest na hrudi. Méné ¢asté: plicni embolismus.

Dalsi nezadouci uéinky - viz iplna informace o pfipravku. Podminky uchovavani: Uchovavejte v piivodnim obalu, chraiite pfed svétlem a vihkosti. Dostupné Iékové formy/velikosti baleni: 30 tablet. Poznamka:
Drive nez Iék predepiSete, prectéte si peclivé iplnou informaci o pripravku. Reg. éislo: Afinitor 5mg — EU/1/09/538/001, Afinitor 10mg — EU/1/09/538/004. Datum registrace: 03. 08. 2009. Datum posledni revize
textu SPC: 21. 11. 2013. Drzitel rozhodnuti o registraci: Novartis Europharm Limited, Horsham RH12 5AB, Velka Britanie.

Vydej pripravku je vdzan na Iékaisky predpis; indikace Iééba pacientii s pokrogilym renalnim karcinomem, u kterych doslo k progresi onemocnéni béhem VEGF-cilené terapie nebo po ni, a indikace lécba
pankrea-tickych neuroendokrinnich tumorii jsou hrazeny z prostiedkii vefejného zdravotniho pojisténi. Pro indikaci Iééba pokrocGilého HER2 negativniho karcinomu prsu nebyla tihrada dosud stanovena.

*VSimnéte si prosim zmény (zmén) v informacich o Ié¢ivém pripravku.
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EDITORIAL

Editorial

Gastrointestinalni stromalni tumory (gas-
trointestinal stromal tumours — GISTs)
predstavuji modelovy vzor prekotného
rlstu védeckych poznatkd, pocinaje mo-
lekularni diagnostikou a cilenou Ié¢bou
na molekularni trovni konce.

GISTs patfi mezi vzacné mezenchy-
malni nadory traviciho traktu. Z celko-
vého poctu nadorl zazivaciho Ustroji
predstavuji pfiblizné jen 1 %, coz pred-
stavuje v Ceské republice cca 150 novych
piipadl ro¢né. Primérny vék pacientd je
v dobé diagndézy 60 let. Diagnostikovany
jsou pfipady od malych indolentnich na-
dord, které jsou lécitelné pouhou excizi,
az po nadory maligni povahy.

GISTs jsou charakteristické silnou ex-
presi tyrozinkindzového receptoru C-kit,
jde o membranovy protein (CD 117),
ktery je nejdulezitéjsim imunohistoche-
mickym markerem téchto nadord. Sou-
¢asné s jeho vysokou expresi byvaji de-
tekovany aktivujici mutace genu C-KIT na
dlouhém raménku 4. chromozomu. P¥i-
blizné 5-10 % GISTs C-kit protein neex-
primuje. U téchto nador( je ¢asto dete-
kovéna mutace v genu PDGFR, ktery také
kéduje prfibuzny tyrozinkindzovy recep-
tor (receptor tyrosine kinase — RTK), jez
predstavuje ter¢ovou strukturu pro cile-
nou terapii metastatického ¢i lokalné po-
krocilého inoperabilniho onemocnéni.

Radikalni chirurgicky vykon s dosa-
zenim RO resekce patfi mezi standardni
postup v |écbé nemetastatického one-
mocnéni a je nejdllezitéjsim prognos-
tickym faktorem pro preZiti. Pétileté pre-
Ziti se pohybuje kolem 50 %. Navzdory
kompletni resekci recidivuje 80 % GISTs,
nejcastéji intraabdominalné. U vybrané

skupiny nemocnych muze odstranéni
metastdzy zlepsit preziti. Jde zejména
o pacienty s dobfe nebo stfedné dife-
rencovanymi GISTs, s intervalem bez pfi-
znak{ nemoci od stanoveni diagnézy do
zjisténi metastaz delSim nez jeden rok
a s izolovanymi resekovatelnymi jater-
nimi metastazami.

Na vyznamném poklesu mortality
u metastatického a/nebo lokalné pokro-
¢ilého onemocnéni se podili nové Iéky,
tyrosinkinazové inhibitory — imatinib,
sunitinib a regorafenib. Nejvétsi |ékovy
potencidl prokazal imatinib, ktery pro-
jevil pfinos i v eliminaci pfipadné rezi-
dualni choroby po operaci GISTs s vyso-
kym rizikem recidivy.

Vytvoreni pracovist pro lé¢bu pa-
cientll s GISTs pfi komplexnich onko-
logickych centrech (KOC) bylo nevy-
hnutelnou podminkou pro centralizaci
vysoce specializované onkologické péce.
Aktudlné se jednd o pracovisté: KOC FN
Praha-Motol, Masaryklv onkologicky
ustav a FN Brno, Hradec Kralové, Olo-
mouc, Plzer a Ceské Budéjovice. Pro
osud pacientu s GISTs je zcela nezbytna
oboustranna dobrd spoluprace a komu-
nikace lékaill KOC a ,necentrovych” |é-
kafl. Nesmirné dulezity je i vyznam
multioborové spoluprace mezi gastro-
enterologem, chirurgem, radiologem,
onkologem, patologem a molekuldrnim
biologem pfi upfesnéni diagnézy véetné
»,druhého cteni”, imunohistochemie
a zvlasté pak v individudlnim pfistupu
k pacientlm.

Epidemiologii, Ié¢bu a vysledky lécby
pacientd s diagnézou GISTs v Ceské
republice a na Slovensku monito-

ruje klinicky registr ,reGISTer”. K datu
11. 11. 2013 obsahoval zdznamy od
témér 1 400 pacientd, z toho 606 nemoc-
nych mélo zdznam o systémové |écbé.

Entuziazmus pro cilenou lé¢bu cas-
tych epitelidlnich nadorl zazivaciho
traktu se zatim nenaplnil, cilena Iécba
je provazena mnohymi nezadoucimi
ucinky a relativné ¢asny vznik rezistence
bréni dlouhotrvajicimu efektu. Vzacné
mezenchymalni GISTs pfedstavuji pravy
opak. Jak ukazuji data z klinického re-
gistru, median celkového preziti (overall
survival — OS) pacientl od zahajeni [é¢by
imatinibem pro metastaticky a/nebo lo-
kalné pokrocily GISTs ¢inil 62,5 mésice
u 446 lécenych. Po selhani imatinibu byl
v 2. linii 1é¢by indikovén u 147 nemoc-
nych sunitinib s medidnem OS 17,9 mé-
sice. V tomto sméru nabizeji vyse zmi-
néné inhibitory receptord tyrozinkinazy
zna¢nou nadéji pro nemocné s GISTs —
ambulantni lé¢ba (jedna tableta denné
bez jakychkoli sloZitych aplika¢nich sys-
téma), s minimem nezadoucich ucinku
a tedy pfi zachovani dobré kvality Zivota.

Casopis Klinicka onkologie v tomto
¢isle publikuje dva ptipady pacientl
s GIST. V prvnim pfipadé je prezen-
tovédn diagnosticky a lé¢ebny proces
u pacientky s C-kit negativnim GIST, ve
druhém piipadé neobvykly pribéh one-
mocnéni s ohledem na mista jeho ge-
neralizace. Oba pfipady demonstruji
potiebu Iécby téchto pacientd ve spe-
cializovanych centrech.

MUDir. llona Kocdkovd, Ph.D.
Klinika komplexni onkologické péce LF MU
a Masarykav onkologicky tstav, Brno
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REVIEW

Second Primary Cancers — Causes, Incidence

and the Future

Druhé nadory — pfi

Koubkova L., Hrstka R., Dobes P, Vojtesek B., Vyzula R.

Regional Centre for Applied Molecular Oncology, Masaryk Memorial Cancer Institute, Brno, Czech Republic

Summary

Thanks to continually improving screening programs, diagnostic, and treatment methods, the
survival rate in newly diagnosed cancer patients is increasing. With this improvement in sur-
vival, attention is now being focused on potential long-term complications such as multiple
primary tumors, which represent a leading cause of late non-relapse mortality. The number of
patients who survive cancer diagnosis is growing by 2% each year. Multiple primary neoplasms
have become the third most common finding in oncology since 1890’s, when they were first
described. This review aims to summarize recent information regarding the multiple primary
neoplasms, elucidate the definition, etiology, association with the primary cancer treatment,
genetic and environmental dispositions and finally, it recapitulates new approaches to identifi-
cation of the risk factors for multiple cancers.

Key words
neoplasms multiple primary - treatment-related cancers — SEER program

Souhrn

Diky stale se zlepsujici diagnostice a pokroklim v [é¢bé se zvysuji pocty prezivsich onkologic-
kych pacient(. Na druhou stranu je nutné vénovat zvysenou pozornost pfipadnym kompli-
kacim [é¢by primarniho nadoru, jako jsou napf. druhé nadory, které v kone¢ném disledku
diagnozu se kazdoro¢né zvysuje asi 0 2 %. Od 90. let 19. stoleti, kdy byly vicendsobné primarni
malignity poprvé popsany, se staly tfeti nejbéznéjsi nddorovou diagnézou. Tento piehledovy
¢lanek stru¢né shrnuje recentni informace o vicenasobnych primarnich novotvarech, jejich de-
finici, etiologii, souvislosti s Ié¢bou priméarniho nadoru, genetickych dispozicich, vlivu faktorG
zivotniho prostredi i novych pfistupech vhodnych k jejich identifikaci.
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Introduction and definitions

Cancer is a multifactorial disease and the
second most common cause of death
after cardiovascular diseases. The onset
of cancer is a long-term process involving
interactions between many genetic and
environmental factors. Continuous prog-
ress is being made in the fields of early
cancer detection, diagnostic sub-classi-
fication and targeted treatments, lead-
ing to an apparent survival benefit in
patients with malignancy. On the other
hand, cancer survivors are at higher risk
of developing another malignancy com-
pared with the general population. Lon-
ger life span, allowing another carcino-
genic process to occur, the susceptibility
of older tissues to carcinogenic molecu-
lar changes together with toxic effects of
radiotherapy and chemotherapy in differ-
ent genetic backgrounds are all risk fac-
tors implicated in the etiology of multi-
ple primary neoplasms/cancers (MPNs).
In the 1890’s, MPNs appeared rarely and
they were considered curiosities. How-
ever, since that time, MPNs have become
the third most common cancer diagnosis
and now they constitute 18% of all can-
cers diagnosed in the US Surveillance,
Epidemiology and End Results cancer
registries [1]. Regarding Europe, for in-
stance in Czech Republic the incidence of
MPNs is more than 11% [2]. This tendency
is growing rapidly and requires thorough
surveillance by means of new screening
methods in order to detect second or
even third neoplasms at an early stage.
When considering second primary can-
cers, one should be aware of their precise
definition to avoid any bias in their study.
In 1889 MPNs were defined by Billroth [3]
as tumors that have different histological
appearance, arise in different locations
and produce their own metastatic depos-
its. Because of these strict criteria and dif-
ficulties with recognition they were only
poorly studied. The definition was modi-
fied by Warren and Gates in 1932 [4].
According to them, each tumor has to
present definite attributes of malignancy,
the tumors have to be histologically dis-
tinctive and the possibility of one being
a metastasis of the other must be ruled
out [4]. Performing meta-analyses or lit-
erature reviews therefore encounters the
problem of incoherent terms used to de-

fine multiple primary neoplasms. In some
papers, MPNs differ just in histology, or
have the same histology but arise in dif-
ferent organs [5].

MPNs are generally divided in two
major groups — synchronous and meta-
chronous. There are many studies de-
fining synchronous tumors as two or
more primary malignancies diagnosed
within a six-month period, while meta-
chronous cancers are detected in se-
quence with a time interval of more than
six months [6]. However, this definition
is not generally accepted. For instance,
cancer registries in United States — Sur-
veillance, Epidemiology and End Results
(SEER) Program applies a 2-month rule
to distinguish synchronous from meta-
chronous tumors, whereas the defini-
tion provided by the World Health Or-
ganization’s International Agency for
Research on Cancer (IARC) does not take
time into account and reckons only one
tumor per organ per person in a life-time.
Another problem lies in the criteria used
to define whether the second tumor is in-
deed a new entity or whether it is a recur-
rence/metastasis of the primary tumor.
In general, the diagnosis of MPN can be
established on condition that it has a his-
tological pattern different from the first
tumor and it is localized at a different
anatomical site [7]. Yet, this definition is
not entirely appropriate, since metasta-
ses can have unalike histology and mul-
tiple primaries with similar histology can
arise in one organ. Thus, there is a need of
creating a consensus on the definition of
multiple primary cancers for the sake
of comparing date throughout various
cancer registries. The introduction of
next-generation sequencing technology
or the identification of new specific mu-
tations, translocations or copy-number
variations in common oncogenes repre-
sent promising tools to resolve the prob-
lem, since the clonal tumors have the
same origin and share common muta-
tions, in contrast to multiple primaries that
present with different mutation spectra.

Etiology of second or later
cancers (genetic, environmental
and life style factors)
Carcinogenesis is a multi-step and com-
plex process that requires the accumula-

tion of changes in cell signaling, defense
mechanisms and the tissue microen-
vironment. Hanahan and Weinberg [8]
originally described six essential cellu-
lar functions that might be play a role in
tumor manifestation: self-sufficiency in
growth signals, insensitivity to growth
suppressors, apoptosis evading, unlim-
ited replicative potential, sustained an-
giogenesis, tissue invasion and metasta-
sis. Together they constitute a rationale
for understanding malignant diseases.
The ongoing research brought about
two new hallmarks to this concept - re-
programming of energy metabolism and
immune response evasion [9]. Moreover,
normal cells within and in proximity to
the tumor help to acquire some of these
traits and serve as tumor microenviron-
ment. There are specific genetic factors
predisposing to the development of cer-
tain types of cancers, but mainly it is the
life style and exposure to harmful en-
vironmental factors that play a crucial
role in carcinogenesis. It has been ob-
served that in the presence of inherited
mutations in genes responsible for cell
cycle control, DNA repair etc., defense
mechanisms are impaired and can-
cer growth is facilitated. However, can-
cers caused by inherited genetic disor-
ders represent only 3-10% of all cancers
diagnosed annually [10]. The majority
of tumors (90-97%) is non-hereditary
and can be attributed to environment
and lifestyle influences. Cancer risk de-
pends also on the dose of carcinogens
and the person’s individual susceptibil-
ity, which is influenced by age, sex, ge-
netics, ethnicity, immune and nutri-
tional status. Moreover, there are many
low-penetrance genes being identified
which [11], in combination with envi-
ronment and lifestyle factors, can have
higher prevalence than high-penetrance
genes like BRCAT or BRCA2.

Smoking is a risk factor for several can-
cer types, mainly lung and esophagus,
and is regarded as the cause of 25-30%
of all deaths from cancer and 87%
from lung cancer [12]. Tobacco smoke
is proved to contain carcinogenic mu-
tagens and alters a number of cell sig-
naling pathways predominantly by ac-
tivation of nuclear transcription factor
(NF-kB) that induces tumorigenesis, via
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inflammatory and other gene products.
Approximately 30-35% of all cancer-re-
lated deaths in USA are linked with the
diet. Consumption of high-caloric and
fatty food was observed to increase the
risk of malignancy to some extent vary-
ing with type of cancer. For example,
diet is associated with development of
colorectal cancer, leading to death in
approximately 70% of cases [12]. Infec-
tious agents, such as hepatitis B and
C viruses, human papilloma viruses or
Helicobacter pylori, are well-known risk
factors for specific cancers, and it was
estimated that 17.8% of neoplasms
are associated with an infection [12].
An Asian study showed that HBV and
HCV carriers have a 20-25-fold increased
risk of liver cancer [13]. Environmen-
tal pollution has been linked to various
types of cancer (chiefly in lung) since
the 18th century [13]. These factors, in
a close interaction with genetic predis-
positions, are implicated in the etiology
of first primary tumors and might, natu-
rally, contribute to MPNs development,
however the extent of genetic contri-
bution in comparison with the environ-
mental risk factors for MPNs onset is so
far unknown and remains to be eluci-
dated. Curtis et al [14] conducted a study
analyzing each of more than 50 types of
adult and 18 types of childhood primary
cancer sites in relationship to the devel-
opment of subsequent cancers with re-
gards to host factors. The relative risk of
second cancer differed markedly by age
at diagnosis of the first tumor and was
found to be 6-fold higher in childhood
cancer survivors. Still, they found that
the greatest burden of MPNs was dia-
gnosed at ages 30-59 years. Geryk et
al [15], who analyzed data from Czech
National Cancer Institute, found the
highest burden of MPNs among patients
in age group 50-69 years. As for racial
differences, the black population was
found to be at greater risk of developing
another cancer [14]. Comparing female
and male gender, women are generally
at slightly higher risk of MPNs than men.
The acquisition of MPNs is also marked
by the influence of tobacco smoking
and alcohol abuse. The subsequent can-
cer burden depends on many other in-
fluences including host and/or environ-

mental factors but also on the follow-up
and surveillance period.

Nielsen et al [16] analyzed whether
the excess risk of developing MPN is
rather associated with concordant sec-
ondary malignancies, or the excess risk
is higher in different types of metachro-
nous tumors. They found a 2.2-fold risk
of the MPN being of the same type as
the first, whereas the risk for discordant
tumors was only 1.1-fold. These find-
ings indicate that risk of MPNs is prob-
ably specific to cancer type and is most
likely driven by the individual’s genetic
and lifestyle risk factors.

Regarding late effects of treatment,
these can be attributed to genetic poly-
morphisms in genes encoding enzymes
that participate in drug metabolism,
such as glutathione S-transferase, cy-
tochrome P450 or thiopurine methyl-
transferases. These enzymes are linked
with therapy-related MPNs, but not in
the manner of absolute predictors, inas-
much as there are other host factors that
influence drug efficacy such as age, race,
sex, body size, renal and hepatic func-
tions etc. [17].

The risk of radiotherapy-related can-
cers is increased especially in retino-
blastoma (RB) patients [17-22]; retino-
blastoma is characterized by mutation
in RBT gene that plays an important role
in the cellular response to DNA damage.
RBT mutation carriers are predisposed to
a high-risk of osteosarcomas, soft-tissue
sarcomas, melanoma etc.

The next chapters address several can-
cer diagnoses as first primary cancers
and review the literature for recent infor-
mation on subsequent tumors (MPNs) in
relation to tumor therapy, genetics, en-
vironmental and life-style factors. Breast
and colorectal cancer, as the most com-
mon cancer types, Hodgkin's lymphoma
as a representative of radiosensitive
disease and head and neck squamous
cell carcinoma because of its smoking
and alcohol-related nature.

Colorectal Cancer

Colorectal cancer is one of the most
common cancers diagnosed worldwide
and 3% of colorectal cancers are asso-
ciated with positive family history [23].
Hereditary non-polyposis colorectal can-

cer (HNPCCQ) is a syndrome caused by
mutations in mismatch repair genes
(mostly hMSH2 and hMLHT). Mutation
carriers have increased relative risks of
developing cancers of the corpus uteri,
ovary, stomach, pancreas, small intes-
tine, kidney and nervous system [7,23].
As reported by Evans et al [7], the life-
time risk of MPNs among HNPCC carriers
was 78% for colorectal cancer, 43% for
cancer of the corpus uteri, 19% for stom-
ach cancer, 18% for biliary tract cancer,
10% for urinary tract cancer, and 9% for
ovarian cancer. Among patients with no
family history of colorectal carcinoma,
the results of some studies investigating
the risk of MPN are ambiguous. For ex-
ample, in studies by Noura et al [24] or
Lee et al [25]. The stomach has been rec-
ognized as the major site of MPN after
curative surgery. On the other hand, re-
sults of a study carried out by Curtis et
al [14] show that prostate cancer is the
most frequent MPN in non-hereditary
colorectal cancer syndrome. Median age
at diagnosis of most MPNs was between
60 and 70 years and the secondary tu-
mors occured within five-year interval
after the resection of primary colorectal
cancer [24]. In addition, colorectal can-
cer has been reported to be the most
common type of MPN in patients with
gastric carcinoma [25], indicating a pos-
sibility of shared predisposing factors
and the need of thorough surveillance
of these patients.

Breast Cancer

Breast cancer is the most common can-
cer in women throughout the world.
The risk of developing breast cancer in
women is markedly increased by dele-
terious mutation in BRCAT and BRCA2
tumor suppressor genes. Approximately
2-5% of all breast cancers are believed
to be familial [14]. Among BRCA1/2 car-
riers, the chances of developing breast
cancer is about five times higher than
in the general population. In addition
to breast cancer, inheriting a mutation
in the BRCAT gene increases the risk of
developing ovarian, cervical, uterine,
pancreatic and colon cancer, whereas
BRCA2 mutations increase the risk of
ovarian, pancreatic, stomach, gallblad-
der and bile duct cancers and mela-
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noma. Besides the inherited mutations
in BRCAT1 and BRCA2, also mutations in
PTEN or TP53 were proved to increase
the risk of subsequent cancers [26].
However, data reflecting the relation-
ship of family history of breast cancer
and the risk of MPNs development are
not consistent. For instance, in study
by Kmet et al [27] a 2-fold increase in
the risk of colon cancer among patients
with a family history of breast cancer
has been reported. In contrast, Curtis et
al [14] observed only a small increase of
colon cancer development among pa-
tients with primary breast cancer. Never-
theless, familial tumors account only for
a small proportion of MPNs.

Breast cancer survivors with negative
family history are also at increased risk
of developing MPNs. The most common
MPNs occur predominantly in the oppo-
site breast [14]. Apart from the breast,
the majority of MPNs has been observed
in the digestive tract (mainly colon and
stomach), respiratory system (lung) and
female genital system (ovary and cor-
pus uteri) [14,28-30]. Susceptibility to
MPNs appears to be related to race and
the age at initial diagnosis. It has been
reported that young age and black race
are strong predictors of increased risk of
subsequent malignancies in breast can-
cer patients [14]. Breast cancer is often
treated with surgery followed by radio-
therapy. There are several studies in-
vestigating the effects of radiotherapy
for breast cancer on the incidence of
MPNs [31-35]. For example, it has been
reported that breast cancer patients
particularly are at increased risk of sar-
coma or lung cancer in a period longer
than five years after radiotherapy treat-
ment [33]. Zhang et al [31], who exam-
ined the effect of radiotherapy on the
onset of MPN following breast cancer,
with respect to age and menopausal sta-
tus, observed an increased risk of MPNs
in patients over 50 years of age, which
might be related to their menopausal
status. It is not only radiotherapy treat-
ment that can have the impact on MPN
onset following breast cancer. Adjuvant
chemotherapy and hormonal therapy by
tamoxifen are another widely used treat-
ment modalities. In particular, tamoxi-
fen has been reported to contribute to

development of endometrial cancer.
On the other hand, tamoxifen reduces
the risk of subsequent breast can-
cer [14]. In conclusion, the risk of second
malignancies following breast cancer
depends on each individual’s features
like age, race, reproductive characteris-
tics (low parity or late age at first birth) as
well as the type of treatment used.

Hodgkin’s Lymphoma

Hodgkin's lymphoma is a highly cur-
able disease affecting both children
and adults [36]. One of the most se-
rious late side effects of treatment is
the emergence of MPN affecting both
age groups. Survivors of HL have more
than three times greater risk of solid tu-
mors in comparison with the general
population [37]. Among the most com-
mon MPNs in childhood HL survivors
radiation-related solid tumors domi-
nate, yet, patients are also at greater risk
for chemotherapy-associated hemato-
logic tumors [38]. Childhood and ado-
lescent HL is treated by combination of
chemotherapy and radiation therapy
with 5-year survival rate of more than
90% [38]. Breast and thyroid cancers
and bone/soft tissue sarcomas belong
to the most frequently diagnosed solid
MPNs [38]. Survivors of adult-onset HL
are also at greater risk of solid MPNs, with
the role of gender in second breast can-
cer onset remaining unclear. The most
common MPN following the diagnosis
of HL are cancers of the breast, lung and
intestine. Differences in MPN risk rates
between childhood and adult-onset HL
survivors have been described in the lit-
erature. While the risk of breast cancer is
not affected by exposure to alkylating
agents in childhood, there was observed
a dose-related risk reduction in adults
exposed to alkylating agents treatment.
MPNs of the lung represent a negligible
entity among childhood HL survivors,
whereas in adults they are one of the
most common MPNs. There are many
factors that can influence MPN onset fol-
lowing HL. For instance, tobacco users
treated with chemotherapy and radio-
therapy (= 5 Gy to the area of the lung)
have almost 50-fold higher relative risk
of developing lung cancer as a second
malignancy [38].

Squamous Cell Carcinoma of Head
and Neck

Squamous cell carcinoma of the head
and neck (HNSCC) is the fifth most com-
mon cancer worldwide [39]. MPNs rep-
resent a major cause of morbidity and
mortality among patients success-
fully treated for early-stage HNSCC [40].
Approximately 15-25% of HNSCC sur-
vivors develop MPN within five years
after the initial diagnosis [41]. The lung
(29.8%), head and neck (28.0%), prostate
(14.2%) and bladder (5.1%) are the major
sites of MPNs [41]. HNSCC are known to
harbor many chromosomal abnormali-
ties (within 3p, 9p, 13q, or 17p) and dys-
regulation of several cellular pathways
triggered by e.g. p53, p21, p16, cyclin
D1, K-RAS, EGFR, NOTCH1 etc. have been
reported to contribute to the onset of
HNSCC [41-43]. Wu et al [41] examined
the relationship between single nucleo-
tide polymorphisms (SNPs) and risk of
MPNs and/or recurrences. They found
six chromosomal SNPs and seven mito-
chondrial SNPs (mtSNPs) significantly as-
sociated with higher risk of MPNs and/or
recurrence. The most significant SNP
identified in relation to MPNs was lo-
cated in MKI67 gene, encoding an im-
portant cell cycle proliferation marker.
Another study [44] showed that a com-
mon polymorphism in codon 72 of p53 is
correlated with MPN development in
HNSCC survivors. Li et al [44] compared
the distribution of codon 72 homozy-
gous Arg/Arg and Pro/Pro genotypes
and found the p53 Pro alleles are more
frequent among patients with MPN, sug-
gesting that the p53 72 Pro might be as-
sociated with increased risk of MPN de-
velopment. Lei et al [39] investigated
a role of two polymorphic variants of
CDKNI1A (coding for p21YAf) in the
onset of MPNs among HNSCC patients.
The p21"** protein belongs to family of
cyclin dependent kinase (CDK) inhibi-
tors and modulates cell cycle control by
cell growth inhibitions. Carriers of the
CDKN1A 98 CA/AA and 70 CT/TT geno-
types were at 1.8-fold risk of MPNs com-
pared with patients with the homozygous
wild-type genotype [39]. Moreover, Lei et
al [39] found significantly elevated MPNs
risk associated with any p21"**! variant
genotypes in non-Hispanic whites, al-
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Tab. 1. Selected primary cancer sites with multiple primary cancers from Surveillance, Epidemiology, and End Results

(SEER - 9 areas), 1973-2009.

primary cancer site
oral cavity and pharynx
digestive system
respiratory system
bones and joints
breast

female genital system
male genital system
urinary system

brain and other nervous system
endocrine system
lymphoma

myeloma

leukemia

cohol drinkers, smokers and for patients
who received a DNA-damaging agent in
their treatment. Association of SNPs with
risk of MPNs in patients with early stage
HNSCC were described in terms of miRNA
(micro ribonucleic acid) biogenesis path-
way and miRNA-targeted genes. These
22 nucleotide long molecules, which
posttranscriptionally regulate gene ex-
pression, have been considered as mas-
ter regulators of gene networks and
play a role in tumorigenesis as well [45].
Recently, genetic profiles of SPMs in
HNSCC patients were analyzed in order
to determine genetic alterations that
help to distinguish recurrence from dis-
tant metastases or MPNs. Several sim-
ilarities between primary malignancy
and MPN (gain of BCL2L1, amplifications
of CCND1 and EMST) and differences be-
tween primary malignancy and recur-
rence have been found [42].

Second primary cancer incidence
in Surveillance, Epidemiology
and End Results (SEER) cancer
registries

A longer follow-up period and advances
in cancer treatment, together with an
early detection and supportive care,

Multiple primary cancers

counts counts within counts 6+ total % after
0-5 months months 6 months
82,237 2,550 13,025 15,575 15.8
623,206 19,196 47,444 66,640 7.6
460,100 8,571 23,733 32,304 5.2
7,031 52 420 472 6.0
475,534 11,850 65,978 77,828 13.9
217,286 5,021 22,806 27,827 10.5
495,546 7,406 55,223 62,629 1.1
213,678 8,887 32,471 41,358 15.2
50,235 292 1,166 1,458 2.3
59,982 664 5,473 6,137 9.1
147,843 1,952 13,570 15,522 9.2
38,774 545 1,943 2,488 5.0
91,441 1,238 6,071 7,309 6.6

has not only prolonged patient survival
but has also increased the number of
cancer survivors by 2% each year [46].
To date, about 70% of all cancer patients
survive at least five years after the dia-
gnosis [47]. Due to this growing popula-
tion of long-term survivors, monitoring
the late consequences of cancer therapy
becomes essential. In addition to can-
cer treatment as a predisposing factor,
MPNs can also emergeas a result of en-
vironmental and lifestyle factors as well
as gene-environment and gene-gene
interactions [46].

Nowadays, there is a plethora of works
addressing MPNs occurrence after
various primaries for certain cohorts of
patients. These studies usually include
estimates on the extent of excess risk of
MPN attributable to different treatment
modalities (surgery alone, radiotherapy,
chemotherapy and combinations), age,
sex and race, in a chosen type of can-
cer. However, the comparison of results
is hampered by the different layout of
the analyses, as well as the use of differ-
ent definitions of MPNs or different fol-
low-up periods. Another issue to men-
tion is the large number of combinations
of first and second tumor sites. One of

the most sophisticated databases moni-
toring development of MPNs is Surveil-
lance, Epidemiology and End Results
(SEER) registry. SEER collects data on ma-
lignancies of various locations and ori-
gins throughout the United States. The
data collection began in 1973 within
a limited number of registries and it has
continually expand in terms of areas
and demographics included. SEER can-
cer registries currently cover approxi-
mately 28% of the US population. The
most common cancer sites of MPNs
between 1974 and 2003 based on the
SEER cancer registries were the urinary
bladder (16%), oral cavity and pharynx
(15%), uterus (119%), breast (10%), colon
and rectum (10%), skin (10%) and kid-
ney and renal pelvis (10%). The least fre-
quent MPN was liver cancer (1%) [48].
To obtain more recent data, we per-
formed a brief analysis of MPNs in the
period 1973-2009 based on SEER data-
bases. For this purpose, the SEER soft-
ware package SEERStat 8.01 was used.
We included patients from SEER-9 areas
who were diagnosed from 1973 to
2009 with all kinds of MPNs for which
there were available data. We excluded
cases with the cancer diagnosis estab-
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lished by a death certificate or autopsy.
To avoid data duplication in case of si-
multaneous tumors, we applied a six
months rule (only MPNs that appeared
at least six months after the initial dia-
gnosis were counted) to distinguish
synchronous and metachronous tu-
mors. Tab. 1 shows primary cancer sites
and number of patients who developed
MPNs within a follow-up period of six
months after the initial diagnosis up to
December 31, 2009. In contrast to Hayat
et al [48], our data (up to 2003) show the
oral cavity and pharynx (15.8%), urinary
system (15.2%), breast (13.9%), male
genital system (11.1%) being the most
common primary cancer sites. The least
frequent MPNs occurrence was found in
pancreas (0.8%) indicating that the spec-
trum of primary cancer sites of MPNs
might have been slightly changed.

Approaches to identify factors
associated with multiple cancers
Advances in screening, early detection
and treatment of many tumors has sig-
nificantly increased patient survival and
quality of life. Progress in human cancer
medicine has generally been driven by
a combination of cytogenetic technolo-
gies, the adoption of gene cloning ad-
vances and the use of model organisms
to define cancer gene function. Comple-
tion of the human genome sequence
facilitated the development of pro-
gressive technologies, such as DNA mi-
croarrays or next generation sequenc-
ing, that allow further investigations of
common genetic variations associated
with risk of primary tumors, tumor phe-
notype and susceptibility to cancer in
general. These novel approaches allow
examination of many common ge-
netic variants in different individuals to
evaluate their association with a specific
trait, hence being often denoted as ge-
nome-wide association studies (GWAS)
or whole genome association studies
(WGAS). The most common method of
GWAS is the case-control setup, in which
one healthy control group and one case
group affected by a certain disease are
compared. Thanks to the development
of these high-throughput methods, the
possibility to determine a variety of pre-
disposing factors linked with multiple

tumors, especially inherited mutations,
SNPs and epigenetic patterns such as
DNA and histone modifications, have
become available.

Hierarchical clustering of gene ex-
pression patterns, based on large-scale
analysis of gene expression using DNA
array technology, has been successfully
used to identify subtypes of many tu-
mors that exhibit distinct clinical be-
havior [49-51]. Microarrays are used
in cancer biology for several purposes
such as the identification of SNPs, mu-
tations, tumor classification, identi-
fication of potential biomarkers etc.
Supervised analyses are applied to de-
fine a set of genes with expression pat-
terns enabling to distinguish tumors
on the basis of an external parameter
such as survival, recurrence or response
to therapy and could be performed to
identify poor prognosis gene expression
signatures predictive of recurrence of
many primary cancers [41,49,51]. How-
ever, due to the biological complexity of
gene expression, it is of critical impor-
tance to acknowledge the experimen-
tal designs discussed in each article that
deals with expression profiling, if there
are to be statistically and biologically
valid conclusions drawn from the data.

Since the genomes of all cancer cells
carry somatic mutations [52], systematic
sequencing appears to be a promising
tool for the identification of all classes
of somatic mutations in individual can-
cer genomes, yielding complete spec-
tra of somatic mutations [53]. As many
cancer genomes have already been se-
quenced and the genetic fundamentals
of cancer at least partially “uncovered”,
introduction of new approaches for dia-
gnosis, risk stratification and individual-
ized treatment of cancer patients is ex-
pected to follow. Gradually, thousands
of comprehensive, high-quality spectra
of somatic mutations, SNPs and epige-
netic modifications providing powerful
insights into the processes of DNA dam-
age, mutation, repair and selection will
be generated. These data will become
the basis for a concise picture reflecting
the pathological relevance of individual
human genome alterations. Taken to-
gether, DNA microarrays as well as next
generation sequencing is a powerful re-

search tool; however, it remains unclear
whether these technologies will ever be
fully adopted in clinical practice, mainly
due to the complexity of sample prepa-
ration, intra-tumor heterogeneity and
other technical aspects [54].

The application of the new approaches
mentioned above has provided the first
hints in efforts to find weak points in the
genome that are crucial for understand-
ing the etiology of MPNs. A GWAS con-
ducted on pediatric Hodgkin’s disease
survivors treated with radiation therapy
has identified two genetic variants at
chromosome 6921 strongly associated
with risk of MPN development [55]. The
PRDM1 gene lies inside the risk locus,
encoding a zinc finger transcriptional re-
pressor that is frequently lost in many
cancer types [56]. These findings impli-
cate PRDM1 in the etiology of radiation
therapy-induced MPNs. Similarly, iden-
tifying mutations that occur as a direct
result of therapy (such as tAML) provide
a useful screening tool for early detec-
tion of MPNss.

Conclusions and perspectives
for the future
Most papers addressing the issue of
MPNs and published at the beginning
of this millennium linked the incidence
of particular MPNs predominately to
high doses of chemo-/radio-therapy or
their combination used to treat primary
tumors. The advances in molecular bio-
logy and genomics in the past 10 years
had significantly raised the chances of
increasing the efficiency of cancer dia-
gnostics and treatment. The decryption
of the entire human genome sequence
and improved technologies for DNA se-
quencing assessments of genetic varia-
tion raises the possibility to analyze each
individual’s genotype and possibly to
predict disease susceptibility. Large ge-
nomic data sets are being constantly
generated and provided in public da-
tabases, pushing biological and bio-
medical research to a whole new level.
Many studies have reported an in-
creased number of patients who sur-
vived their first malignancy. How-
ever, this growing group of survivors
is directly affected by significantly el-
evated risk of MPNs development. Ear-
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lier studies have more or less failed to
systematically examine gene-therapy
interactions, for many reasons such as
the absence of detailed therapeutic ex-
posure data, small sample sizes and lack
of sufficiently sensitive yet robust meth-
ods. A systematic assessment of the role
of drug-metabolizing enzymes, DNA re-
pair proteins and drug pharmacokinet-
ics in the development of MPNs is cur-
rently a major issue in understanding
the reasons why additional cancers
occur in certain individuals, and devel-
oping intervention strategies to reduce
the risk and/or to improve the treatment
of these MPN.

References

1. Berrington de Gonzalez A, Curtis RE, Kry SF et al. Propor-
tion of second cancers attributable to radiotherapy treat-
ment in adults: a cohort study in the US SEER cancer regis-
tries. Lancet Oncol 2011; 12(4): 353-360. doi: 10.1016/S14
70-2045(11)70061-4.

2. Dusek L, Muzik J, Gelnarova E et al. Cancer incidence
and mortality in the Czech Republic. Klin Onkol 2010;
23(5):311-324.

3. Billroth T (ed.). Geral surgical pathology and therapeu-
tics in 51 Vorlesungen: a textbook for students and physi-
cians in fifty-one lectures. 14th ed. Berlin: G. Rerimer 1889.
4. Warren S, Gates O. Multiple primary malignant tu-
mors — a survey of the literature and statistical study. Am
JCancer 1932; 16: 1358-1414.

5. Luciani A, Ascione G, Marussi D et al. Clinical analysis of
multiple primary malignancies in the elderly. Med Oncol
2009; 26(1): 27-31. doi: 10.1007/512032-008-9075-x.

6. Demandante CG, Troyer DA, Miles TP. Multiple primary
malignant neoplasms: case report and a comprehen-
sive review of the literature. Am J Clin Oncol 2003; 26(1):
79-83.

7. Evans HS, Mgller H, Robinson D et al. The risk of sub-
sequent primary cancers after colorectal cancer in
southeast England. Gut 2002; 50(5): 647-652.

8. Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Cell
2000; 100(1): 57-70.

9. Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next
generation. Cell 2011; 144(5): 646-674.

10. Roukos DH. Genome-wide association studies: how
predictable is a person’s cancer risk? Expert Rev Antican-
cer Ther 2009; 9(4): 389-392. doi: 10.1586/era.09.12.

11. Broeks A, Schmidt MK, Sherman ME et al. Low pene-
trance breast cancer susceptibility loci are associated with
specific breast tumor subtypes: findings from the Breast
Cancer Association Consortium. Hum Mol Genet 2011;
20(16): 3289-3303. doi: 10.1093/hmg/ddr228.

12. Anand P, Kunnumakkara AB, Sundaram C et al. Can-
cer is a preventable disease that requires major life-
style changes. Pharm Res 2008; 25(9): 2097-2116. doi:
10.1007/511095-008-9661-9.

13.Park S, Bae J, Nam BH et al. Aetiology of cancer in Asia.
Asian Pac J Cancer Prev 2008; 9(3): 371-380.

14. Curtis RE, Freedman DM, Ron E et al. New Malignan-
cies Among Cancer Survivors: SEER Cancer Registries,
1973-2000. National Cancer Institute. In: Bethesda MD.
NIH Publ 2006.

15. Geryk E, Dite P, Kozel J et al. Cancer multiplicities in the
Czech population. Cas Lek Cesk 2010; 149(4): 178-183.
16. Nielsen SF, Nordestgaard BG, Bojesen SE. Associa-
tions between first and second primary cancers: a po-

pulation-based study. CMAJ 2012; 184(1): E57-E69. doi:
10.1503/cmaj.110167.

17. Travis LB, Rabkin CS, Brown LM et al. Cancer survivor-
ship-genetic susceptibility and second primary cancers:
research strategies and recommendations. J Natl Cancer
Inst 2006; 98(1): 15-25.

18. Marees T, Moll AC, Imhof SM et al. Risk of second
malignancies in survivors of retinoblastoma: more than
40 years of follow-up. J Natl Cancer Inst 2008; 100(24):
1771-1779.

19. Marees T, van Leeuwen FE, de Boer MR et al. Can-
cer mortality in long-term survivors of retinoblastoma.
Eur J Cancer 2009; 45(18): 3245-3253. doi: 10.1016/j.
€jca.2009.05.011.

20. Kleinerman RA, Tucker MA, Tarone RE et al. Risk of new
cancers after radiotherapy in long-term survivors of reti-
noblastoma: an extended follow-up. J Clin Oncol 2005;
23(10): 2272-2279.

21. Kleinerman RA, Yu CL, Little MP et al. Variation of
second cancer risk by family history of retinoblastoma
among long-term survivors. J Clin Oncol 2012; 30(9):
950-957. doi: 10.1200/JC0.2011.37.0239.

22. Moll AC, Dommering CJ, Bosscha M et al. Risk factors
for the incidence of second cancers in survivors of retino-
blastoma with a family history. J Clin Oncol 2012; 30(24):
3028. doi: 10.1200/JC0O.2012.43.7640.

23. Hemminki K, Li X, Dong C. Second primary cancers
after sporadic and familial colorectal cancer. Cancer Epi-
demiol Biomarkers Prev 2001; 10(7): 793-798.

24.Noura S,Ohue M, SekiY et al. Second primary cancerin
patients with colorectal cancer after a curative resection.
Dig Surg 2009; 26(5): 400-405. doi: 10.1159/000229991.
25.Lee SH, Ahn BK, Baek SU. Multiple primary cancersin ex-
tracolonic sites with colorectal cancer. Int J Colorectal Dis
2009; 24(3): 301-304. doi: 10.1007/500384-008-0583-0.
26. Evans HS, Lewis CM, Robinson D et al. Incidence of
multiple primary cancers in a cohort of women dia-
gnosed with breast cancer in southeast England. Br J Can-
cer 2001; 84(3): 435-440.

27. Kmet LM, Cook LS, Weiss NS et al. Risk factors for
colorectal cancer following breast cancer. Breast Cancer
Res Treat 2003; 79(2): 143-147.

28.Khalil S, Ceccarelli F. Colorectal cancer after breast can-
cer: magnitude of risk in clinical practice and in the litera-
ture. Tumori 2009; 95(1): 28-31.

29. Mellemkjaer L, Friis S, Olsen JH et al. Risk of second
cancer among women with breast cancer. Int J Cancer
2006; 118(9): 2285-2292.

30. Soerjomataram |, Louwman WJ, de Vries E et al. Pri-
mary malignancy after primary female breast cancer in
the South of the Netherlands, 1972-2001. Breast Cancer
Res Treat 2005; 93(1): 91-95.

31. Zhang W, Becciolini A, Biggeri A et al. Second malig-
nancies in breast cancer patients following radiotherapy:
a study in Florence, Italy. Breast Cancer Res 2011; 13(2):
R38. doi: 10.1186/bcr2860.

32. Brown LM, Chen BE, Pfeiffer RM et al. Risk of second
non-hematological malignancies among 376,825 breast
cancer survivors. Breast Cancer Res Treat 2007; 106(3):
439-451.

33. Matesich SM, Shapiro CL. Second cancers after breast
cancer treatment. Semin Oncol 2003; 30(6): 740-748.

34, Chander R, Kapoor NK, Dhawan BN. Effect of picroliv
on glutathione metabolism in liver and brain of Masto-
mys natalensis infected with Plasmodium berghei. Indian
J Exp Biol 1992; 30(8): 711-714.

35. Zablotska LB, Neugut Al. Lung carcinoma after radia-
tion therapy in women treated with lumpectomy or mas-
tectomy for primary breast carcinoma. Cancer 2003; 97(6):
1404-1411.

36. Franklin J, Pluetschow A, Paus M et al. Second malig-
nancy risk associated with treatment of Hodgkin’s lym-
phoma: meta-analysis of the randomised trials. Ann
Oncol 2006; 17(12): 1749-1760.

37.Thomas A, Mailankody S, Korde N et al. Second ma-
lignancies after multiple myeloma: from 1960s to 2010s.
Blood 2012; 119(12): 2731-2737. doi: 10.1182/blood-20
11-12-381426.

38. Ng AK, Kenney LB, Gilbert ES et al. Secondary malig-
nancies across the age spectrum. Semin Radiat Oncol
2010; 20(1): 67-78. doi: 10.1016/j.semradonc.2009.09.002.
39. Lei D, Sturgis EM, Liu Z et al. Genetic polymorphisms
of p21 and risk of second primary malignancy in pa-
tients with index squamous cell carcinoma of the head
and neck. Carcinogenesis 2010; 31(2): 222-227. doi:
10.1093/carcin/bgp279.

40. Khuri FR, Lee JJ, Lippman SM et al. Randomized phase
Il trial of low-dose isotretinoin for prevention of second
primary tumors in stage I and Il head and neck cancer pa-
tients. J Natl Cancer Inst 2006; 98(7): 441-450.

41. Wu X, Spitz MR, Lee JJ et al. Novel susceptibility loci
for second primary tumors/recurrence in head and
neck cancer patients: large-scale evaluation of genetic
variants. Cancer Prev Res (Phila) 2009; 2(7): 617-624. doi:
10.1158/1940-6207.CAPR-09-0025.

42. Gutierrez VVF, Marcos CA, Llorente JL et al. Genetic pro-
file of second primary tumors and recurrences in head
and neck squamous cell carcinomas. Head Neck 2012;
34(6): 830-839. doi: 10.1002/hed.21824.

43. Agrawal N, Frederick MJ, Pickering CR et al. Exome se-
quencing of head and neck squamous cell carcinoma re-
veals inactivating mutations in NOTCH1. Science 2011;
333(6046): 1154-1157. doi: 10.1126/science.1206923.

44. Li F, Sturgis EM, Chen X et al. Association of p53 codon
72 polymorphism with risk of second primary malig-
nancy in patients with squamous cell carcinoma of the
head and neck. Cancer 2010; 116(10): 2350-2359. doi:
10.1002/cncr.25072.

45. Zhang X, Yang H, Lee JJ et al. MicroRNA-related ge-
netic variations as predictors for risk of second primary
tumor and/or recurrence in patients with early-stage
head and neck cancer. Carcinogenesis 2010; 31(12):
2118-2123.doi: 10.1093/carcin/bgq177.

46. Travis LB. The epidemiology of second primary can-
cers. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2006; 15(11):
2020-2026.

47. Choi M, Craft B, Geraci SA. Surveillance and moni-
toring of adult cancer survivors. Am J Med 2011; 124(7):
598-601. doi: 10.1016/j.amjmed.2010.07.031.

48. Hayat MJ, Howlader N, Reichman ME et al. Cancer sta-
tistics, trends, and multiple primary cancer analyses from
the Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER)
Program. Oncologist 2007; 12(1): 20-37.

49. Bertucci F, Finetti P, Cervera N et al. Gene expression
profiling and clinical outcome in breast cancer. OMICS
2006; 10(4): 429-443.

50. Perou CM, Sorlie T, Eisen MB et al. Molecular portraits of
human breast tumours. Nature 2000; 406(6797): 747-752.

51. Pollack JR, Perou CM, Alizadeh AA et al. Genome-wide
analysis of DNA copy-number changes using cDNA mi-
croarrays. Nat Genet 1999; 23(1): 41-46.

52. Stratton MR, Campbell PJ, Futreal PA. The cancer ge-
nome. Nature 2009; 458(7239): 719-724. doi: 10.1038/na-
ture07943.

53. Pleasance ED, Cheetham RK, Stephens PJ et al. A com-
prehensive catalogue of somatic mutations from a human
cancer genome. Nature 2010; 463(7278): 191-196. doi:
10.1038/nature08658.

54. Thomas D. Gene-environment-wide association
studies: emerging approaches. Nat Rev Genet 2010; 11(4):
259-272. doi: 10.1038/nrg2764.

55. Best T, Li D, Skol AD et al. Variants at 6g21 implicate
PRDM1 in the etiology of therapy-induced second malig-
nancies after Hodgkin’s lymphoma. Nat Med 2011; 17(8):
941-943. doi: 10.1038/nm.2407.

56. Beroukhim R, Mermel CH, Porter D et al. The land-
scape of somatic copy-number alteration across human
cancers. Nature 2010; 463(7283): 899-905.

Klin Onkol 2014; 27(1): 11-17

17




PREHLED
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Souhrn

Mnohocetny myelom (MM) a Waldenstrémova makroglobulinemie (WM) jsou nadorova one-
mocnéni B lymfocytd, pro kterd je charakteristickd nadprodukce monoklonalniho imunoglo-
bulinu a infiltrace kostni diené (KD) malignimi burikami. Tyto patologické jevy vedou posléze
k typickym klinickym pfiznaklim onemocnéni, pfedevsim ke vzniku osteolytickych lézi a poru-
cham krvetvorby. U obou téchto onemocnéni hraje velmi vyznamnou roli mikroprostiedi KD,
bunék. Tyto interakce jsou zprostiedkovany mimo jiné také cytokiny. Jejich produkce umoz-
fuje rast, proliferaci a prezivani nddorovych bunék, a tak vyznamné pfispivaji k patogenezi MM
iWM.V predkladaném prehledovém ¢lanku jsme se zaméfili na funkci nejdulezitéjsich cytokint
u obou onemocnéni.

Klicova slova
mnohocetny myelom — Waldenstrémova makroglobulinemie — cytokiny — mikroprostredi
kostni dfené

Summary

Multiple myeloma (MM) and Waldenstrém macroglobulinemia (WM) are malignant disorders of
B lymphocytes. These diseases are characterized by monoclonal immunoglobulin production
and bone marrow infiltration, which further lead to disease manifestation mainly via osteolytic
lesions and disruption of hematopoiesis. The bone marrow microenvironment plays a crucial
role in pathogenesis of both of these diseases, as it is well known that interaction between
malignant cells and bone marrow cells facilitates both survival and growth of these tumor cells.
The interactions are mediated by several different factors, including cytokines. Their produc-
tion leads to tumor cell growth, proliferation and survival contributing to pathogenesis of MM
and WM. In this review, we focus on function of the most important cytokines in both these
diseases.

Key words
multiple myeloma — Waldenstrom macroglobulinemia - cytokines — bone marrow microenvi-
ronment
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Uvod
Mnohocetny myelom (multiple my-
eloma — MM) je hematoonkologické
onemocnéni charakterizované proli-
feraci monoklonalnich plazmatickych
bunék v kostni dfeni (KD), produkci mo-
noklonalniho imunoglobulinu (IgM)
a vyvojem z asymptomatického stadia
monoklondlni gamapatie nejasného vy-
znamu (monoclonal gammopathy of
undetermined significance — MGUS).
MM se vyskytuje pfedevsim u starsich
osob, median véku pfi stanoveni dia-
gnozy je 65 let. Pouze 2 % pacientll jsou
mladsi 40 let. Onemocnéni je doprova-
zeno celou fadou piiznak(, napf. osteo-
lytickymi [ézemi kosti, imunodeficienci
nebo selhanim ledvin [1].
Waldenstrémova makroglobulinemie
(WM) je B bunécné lymfoproliferativni
onemocnéni charakterizované infiltraci
KD populaci malych B lymfocyt(, které se
mohou transformovat do plazmatickych
bunék. Pro tyto buriky je rovnéz charak-
teristicka produkce IgM. Plivod WM je
neznadmy, nicméné podobné jako u MM
je prekurzorovym stavem MGUS. One-
mocnéni postihuje pfedevsim starsi lidi
ve véku kolem 63-68 let. Mezi nejtypic-
t&jsi klinické pfiznaky patfi hypervisko-
zita krevni plazmy, déle anémie a cyto-
penie, Unava, bolest hlavy, rozmazané
vidéni a neuropatie. Velmi neobvyklé
jsou u WM osteolytické 1éze, na rozdil od
MM, kde se vyskytuji v hojné mife [2].
Mikroprostiedi KD spolu s cytokiny
produkovanymi burikami KD hraji kli-
¢ovou roli v patofyziologii jak MM, tak
i WM. KD je priméarni lymfoidni tkani
a hlavni organ krvetvorby. Nachazi se
v centralni dutiné axidlnich a dlouhych
kosti a je sloZzena z ostrlvk( krvetvorné
tkdné a tukovych bunék obklopenych
cévami. Sklada se ze tii slozek — bu-
nécné slozky, extraceluldrni matrix a roz-
pustné slozky. Soucasti rozpustné slozky
jsou cytokiny, ristové faktory, adhezivni
molekuly a dalsi faktory, které jsou vylu-
¢ovany hematopoetickymi i nehemato-
poetickymi bunikami v KD [3]. Burky KD
nejsou vzajemné tésné spojeny a jejich
komunikace je zprostiedkovéna pravé
pomoci vyse zminénych molekul.
Cytokiny jsou rdznorodou skupinou
rozpustnych glykoprotein(i a nizkomo-
lekularnich peptidl. Zprostiedkovavaji
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Autokrinni sekrece IL-6 nadorovymi bunkami i parakrinni sekrece IL-6 stromalnimi buri-
kami kostni dfené pozitivné ovliviuji dalsi transkripci a sekreci IL-6, a také proliferaci na-

dorovych bunék.

interakce mezi burikami a jsou zodpo-
védné za regulaci buné¢nych a tkarno-
vych funkci. DllezZitou roli hraji pfi koor-
dinaci embryonalniho vyvoje, rlstu
a zrani bunék, hojeni ran, imunitni od-
povédi a také pfi formaci novych krev-
nich cév [4]. Interakce cytokinl muze byt
bud intrakrinni, autokrinni, nebo para-
krinni. Parakrinni interakce ovliviuje jiné
bunky nez ty, které produkuji cytokin.
U autokrinni interakce plsobi cytokin
na tutéz bunku. V pfipadé intrakrinni in-
terakce zUstava cytokin i receptor uvnitf
v bunce, oviem tento pfipad je vzacny.

Cytokiny mohou byt produkovany
témér vsemi typy bunék a ve vsech ty-
pech tkani, a to prostrednictvim sekrec-
nich drah. Mnoho z nich je vylu¢ovano
bud'v aktivni formé, nebo jako neaktivni
prekurzory, které aktivaci teprve vyza-
duji. Produkce a vylucovani cytokind je
velmi pfisné regulovano.

Kromé svych zakladnich funkci jsou
zapojeny také do rlstu a Sifeni nadoro-
vych bunék, které produkuji cytokiny
konstitutivné. Cytokiny tak mohou pu-
sobit bud' apokrinné pifimo na nadorové
burky, nebo plsobi na podpurné tkang,
¢imz pozitivné ovliviuji Sifeni malignich
bunék [5].

V dalsi ¢asti ¢lanku se zaméfime na nej-
dulezitéjsi cytokiny u obou onemocnéni.

Interleukin-6
Interleukin-6 (IL-6) je multifunkéni cy-
tokin, ktery je popsan jako jeden z nej-
vice deregulovanych cytokin( u rliznych
typU nador(. Je produkovan rlznymi
typy bunék véetné ndadorovych, jeli-
koz prispiva k nadorovému rlstu tim, ze
dokaze inhibovat apoptézu malignich
bunék a indukovat angiogenezi [6].

IL-6 je hlavnim rlstovym faktorem pro
buriky MM, umoznuje jejich prezivani
a navozuje rezistenci bunék k 1é¢bé [7].
Nadorové bunky ovliviiuje bud pres pa-
rakrinni, nebo autokrinni regula¢ni me-
chanizmy (obr. 1). Podle exprese IL-6 se
zda, Zze se u WM jedna spise o autokrinni
produkci IL-6, zatimco u MM jde o pro-
dukci parakrinni, kdy je IL-6 produkovan
predevsim stromalnimi burikami KD [8].
Produkce IL-6 stromalnimi burikami KD je
spusténa v zavislosti na adhezi myelomo-
vych bunék ke stromalnim burikdm KD.
Rovnéz miize byt spusténa v zavislosti
na produkci dalsich faktor(i mikropro-
stfedi KD, napt. VEGF [9,10].

IL-6 plsobi odlisné pfi raznych kon-
centracich. Vysoké koncentrace IL-6 za-
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jistuji preziti myelomovych bunék po-
moci regulace anti-apoptotickych
protein(, zatimco nizké koncentrace
IL-6 myelomové burice stai pro postup
bunéénym cyklem [11].

Hladina IL-6 v séru tedy koreluje jak
u pacientd s MM, tak i u WM s progresi
onemocnéni. U zdravych jedincl je hla-
dina nizkd, nebo dokonce nedetekova-
telnd, kdezto u nemocnych s MM i WM se
IL-6 nachazi ve vysokém mnozstvi [12,13].

IL-6 se u MM podili na kostni degra-
daci a podporuje sekreci IgG [14]. Jeho
dulezitou roli u WM je podpora rlstu
plazmocytoidnich lymfocytu a je zodpo-
védny za produkci IgM [13,15].

RANKL

RANKL je soucasti cytokinového systému
dllezitého pro ¢innost osteoklastl. Ten se
sklada z receptorového aktivatoru NF-«kB
ligandu (RANKL), jeho receptoru RANK
a rozpustného receptoru osteoprotege-
rinu (OPG). RANKL se spole¢né se svymi
receptory RANK a OPG podili na kostni for-
maci (obr. 2). Jeho hlavni Glohou je stimu-
lace diferenciace osteoklastd z prekurzo-
rovych bunék, stimulace kostni resorpce
zralymi osteoklasty a inhibice jejich apop-
tézy. OPG blokuje RANKL a funguje jako
inhibitor formace osteoklastt [16].

Buriky MM indukuji nerovnovédhu mezi
RANKL a OPG a to tak, ze zvysuji expresi
RANKL a naopak snizuji hladinu OPG
v kostnim mikroprostiedi a tim indu-
kuji zvyseni aktivity osteoklasti a zvy-
Suji kostni resorpci [17]. Existuje korelace
mezi hladinou téchto molekul a klinickou
manifestaci MM, stejné tak jako se zavaz-
nosti kostniho postizeni u MM [18].

Také u pacientd s WM se nachdzi zvy-
sené hodnoty rozpustného RANKL, které
se s rostouci fazi onemocnéni neméni.
Nicméné takto zvysend aktivita osteo-
klasti nevede k vyvoji kostnich 1ézi. Bylo
totiz zjisténo, Ze i hladina OPG a marker(
novotvorby kosti je vy3si. To je v souladu
s teorii, Ze nadmérna resorpce kosti je
u WM pfitomna ve stejném rozsahu jako
u MM, ale novotvorba kosti se zda byt
normalni a vyrovnava abnormalni remo-
delaci kosti [19,20].

MIP-1a
Makrofagovy zanétlivy protein-1a
(MIP-10) je ¢lenem rodiny CC chemokint

prekurzor
osteoklastu diferenciacefzrani aktivovany
{ osteoklast
{ \). ® o a
- = P L
RANK

OPG

RANKL T

osteoblast/
fstromaini buika

l

kostni formace |

Obr. 2. Aktivace osteoklasti pomoci RANKL.

T RANKL

Y

kostni resorpce

Po spojeni RANKL s RANK na prekurzoru osteoklastu dojde k diferenciaci a vzniku osteo-
klastu, ktery je zodpovédny za resorpci kosti. Navazani OPG na RANKL zabrani aktivaci os-

teoklastu a k resorpci tak nedochazi.

a je zndm také pod nazvem CCL3 [21].
Podili se prfedevsim na zanétlivém pro-
cesu, nebot vykazuje fadu protizanét-
livych aktivit. MGze hrat roli u chro-
nickych zanétlivych onemocnéni [22].
Ucastni se krvetvorby, kde plsobi jako
inhibitor proliferace krvetvornych kme-
novych bunék a je spojovan s poskoze-
nim kosti, protoZe je silnym aktivatorem
osteoklastl [23].

U MM je MIP-1a produkovan myelo-
movymi burikami. Doposud provedené
studie zjistily, Ze u pacienti s MM je hla-
dina MIP-1a vyssinez u zdravych jedincg,
a to predevsim u jedinc s aktivnim one-
mocnénim a rozsahlejSim poskozenim
kosti. Mnozstvi MIP-1a tedy koreluje
s aktivitou onemocnéni [24]. Myelomové
bunky adheruji ke stromalnim burikam
a osteoblastim v KD pfes receptor ze
skupiny integrint (VLA4), ktery na kost-
nich burikdch véaze pfibuzny ligand, vas-
kularni adhezivni molekulu 1 (VCAM-1).
Tato interakce musi byt aktivovéna po-
moci MIP-1a. Draha aktivovana interakci
VCAM-1-VLA4 ptispiva k rlstu a preziti
bunék MM a je zodpovédna za tvorbu
osteoklastll a kostni resorpci [25]. Ve stu-
dii Valleta et al (2011) objevili, ze MIP-1a

je rovnéz zodpovédny za inhibici funkce
osteoklastd, ¢imz rovnéz prispiva k roz-
voji osteolyzy [26].

MIP-1a ma vsak i pfimy vliv na mye-
lomové buriky. Ve studii Lentzsche et
al (2003) bylo zjisténo, ze MIP-1a hraje
roli v prezivani myelomovych bunék,
jejich rGstu a migraci a vyznamné se
tak podili na patofyziologii tohoto
onemocnéni [27].

MIP-Ta je produkovan i burikami WM.
Jeho funkce u tohoto onemocnéni neni
zatim dostate¢né zndma, ovéem nékteré
studie poukazuji na korelaci mezi zvyse-
nou hladinou MIP-1a a kostni resorpci.
Omezeni tvorby kostnich 1ézi, které ne-
jsou u WM pfitomné, je pfipisovano po-
méru RANKL/OPG [20].

VEGF

Vaskularni endotelidlni ristovy faktor
(vascular endothelial growth factor —
VEGF) je glykoprotein vézajici heparin.
Kromé toho, Ze je nezbytnym regula-
torem fyziologického rdstu endotelidl-
nich bunék, je také zasadnim faktorem
krvetvorby. Je spojovan s indukci an-
giogeneze a je dilezitym reguldtorem
vaskulogeneze. Kromé toho muze také
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Obr. 3. VEGF a jeho receptory.

Po navazani VEGF na své receptory dojde ke spusténi transdukénich kaskad, které vedou

k indukci angiogeneze.

indukovat vazodilataci cév, cévni pro-
pustnost a migraci bunék [28].

VEGF muze byt sekretovan rlznymi
burikami v¢etné myelomovych a jeho
sekrece je stimulovana jinymi cytokiny
a produkty nékterych aktivovanych on-
kogen( [29]. Jeho ¢innost je zprostied-
kovana predevsim prostiednictvim
jeho receptorl (obr. 3). Jednim z nich
je VEGFR-1, oznacovany také jako FLT-1,
druhym je VEGFR-2, ktery je zndmy také
pod ndzvem KDR, pfip. FIk-1, a méné
casto je pfitomen také receptor VEGFR-3,
oznacovany jako FLT-4 [30].

Zména angiogeneze je u MM jednou
z charakteristickych zmén v mikropro-
stfedi KD. Lze ji povazovat za jeden z fak-
tord ovliviujicich rlst nadori a mlze
byt dllezitym indikatorem aktivity one-
mocnéni [31]. Nadmérna exprese VEGF
malignimi burikami je pfitomna u vét-
siny pacientd s MM a pfispiva k tvorbé
novych cév v KD [32]. PFimym méFitkem
angiogeneze je mikrovaskularni hustota
(microvascular density — MVD). Byla pro-
kazdna vyznamna korelace mezi mirou
MVD a prolifera¢ni aktivitou bunék
MM [33].

VEGF indukuje proliferaci myelomo-
vych bunék, spousti jejich migraci a je
zodpovédny za produkci dalsich cyto-
kind, jako napt. IL-6. Ten zpétné zpUso-
buje nadmérnou sekreci VEGF a jeho
receptoru. Tim, Ze je VEGF schopny sti-
mulovat produkci IL-6, pGsobi také ne-
pfimo jako reguldtor rlstu bunék, je-
jich migrace a prezivani [34]. Dalsi funkci
VEGF je schopnost ovlivnit aktivitu os-

teoklast. To vede k tvorbé kostnich ly-
tickych Iézi typickych pro MM [35].

U pacientl s WM byly rovnéz zjistény
zvysené hodnoty VEGF, coz naznacuje,
Ze by i v patogenezi tohoto onemoc-
néni mohla hrat angiogeneze vyznam-
nou roli. Rozdily hodnot mezi rliznymi
fazemi onemocnéni vsak zjistény ne-
byly [36]. Hladina VEGF a jeho recep-
toru je mezi pacienty s WM a nové dia-
gnostikovanymi MM podobna [37].

IGF-1

IGF-1 je maly peptid patfici do rodiny
peptidG pfibuznych s inzulinem [38].
IGF-1 reguluje bunécnou proliferaci,
transformaci a apoptézu. Je jednim
z nejdllezitéjsich rastovych faktor(
u MM. Tento cytokin je zodpovédny za
proliferaci myelomovych bunék, jejich
rast a prezivani, ochranu pred apop-
tézou a také umoznuje jejich migraci.
Kromé toho podporuje angiogenni pro-
cesy, které stimuluji buriky MM k sekreci
VEGF [39,40].

IGF-1 je povazovan za prognosticky
znak MM i pfesto, Zze se jeho hladiny
u zdravych jedincll a pacientd velmi ne-
li8i [41]. U WM toho o tomto cytokinu neni
pfilis zndmo. Oviem v jedné studii, kterd
se zabyvala Uc¢inkem perifosinu na lé¢bu
tohoto onemocnéni, bylo popséno, Zze by
se IGF-1 mohl podilet na proliferaci bunék
WM a na lékové rezistenci [42].

BLyS
BLyS, oznacovany nékdy také jako BAFF,
je stimuldtor B lymfocytl, ktery patii

do rodiny tumor nekrotizujicich faktor?
(TNF) [43]. Hraje velmi vyznamnou roli
v udrzovani spravného vyvoje B bunék
a vyvoji homeostéze. Nékteré studie na-
znacuji, Ze je ko-stimulatorem proliferace
B lymfocytl a podili se i na sekreci imu-
noglobulind [44]. Nedostate¢nd hladina
BLyS miZe vést kimunitnim dysfunkcim,
zatimco nadmérnd exprese je zodpo-
védnd za vznik autoimunitnich onemoc-
néni a B buné¢nych malignit [45].

Pro BLyS byly identifikovany tfi re-
ceptory. Jsou jimi BCMA, TACI a BAFF-R.
Jednd se o jednoduché receptory, které
patii do rodiny TNF receptor(. BAFF-R je
povazovan za hlavni receptor pro BLyS,
ktery je zodpovédny za B bunécnou ho-
meostézi, vyvoj a preziti B bunék. BAFF-R
vaze BLyS specificky, zatimco TACI
a BCMA mohou vazat také pribuznou
molekulu APRIL [46,47]. Tento ligand je
zodpovédny za stimulaci rdstu nadoro-
vych bunék [48].

Myelomové bunky exprimuji na svém
povrchu viechny tii typy receptord. Hla-
dina BLyS je u MM zvy3end a pravdé-
podobné podporuje pfezivani myelo-
movych bunék. Zabezpecuje také jejich
proliferaci, oviem BLyS sdm o sobé na
ni nema zadny efekt, proto je ziejmé, ze
mechanizmus, kterym proliferaci ovliv-
nuje, je ve schopnosti tlumit apop-
tézu [49]. BLyS dokaze také ovlivnit
bunky MM tak, aby reagovaly na pfitom-
nost IL-6 a IGF-1, a timto umoziuje jejich
rlst a prezivani [50].

Také na povrchu bunék WM jsou pfi-
tomny vsechny tii typy receptord [51].
Produkce BLyS je zvy3end i u tohoto
onemocnéni, oviem v porovnani s MM
je pomérné nizka [49]. U normalnich
B bunék je BLyS zodpovédny za regulaci
sekrece IgM. Spojitost mezi zvysenou
hladinou BLyS a zvysenou hladinou IgM
u pacientdl s WM tak naznacuje, ze zde
hraje zésadni roli, spolu s dal$imi cyto-
kiny. Zvysena hladina BLyS v séru nebo
v mikroprostiredi KD podporuje také pre-
zivani a proliferaci bunék WM, proto je
mozné, ze by jeho inhibice mohla pfi-
spét k |é¢bé WM tim, Ze by doslo ke sni-
Zeni hladiny IgM [51].

HGF
Hepatocytarni rlstovy faktor (hepato-
cyte growth factor — HGF) je cytokin
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s pleiotropnimi ucinky. HGF se s vyso-
kou afinitou vaze na receptor c-Met, coz
je tyrozinkinaza Ucastnici se celé fady
procest odehrévajicich se v nadorovych
burikdch. HGF tak spousti vnitrobunéc-
nou signalizaci vedouci k buné¢né pro-
liferaci, migraci a pfezivani. Tento cyto-
kin hraje rovnéz roli v inhibici apoptézy
indukci proapoptotickych proteina ci
snizenim aktivity kaspazy 3 [52]. Draha
HGF/c-Met se ucastni vyvoje a pro-
grese B bunécnych malignit, jako je
napf. MM [53]. U B buné¢nych nadoro-
vych onemocnéni je aktivace receptoru
c-Met nejcastéji zprostfedkovana HGF
produkovanym samotnymi nddorovymi
bunkami, pfipadné bunkami mikropro-
stredi KD [54]. HGF pak ovliviiuje prolife-
raci, rast, migraci, adhezi myelomovych
bunék, invazivitu onemocnéni a novo-
tvorbu cév [55,56].

Bylo prokazano, Zze koncentrace
HGF v krvi a plazmé KD je vyrazné zvy-
$end u pacientd s MM oproti zdravym
kontroldm a vy3si hladina HGF zna-
mena horsi prognézu onemocnéni [57].
Ve studii Alexandrakise et al (2003) navic
sérova koncentrace HGF korelovala se
stadii podle Durieho a Salmona. Dale
byla jeho hladina v korelaci s hladinami
IL-6 a TNF-a, coz jsou cytokiny ucast-
nici se stimulace osteoklastl u MM [58].
IL-6 indukovana proliferace myelomo-
vych bunék byla také ovlivnéna signali-
zaci pomoci HGF/c-Met drahy u nékte-
rych myelomovych linii. To naznacuje,
Ze signalizace HGF/c-Met hraje roli pfi
zesileni efektu dal3ich rlistovych fak-
tord u MM [59]. Receptor c-Met je ex-
primovan také na osteoblastech a os-
teoklastech. Vysoka hladina HGF v séru
pak koreluje s pokrocilymi stadii kost-
nich lézi u MM [57,58]. Déle bylo proka-
zano, ze HGF inhibuje osteoblastogenezi
in vitro [60]. HGF také indukuje adhezi
myelomovych bunék k fibronektinu
a podporuje tak migraci myelomovych
bunék. HGF také hraje klicovou roli v an-
giogenezi asociované s myelomem [61].

Ve studii Minafika et al (2012) srovnali
hladinu HGF u pacienti s MGUS a rlz-
nymi stadii MM. Bylo zjisténo, Ze sérova
hladina HGF odrazi aktivitu onemocnéni
a zvySuje se s pokrocilejsSim stadiem
onemocnéni. Mlze tak byt uzite¢na pfi
odliseni MGUS, asymptomatického my-

elomu a aktivni nemoci [62]. V jiné stu-
dii bylo rovnéz pozorovano, Ze k odlisenfi
MM od MGUS pfispiva zvysena sérova
hladina HGF. Nicméné prestoze statis-
tickd analyza srovndvajici hladiny HGF
u MM a MGUS ukdézala vysoky vyznam,
diagnosticky potencidl sérové hladiny
HGF se pfresto jevi jako omezeny z toho
ddvodu, Ze hodnoty u MM a MGUS se
vzajemné prekryvaly [63].

Ve studiich Poura et al se hladina HGF
v plazmé periferni krve i KD pfed zahdje-
nim lé¢by zdala byt dobrym markerem
pro hodnoceni angiogenni aktivity a dob-
rym prediktivnim faktorem pro pacienty
s MM lécené vysoce davkovanou chemo-
terapii s autologni transplantaci [64,65].
V dalsi studii byla pak nizka hladina HGF
pred zahajenim lé¢by asociovand s léceb-
nou odpovédi na bortezomib [66].

Role HGF u WM prozatim nebyla po-
psana, ale je pravdépodobné, ze bude
hrat velkou roli i u tohoto onemocnéni,
stejné jako u MM.

Souhrn
Mikroprostfedi KD hraje velmi vyznam-
nou roli ve vyvoji jak MM, tak i WM. Jed-
nim ze zpUsobd komunikace mezi nddo-
rovymi burikami a burikami KD je sekrece
cytokinG. Produkce jednotlivych cyto-
kinG vyznamné ovliviuje rdst, proliferaci
a prezivani malignich bunék a rovnéz se
podili na klinické manifestaci MM i WM.
Nicméné na zakladé dosud studova-
nych cytokinovych profilt nejsme schopni
tyto dvé choroby odlisit a pro jejich rozli-
Seni musi byt vyuzita jind kritéria. Snahou
dalsich studii by mélo byt nalezeni cyto-
kinovych profilli umoznujicich jejich odli-
eni a také upresnéni funkci jednotlivych
cytokinG u MM i WM, jak pfi jejich vyvoji,
tak i napt. pfi vzniku lékové rezistence.
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Souhrn

B lymfocyty jsou bunky imunitniho systému zodpovédné predevsim za specifickou, proti-
latkami zprostfedkovanou imunitni odpovéd. Odhaduje se, Ze lidsky organizmus disponuje
10" protilatkami s riznou specifitou. V genomu neexistuji specifické geny pro jednotlivé proti-
latky. Rozpor mezi obrovskou diverzitou protilatek a omezenou kédujici kapacitou genomu je
vyiesen kombinaci unikatniho usporadani genetické informace pro imunoglobuliny a unikat-
nimi genetickymi a somatickymi procesy, které vytvoreni tak Sirokého spektra riznych protila-
tek zajisti. Tyto mechanizmy na jedné strané predstavuji zivot ochranujici zdroj Sirokého spektra
protildtek, na strané druhé predstavuji Zivot ohrozujici riziko v podobé moznosti vyvoje zavaz-
ného nadorového onemocnéni, B lymfomu. Lymfomy se dvéma zasahy tvofi mezi B lymfomy
specifickou skupinu onemocnéni. Nej¢astéji nesou aberaci genli BCL2 a MYC. Dlisledkem akti-
vace MYC, typické pro Burkittdv lymfom (BL), je vyrazna stimulace buné¢ného cyklu. Vysoka ak-
tivita BCL2, typicka pro folikularni lymfomy, zpGsobuje rezistenci k apoptéze. Paralelni zdvazné
poskozeni regulace proliferace a apoptdzy je pfic¢inou charakteristickych klinickych projevt
lymfomu se dvéma zésahy — velké agresivity, rezistence ke standardni terapii, vysokého rizika
brzkého relapsu, kratkého celkového preziti, castého postizeni extranodalnich mist a centralni
nervové soustavy. Lymfomy se dvéma zésahy v poslednich letech pfitahuji velkou pozornost
odbornik(, mimo jiné proto, Ze ptinaseji vhledy do procesu zrani lymfocytd a vyvoje lymfom(
a vyrazné poukazuji na dvouse¢nost mechanizmi umoznujicich diverzifikaci protilatek. Pripad:
U 53letého muze byl na zakladé morfologickych a imunofenotypickych znakd diagnostikovan
B buné¢ny lymfom neklasifikovatelny, s rysy mezi difuznim velkobunéé¢nym lymfomem (diffuse
large B-cell lymphoma - DLBCL) a BL. Cytogenetickd analyza prokazala, Ze se jedna o lymfom
se dvéma zasahy nesouci translokaci t(14;18) a prestavbu MYC. Pacient zemfiel pét mésicd po
stanoveni diagndzy.

Klicova slova
B lymfocyty - tvorba protilatek — B lymfomy — lymfomy se dvéma zasahy
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Summary

B-lymphocytes are cells of the immune system responsible for the antibody-mediated immune response. As estimated, a human body can pro-
duce as much as 10" specific antibodies. There are no specific genes coding for every individual antibody in the human genome. Discrepancy
between the huge diversity of antibodies and limited coding capacity of the genome is solved by combination of unique arrangement of gene-
tic information for immunoglobulin and unique genetic and somatic processes providing this wide spectrum of antibodies. On one side, these
mechanisms represent a life protecting source of a wide spectrum of antibodies but at the same time, they can be life threatening by raising
the risk of a serious tumor disease, the B-cell ymphoma. Double-hit lymphomas represent a specific group of B-cell ymphomas often featuring
concurrent rearrangements of BCL2 and MYC genes. Activation of the MYC oncogene, typical for Burkitt lymphoma (BL), causes strong stimula-
tion of cell proliferation. High activity of BCL-2, typical for follicular ymphoma, induces resistance to apoptosis. Concurrent damage of regulation
of apoptosis and proliferation is probably responsible for the typical clinical manifestation of double-hit lymphomas - aggressive course, resi-
stance to conventional chemotherapy, high-risk of early relapse, short overall survival, frequent extranodal and central nervous system involve-
ment. Recently, these lymphomas have attracted a strong attention of researchers as they provide sharp insights into processes of lymphocytes
maturing and lymphomas development and highlight the double-edged nature of mechanisms allowing the antibody broad diversity. Case
report: Fifty-three-year-old man was diagnosed with B-cell ymphoma unclassifiable with features intermediate between diffuse large B-cell lym-
phoma (DLBCL) and BL, based on morphology and immunophenotype. Fluorescent in situ hybridization analysis revealed double-hit lymphoma
diagnosis as the tumor cells bear t(14;18) translocation concurrently with the MYC gene rearrangement. The patient died five months after

diagnosis.

Key words

B-lymphocytes — antibody formation - B-cell ymphoma - double-hit lymphoma

Uvod

B lymfocyty jsou buriky imunitniho sys-
tému zodpovédné predevsim za spe-
cifickou, protilatkami zprostfedkova-
nou imunitni odpovéd. Odhaduje se, ze
kazdy lidsky organizmus disponuje asi
10" protilatkami s riznou specifitou [1].
To je tak velky pocet, Ze je vyloucené, aby
pro kazdou z nich v genomu existoval
specificky gen. Rozpor mezi obrovskou
diverzitou protilatek a omezenou kédu-
jici kapacitou genomu je vyresen kom-
binaci unikadtniho uspofradani genetické
informace pro imunoglobuliny a unikat-
nimi genetickymi a somatickymi pro-
cesy, které vytvoreni tak Sirokého spek-
tra rdznych protilatek zajisti. V lidském
genomu jsou tfi geny pro imunoglobu-
linové fetézce. Gen IGH na chromozomu
14 (14932) kéduje tézky fetézec y, IGK
na chromozomu 2 (2p12) lehky fetézec
K a IGL na chromozomu 22 (22q11) lehky
fetézec A. Jednim zdrojem diverzity pro-
tildtek je usporadani genli do tzv. geno-
vych segmentd V, D a J a moznost jejich
preskupovani a kombinovani. DalSimi
jsou pak Upravy vazebnych mist pro an-
tigen mechanizmem somatickych hy-
permutaci a izotypové pfepnuti. Tyto
unikatni mechanizmy na jedné strané
pfedstavuji zZivot ochranujici a Zivot
umoznujici zdroj Sirokého spektra proti-
latek, na strané druhé predstavuji Zivot
ohrozuijici riziko v podobé moznosti vy-

voje zavazného nadorového onemoc-
néni, B lymfomu.

Lymfomy se dvéma zasahy (double-hit
lymphomas - DHL) jsou specifickym
typem B lymfom{. Vyznacuji se vysokou
agresivitou a rezistenci ke standardni te-
rapii a v poslednich letech pfitahuji vel-
kou pozornost odbornikd. Jejich stu-
dium pfindsi hluboké vhledy do procesu
vyvoje zdravych B lymfocytl i vyvoje
lymfom{. Mimo jiné proto, ze pravé lym-
fomy se dvéma zésahy zietelné pouka-
zuji na dvousec¢nost mechanizmd umoz-
nujicich diverzifikaci protilatek.

Vyvoj B lymfocytti
Prekurzory B lymfocyt( vznikaji délenim
pluripotentni hematopoietické kme-
nové buriky (hematopoietic stem cells -
HSC) v kostni dieni [2]. Vyvoj B lymfocytu
Ize rozdélit na tfi faze (obr. 1). Prvni se
uskutecnuje bez pfitomnosti antigenu,
ke druhé je zapotiebi antigenni stimu-
lace, tfeti fazi je terminadlni stadium di-
ferenciace aktivovaného B lymfocytu.
Jednotlivé faze diferenciace B lymfocytl
se odehravaji v odlisnych télnich kom-
partmentech a Ize je sledovat na zakladé
morfologickych zmén a také na zékladé
zmén exprese specifickych membréno-
vych markert [1,3].

Prvni faze vyzravani B lymfocytll — bez
pfitomnosti antigenu — probiha v kostni
dreni. V této fazi dochazi k preskupo-

vani genovych segment( - rekombinaci
V(D)J - nejdfive tézkych a pak lehkych
fetézcl, za ucasti RAG1 a 2. Nezralé
B lymfocyty tak exprimuji na svém po-
vrchu preskupeny B bunéény receptor
(BcR), nejdfive typu IgM, pozdéji IgD.
Prostiednictvim BcR B lymfocyty rozpo-
znavaji antigenni podnéty. Rozpustné
formy BcR funguji jako protilatky nacha-
zejici se v télnich tekutinach. Po presku-
peni genovych segmentl je selekénimi
procesy testovana autoimunita a schop-
nost prezit v perifernich lymfatickych
tkanich. Buniky s nefunk¢nimi ¢i auto-
reaktivnimi receptory jsou eliminovany
apoptézou. Buriky, které projdou selekci,
dozravaji v naivni B bunky.

Druha faze vyvoje B lymfocytl za-
¢ind vyplavovanim naivnich B bunék
do krve, odkud se dostavaji do perifer-
nich lymfatickych orgdn (sleziny, lymfa-
tickych uzlin, tonzily a dal3ich), kde osi-
dluji primarni lymfoidni folikly. Tam se
prostiednictvim folikularnich dendri-
tickych bunék (follicular dendritic cell -
FDC) setkavaji s antigeny a jsou pomoc-
nymi T burikami aktivovany. Po aktivaci
B bunky intenzivné proliferuji a tvofi
germinalni (zarodecnd) centra (GC). Pri-
marni folikly se tak pfeménuji na folikly
sekundarni. V germindlnich centrech
probihaji dva klicové procesy — 1. Do-
chazi zde procesem fizenym antigeny
k somatickym hypermutacim (somatic
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hypermutation - SHM) ve variabilnich
oblastech imunoglobulind (IgV). Hyper-
mutace zvysuji afinitu imunoglobulinu
k pfislusnému aktivujicimu antigenu.
2. Druhym klicovym procesem je izoty-
pové piepnuti (class-switch recombina-
tion — CSR) neboli zména tfidy imunoglo-
bulinG, které se z pGvodnich IgM a IgD
méninalgG, IgA nebo IgE. Izotypové pre-
pnuti zajisti, ze budou produkovany pro-
tilatky rlznych tfid. Oba procesy - SHM
i CSR - jsou spjaty s aktivaci indukova-
nou cytidin deaminazou (activation-in-
duced cytidine deaminase - AID).

Vyvoj B lymfocytu kondi treti fazi, pre-
ménou na plazmatickou bunku, ktera
produkuje protilatky, a vznikem pamé-
tové bunky. Plazmatické burky jako
nejvyse diferencované B lymfocyty
se opét nachazeji predevsim v kostni
dreni [1,3,4].

Uloha germinalniho centra
v diferenciaci B lymfocytu
Germinalni centra jsou vytvafena proli-
ferujicimi B burikami ve foliklech perifer-
nich lymfoidnich tkani (obr. 2). Maji spe-
cifickou strukturu. Tzv. tmava zéna GC je
tvofena rychle se délicimi centroblasty,
u kterych dochazi k somatickym hyper-
mutacim. Klidové B bunky jsou vytlaco-
vany témi vysoce proliferujicimi na pe-
riferii foliklu, kde tvofi tzv. plastovou
z6nu. Svétla zéna GC je tvofena nedé-
licimi se centrocyty, u kterych probiha
izotypové prepnuti. Postupné vznikaji
pamétové a plazmatické bunky. Proces
SHM je spojen s vytvarenim dvouretéz-
covych zlomd DNA a vede k jednonuk-
leotidovym zdménam nebo kratkym
delecim a inzercim v IgV oblastech imu-
noglobulinG. Proces CSR probiha me-
chanizmem rekombinace DNA a neho-
mologniho spojovani konct DNA. Jak
SHM, tak CSR jsou absolutné zavislé na
IAD. IAD katalyzuje cilenou deaminaci
zbytk( deoxycytidinll a jejich konverzi
na uracil. To vede ke zméné paru C: G na
parU:G[5-8].

Diferenciace antigenem aktivovanych
B bunék v centroblasty je spojena s dra-
matickym zvysenim proliferace. Zaro-
ven je ale u téchto bunék na rozdil od
jinych intenzivné proliferujicich bunék
vyrazné snizena citlivost k poskozeni
DNA, tak aby byly tolerovany procesy

sekundarni lymfatické organy
diferenciace zavisla na antigenu

kostni dien

£ 3 \
diferenciace nezavisla na antigenu ‘{’

_5-0 0 ¢

,_m f} 7 buika

\\\

pro B preB | pre B Il nezraly zraly naivni burika
B lymfocyt Blymfocyt Bbuika  germindiniho P
T T T 1. centra )\ i)
Dyl V=D, Vi, exprese BcR
somatické hypermutace Plazmatickd
bunka

izotypové prepnuti

Obr. 1. Vyvoj B lymfocytu. Prekurzorovy B lymfoblast v kostni dfeni prodélavé preskupo-
véani genovych segment( genl pro imunoglobuliny. Postupné zraje nezévisle na pfitom-
nosti antigenu az do stadia nezralého B lymfocytu, ktery zacina exprimovat jiz preskupeny
B bunécny receptor (BcR). Zralé B lymfocyty migruji krvi do sekundarnich lymfatickych or-
gant. Naivni B bunky osidluji primarni lymfatické folikly a po aktivaci antigenem vytva-
feji germindlni centra. V germinalnim centru podléhaji B buriky somatickym hypermuta-
cim variabilnich Usekd imunoglobulind a izotypovému prepnuti. Vyvoj B lymfocytu konci
pfeménou na plazmatické bunky produkujici protilatky a klidové pamétové bunky. Pre-

vzato a upraveno dle [3,37].
\KJI
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Obr. 2. Mikroprosttredi germinalniho centra. B bunky aktivované antigenem diferencuji
v centroblasty, které klondlné expanduji v tmavé zéné germindlniho centra. BEhem pro-
liferace probihd proces somatickych hypermutaci (SHM). Centroblasty diferencuji v cent-
rocyty a presunuji se do svétlé zény, kde za pomoci T bunék a folikuldrnich dendritickych
bunék (FDC) dochazi k selekci na zékladé vazby k imunizujicimu antigenu. Centrocyty,
které produkuji nevyhovuijici protilatky, vstupuji do apoptdzy, ostatni centrocyty procha-
zeji procesem izotypového prepnuti (CSR) a dale diferencuji v plazmatické a pamétové
buriky. Pfevzato a upraveno dle [4].

souvisejici s vyzravanim — SHM a CRS.
Centroblasty maji aktivni telomerazu,
aby béhem klonalni expanze B bunék
v GC nebyl vy¢erpan jejich replikaéni po-
tencidl. Na druhé strané jsou tyto bunky

silné citlivé k indukci apoptézy, napf.
vlbec neexprimuji antiapoptotické
geny BCL2. Klicovym regulatorem fe-
notypu centroblastd v GC je protein
BCL6. Funguje jako transkripéni repre-
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FL

translokace BCL2: t(14;18)
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translokace MYC:
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DALSI LYMFOMY
napfiklad MCL s translokaci
CCND1:t(11;14)
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Obr. 3. Seda zéna netypickych, neklasifikovatelnych lymfomd. Potencialni zdroje a vy-
voj neklasifikovatelnych lymfomd a lymfomU se dvéma zasahy. Pfevzato a upraveno

dle [13].

sor, ktery prostfednictvim svych cilo-
vych gena (napf. p53, PIAS2, ATM, BCL2,
BLIMP1) zajistuje snizeni vnimavosti
bunék k indukci apoptdzy, zastavé bu-
néc¢ného cyklu a citlivosti k poskozeni
DNA. BCL6 se také podili na regulaci ak-
tivace B bunék a jejich diferenciace v pa-
métové bunky. BCL6 je tak skutecné
klicovym a hlavnim efektorem vyvoje
B bunék v GC [4].

Vznik lymfom

Protivdhou prospésné a nezastupitelné
ulohy germindlnich center ve vyzra-
vani a rozrGzriovani B lymfocytd je jejich
uloha, kterou sehrdvaji pfi vyvoji vét-
siny typl B lymfoma. Obecné Ize fici, ze
mnohé lymfomy vznikaji pravé v GC, a to
kvali chybdm, ke kterym dochazi béhem
procesl somatickych hypermutaci a izo-
typového prepnuti. Tyto procesy jsou
fyziologicky cileny na IgV oblasti imu-
noglobulinovych fetézcl, ale mohou
zpUsobit hypermutace nebo translokace
i nékterych jinych gend, napft. BCL6, MYC,
BCL2, CCND1, NF-kB a dalsich, a stat se
tak pfi¢inou vyvoje nékterych nehodg-
kinskych lymfom [5-8]. Vétsina téchto
lymfomu skute¢né vykazuje mutovany
IgV, coz jasné ukazuje, Ze jsou odvo-
zeny z bunék, které prosly nebo procha-

zely GC. Vyjimkou jsou napf. translo-
kace t(14;18), které vedou k fuzi genu
BCL2 a regula¢ni sekvence genu IGH,
spojené s vyvojem folikuldrniho lym-
fomu (FL), a translokace t(8;14) spo-
jené s endemickym typem Burkittova
lymfomu (BL), které jsou pravdépodob-
né&ji vysledkem aberaci, ke kterym do-
chazi béhem V(D)J rekombinace, a tedy
v pre-GC burikéch.

Aberantni SHM zasahujici neimu-
noglobulinové geny (napt. MYC, PIM]1,
BCL6, PAX5 a dalsi) jsou spojeny prede-
vsim s DLBCL. AZ 30 % ptipad( DLBCL
nese chromozomadlni translokaci genu
BCL6 (3927), a to bud's nékterym genem
pro imunoglobulinovy fetézec, nebo
s neimunoglobulinovym genem. Také
translokace t(14;18) zpusobujici akti-
vaci BCL2, typicka pro FL, je u DLBCL
Castd, vyskytuje se az u 30 % pfipadd.
Chromozomalni translokace zpUsobu-
jici fuzi genu MYC s nékterym z genu
pro imunoglobulin (IGH, IGL, IGK) se vy-
skytuji témér u vsech pfipada BL, ale
také asi u 10 % pfipad DLBCL. Pro lym-
fom z bunék plastové zény (mantle cell
lymphoma - MCL) jsou typické translo-
kace t(11;14), které vedou k translokaci
genu CCND1 s genem IGH. Tyto typické
chromozomalni prestavby a hypermu-

tace jsou nejenom charakteristické pro
urcité typy lymfomd, ale povazuji se
také za zmény primarni, iniciujici vyvoj
nadoru [4,9].

Lymfomy se dvéma zasahy

DHL tvofi specifickou skupinu one-
mocnéni s charakteristickym klinickym
chovéanim. Typické DHL nesou aberaci
genu BCL2 a MYC. DGsledkem aktivace
MYC, typické pro Burkittlv lymfom, je
vyrazna stimulace buné¢ného cyklu.
Vysoka aktivita BCL2, typicka pro foliku-
larni lymfomy, vede k vyrazné rezistenci
k apoptoéze. Paralelni zdvazné poskozeni
téchto dvou klicovych bunéénych pro-
cesll je pravdépodobné pfic¢inou cha-
rakteristickych klinickych projevi téchto
lymfom. Jsou velmi agresivni, rezis-
tentni ke standardni terapii, s vysokym
rizikem brzkého relapsu. Median pre-
Ziti je odhadovan mezi 4,5 a 18,5 mésici,
tedy vyrazné kratsi nez napf. u BL a IPI
odpovidajiciho DLBCL. Typické je casté
postiZzeni extranodalnich mist a posti-
Zeni centrdlni nervové soustavy [10-12].

Definice DHL
Termin ,lymfomy se dvéma zasahy” neni
zcela jednoznaény. Pivodné se pou-
zival pro oznaceni B lymfom, které
nesou zdroven pfestavbu genu MYC
a genu BCL2.V soucasnosti se oznaceni
DHL pouziva obecnéji i pro dalsi agre-
sivni B lymfomy, které nesou pfestavbu
genu MYC v kombinaci s dalsi ¢i dal-
$imi prestavbami jinych gend typickymi
pro lymfomy. Jsou to napf. lymfomy ne-
souci vedle prestavby genu MYC abe-
raci BCL6, BCL3 nebo CCND1, lymfomy
se tfemi zdsahy MYC/BCL2/BCL6 a dalsi
varianty [11-13]. Nékdy se oznaceni
DHL uziva jesté obecnéji pro vsechny
B lymfomy, které nesou nasobné
prestavby [11].

+Klasické” DHL nesou aberace MYC
a BCL2. Morfologicky tyto lymfomy
nesou c¢asto znaky jak BL, tak DLBCL.
Podle posledni WHO klasifikace z roku
2008 existuje kategorie B bunécny lym-
fom neklasifikovatelny s rysy mezi DLBCL
a BL (BCLU: B-cell lymphoma, unclassi-
fiable with features intermediate between
DLBCL and BL) [14]. Rada pfipadi DHL
spadd pravé do této kategorie a podle
nékterych studii pfedstavuji vysoky podil
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BCLU [13,15,16]. Nékteré piipady DHL
jsou diagnostikovany jako DLBCL, mezi
kterymi mohou predstavovat 5-12 % pfi-
padd [11,17,18]. BCLU a DLBCL nejsou je-
diné dvé kategorie, ve kterych Ize DHL
nalézat. Obecnéji plati, Ze hranice mezi
jednotlivymi typy lymfomu nejsou ostré
a zcela jasné vymezitelné. Naopak exis-
tuje plynulé spektrum pfipadd od jasné
vymezenych a jednoznac¢né klasifikova-
telnych po nejrizné;jsi nezaraditelné, ne-
typické lymfomy se znaky vice katego-
rii. DHL se nejcastéji nalézaji pravé v té
LSedé zoné” netypickych lymfomd, ale
mohou se rekrutovat témér ze viech sku-
pin lymfomu (obr. 3) [13].

Zajimavou okolnosti DHL je typ pfe-
stavby, ktery postihuje gen MYC. U BL
je prevazna vétsina pripadl (80-90 %)
prestavby MYC typu t(8;14), tedy fuzi
genu MYC s genem IGH pro tézky imu-
noglobulin y; jen zbylych 10-20 % pfi-
padl pfipada na t(2;8) a t(8;22), tedy
pfestavby MYCs geny IGL aIGK pro lehké
imunoglobulinové fetézce A a k. Pro BL
je navic typicky jednoduchy karyotyp
jen s malym mnozstvim daldich cyto-
genetickych aberaci. U DHL je v translo-
kacisgenem MYCmnohem vy3sizastou-
peni gend pro lehké imunoglobulinové
fetézce a také neimunoglobulinovych
genti [10,16,19]. Podstatné nizsi zastou-
peni IGH v translokaci s MYC u DHL ve
srovnani s BL mdze souviset s tim, Ze pre-
stavbé MYC obvykle predchazi jina pre-
stavba, nejcastéji lokusu BCL2 v translo-
kaci t(14;18), v dUsledku které je jedna
alela IGH jiz prestavéna - ,spotiebo-
vana“. Proto se nasledné translokace
s MYC Ucastni geny ostatnich imuno-
globulind [10,15]. Pfitom neni vylou-
c¢eno, Ze typ partnera v translokaci
MYC mlze mit vliv na klinické chovani
onemocnéni [16,19,20].

,Klasicka” varianta DHL - soucasna
aberace MYC a BCL2 - je nejcastéjsi,
predstavuje asi 2/3 viech pripad( DHL.
Kombinace aberace MYC a BCL6 je vy-
razné vzdacnéjsi, je detekovand asi
v 1/10 pfipadl. Az 2nasobné castéjsi
jsou THL (triple hit lymphoma) s kom-
binaci aberaci MYC/BCL2/BCL6 [11,17].
Podle nékterych studii se zd4, Ze speci-
fické kombinace aberantnich genu jsou
spojeny se specificky odlisnymi fenotypy
onemocnéni. Tak napf. studie 23 vzac-

né&jsich pripadl DHL, které nesou pre-
stavbu genli MYC a BCL6, ukazala, ze
se jedna o typicky agresivni lymfomy,
Casto s postizenim extranodalnich mist
a Casto s GC fenotypem, ale oproti DHL
s aberacemi MYC/BCL2 jsou cytologicky
méné komplexni a mohou mit odlisny
imunofenotyp [21].

DHL typu MCL

Svébytnou skupinu DHL tvofi lymfomy
zahrnujici pfestavbu CCND1. Pfedsta-
vuji asi 10 % vsech pfipadd DHL [11].
Translokace t(11;14), ktera vede k pfe-
misténi genu CCND1 pod regula¢ni sek-
vence genu IGH pro tézky imunoglobuli-
novy fetézec a zpUsobi vysokou expresi
cyklinu D1, je typickym molekuldrnim
znakem MCL. Existuji vzacné pfipady,
kdy je namisto cyklinu D1 zvysena ex-
prese cyklinu D2 nebo D3 [22], a také
pfipady, kdy je sice zvysena hladina cyk-
linu D1, ale v dusledku jiné aberace nez
translokace t(11;14) [23]. Vysokd exprese
cyklinu D1 (pfipadné D2, D3) je povazo-
véna za zménu, kterd iniciuje vyvoj MCL,
ale neni zménou pro vyvoj MCL dosta-
te¢nou. Ucast sekundarnich aberaci je
nezbytnd. Az 5 % vsech pfipadd MCL
nese vedle prestavby CCND1 prestavbu
MYC [11]. Neddvno byla publikovéna
prace, kterd podrobné predstavila Ctyfi
nové pripady tohoto typu a shrnula data
jiz diive publikovanych 26 pripadu [24].
Podle této studie se vzdy jednalo o po-
krocilé stadium (stage IV) onemocnéni
MCL, nejcastéji blastoidni nebo pleo-
morfni varianty. Pacienti, ¢asto navzdory
agresivni terapii, zemfeli nejcastéji
béhem prvnich dvou let po stanoveni
diagnozy. Pokud $lo o typ aberace posti-
hujici gen MYC, méné casta byla ampli-
fikace, ¢astéjsi (18/30) byly translokace.
Z nich asi ve tfetiné pfipadl byl gen MYC
translokovan s IGH, v dalsi tretiné s IGL
nebo IGK a tfetina pfipadud nesla translo-
kaci MYC s jinym nez imunoglobulino-
vym genem [24]. Ackoliv jsou DHL typu
MCL samy o sobé pomérné vzacné, ne-
jsou vylouceny ani pfipady, které nesou
kombinaci aberace MYC a vzacnéj-
$iho typu aberace ,MCL typu”, jako je
napf. aberace t(11;22)(q13;q11.2) genu
CCND1 s IGL [25]. Tato prestavba genu
pro cyklin D1 byla jiz dfive popsana
u MCL, ktery nebyl DHL [23].

Podobné byl popsan pfipad DHL, ktery
mél vedle ,obvyklé” translokace t(8;14)
velice ojedinélou translokaci t(12;14)
(g24;932) zahrnujici na chromozomu
12 pravdépodobné gen BCL7A [26].
Translokace zahrnujici gen BCL7A byla
jiz dfive zachycena v buné¢né linii odvo-
zené z BL [27]. Ackoliv buné¢na funkce
proteinu BCL7A z(stava zatim neznama,
jeho spojeni s vyvojem lymfomd, pre-
devsim DLBCL, prokazano bylo [28,29].
Navic byl gen BCL7A detekovan mezi
geny, které patfi k velice t¢innym sub-
stratim aktivované cytidin deaminazy
AID [30]. Na tomto pfikladu je oviem
dobfre patrnd jistd bezbrehost soucas-
ného pouzivani oznaceni lymfomu se
dvéma zasahy. Bylo prokazéano, ze gen,
které se mohou stat cilem pUlsobeni AID
a zaroven maji onkogenni potencidl,
jsou tucty (obr. 4) [6]. Otazkou pak je,
které geny zasazené translokaci, hyper-
mutacemi a dal$imi aberacemi - vedle
t(8;14) ¢i jiné aberace ,obvyklé” u lym-
fom - naplnuji jesté kritérium DHL.

Dynamika vyvoje DHL
Za piestavbu genu MYC je nejcas-
téji zodpovédna AID béhem zrani
lymfocytd v GC, zatimco prestavba
BCL2 a CCND1 je obvykle zprostiedkovana
RAG1 a RAG2 béhem V(D)J rekombinace
v prekurzorovych bunkdch. To znamenj,
Ze vznik translokace t(14;18) predchazi
pfestavbé genu MYC. Nékdy byva tento
fakt i klinicky manifestovan v podobé ¢a-
sové odlisitelnych fazi onemocnéni, kdy
je puvodné diagnostikovany indolentni
lymfom, nejcastéji FL, transformovan na
BCLU ¢i obecné DHL [16,19,31-33].
Vétsina DH lymfoma (asi 80 %) jsou
de novo ptipady bez predchozi historie
indolentniho lymfomu. | v takovém pfi-
padé ale mlze byt ¢asovd souslednost
vzniku cytogenetickych aberaci patrna.
Tak tomu bylo napf. u pacientky, které
byl diagnostikovan lymfom podobny BL
v Celisti a rameni.V nadorovych bunkach
byla prokdzana pfitomnost translokace
genu BCL2 - t(14;18) - a amplifikace
genu MYC. U téze pacientky byla v dobé
diagnézy detekovéana infiltrace kostni
diené, periferni krve a cerebrospinalni
tekutiny nadorovymi bunkami, které
morfologicky odpovidaly FL a nesly
translokaci t(14;18), zatimco amplifikace
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Obr. 4. Chromozomalni translokace vyskytujici se u B lymfomu. Kruhovy diagram znazornuje lidsky genom s vyznacenymi geny, které
se Ucastni chromozomalnich pfestaveb u malignit odvozenych z B bunék. Oblouky uvnitf diagramu spojuji partnerské geny, které se v
prestavbach vyskytuji. Barevné jsou zvyraznény geny a prestavby zminéné v textu. Pfevzato a upraveno dle [6].

genu c-MYC u nich nalezena nebyla [34].
Dynamika procesu vyvoje DHL se mize
vzacné manifestovat také ve strukture
nadorové tkané. Byl popsan DHL, v jehoz
tkani se vyskytovala ohniska BL spoje-
ného s translokaci MYC na pozadi FL.
Zatimco translokace t(14;18) byla pfi-
tomna ve vsech oblastech nadorové
tkané, translokace genu MYC byla de-

tekovana pouze v ohniscich BL [33].
Podobné heterologni struktura nado-
rové tkané byla popsana také u pfipadu
DHL typu MCL. Lymfatickd uzlina, v niz
byly zfetelné oblasti nddorové tkané
s obvyklym typem MCL, byla difuzné in-
filtrovana tkani morfologicky a imunofe-
notypicky odpovidajici BL véetné toho,
Ze v téchto Usecich nadoru, na rozdil od

plvodni MCL tkané, bylo mozné me-
todou FISH detekovat prestavbu genu
MYC. Translokace t(11;14) byla pfitomna
ve viech nadorovych bunkach [35].

U DHL, které nesou aberace genu
MYC spolu s aberacemi BCL6, BCL3 a dal-
Sich gend, je o dynamice jejich vyvoje
znadmo mnohem méné. O téchto ge-
nech se predpoklada, Ze jejich aberace
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jsou zprostfedkovany stejnym mecha-
nizmem - aktivaci indukovanou cyti-
din deamindzou - a tak je mnohem tézsi
predjimat, v jakém poradi vznikaji a jak
se navzajem ovliviuji [11].

Kazuistika

U muze ve véku 53 let byla v srpnu
2012 na Chirurgickém oddéleni Mést-
ské nemocnice v Hustopecich prove-
dena probatorni biopsie infiltratu me-
zenteria pfi explorativni laparotomii.
Material byl s klinickou diagnézou Sar-
koma radicis mesenterii inoper. genera-
lisatum odeslan do Bioptické a cytolo-
gické laboratofe MDgK-plus spol.sr.o.
Ujezd u Brna, kde byl stanoven pfed-
bézny zavér, ze se jednd o lymfom.
Material byl v zafi 2012 odeslan ke dru-
hému ¢teni a dal3i analyze do Ustavu pa-
tologie FN Brno-Bohunice.

Nador mél nékteré morfologické
aimunofenotypické znaky jak Burkittova
lymfomu, tak difuzniho velkobunééného
B lymfomu. Byl tvofen mirné polymorfni
populacistfednévelkych avelkych bunék
pfevdzné centroblastického vzhledu.
Nadorové buriky byly mitoticky vysoce
aktivni a vykazovaly extrémné vysokou
prolifera¢ni aktivitu dle Ki67 (90-100 %).
Navic ¢etné nadorové bunky procha-
zely apoptézou. Usekovité byl na-
znacen obraz hvézdného nebe. Imu-
nohistochemicky byla v nadorovych
bunkéach prokazana difuzni silnd pozi-
tivita CD79a a také difuzni silna poziti-
vita BCL2 (obr. 5). Dale nddorové burnky
exprimovaly CD10 pfi negativité BCL6.
Zavérecna diagnoza podle WHO klasifi-

kace znéla - B buné¢ny lymfom nekla-

Obr. 5. Nadorova tkan prezentovaného pfipadu vykazuje morfologické a imunofeno-
typické znaky jak Burkittova lymfomu, tak difuzniho velkobuné¢ného B lymfomu. Je tvo-
fena mirné polymorfni populaci stredné velkych a velkych bunék prevézné centroblas-
tického vzhledu, usekovité je naznacen obraz hvézdného nebe (A); nddorové bunky
vykazuji prolifera¢ni aktivitu 90-100 % dle Ki67 (B), difuzni silnou pozitivitu BCL-2 (C)

aCD79a (D).

sifikovatelny s rysy mezi DLBCL a BL,
s tim, Ze je nutné zvazit moznost, zda se
nejednad o lymfom se dvéma zasahy.
Nésledovaly proto molekuldrné bio-
logické analyzy, jejichz cilem bylo vyse-
tfit aberace genli BCL2 a MYC.

Byla provedena fluorescencni hybri-
dizace in situ (FISH), detekujici translo-
kaci t(14;18) s vyuzitim dvoubarevné
fuzni sondy IgH/BCL2 (Vysis - ABBOTT).
Vysledek byl jednoznacné pozitivni,

translokace byla detekovana v 77 % vy-
Setfenych bunécénych jader (obr. 6).
Dale byla provedena FISH vyuzZivajici
dvoubarevnou fuzni sondu IgH/MYC
(Vysis — ABBOTT) detekujici translokaci
t(8;14). Vysledek byl negativni, fuzni sig-
nal byl zaznamendan pouze u 1 % vy-
Setfenych jader. Proto byla nasledné
provedena dalsi analyza, vyuzivajici zlo-
movou sondu (break-apart rearrange-
ment probe), ktera detekuje prestavbu

Obr. 6. Fluorescen¢ni hybridizace in situ. Translokace t(14;18) byla detekovana vyuzitim dvoubarevné fuzni sondy IGH/BCL2 v 77 % vy-
Setfenych bunécnych jader (A); translokace t(8;14) byla pomoci fuzni sondy IGH/MYC nalezena jen u 1 % jader; prestavba genu MYC - lo-
kusu 8q24 - byla detekovana vyuzitim zlomové sondy ve 28 % jader (C).
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genu MYC - lokusu 8q24, aniz by identi-
fikovala partnersky gen, ktery se translo-
kace ucastni. Vysledek byl pozitivni, pre-
stavbu obsahovalo 28 % jader (obr. 6).
Vysledky analyz FISH jednoznac¢né po-
tvrdily, Ze se jednd o lymfom se dvéma
zésahy, ktery nese translokaci genu
BCL2 i translokaci genu MYC.

Pribéh nemoci poukazoval na to, ze
lymfom je chemorezistentni. Navzdory
intenzivni chemoterapii (R-CODOX-M)
onemocnéni progredovalo a pacient ze-
mrel v lednu 2013.

Diskuze

Prezentovany pfipad patfi k nejtypic-
t&jsi formé lymfomu se dvéma zasahy -
nese translokaci genu BCL2 a genu MYC.
Translokace BCL2 byla prokazana u 77 %
nadorovych bunék, zatimco translo-
kace MYC se vyskytovala u vyrazné niz-
$iho podilu nadorovych bunék - 28 %.
Ackoliv morfologicky ¢i fenotypicky na-
dorova tkan nejevila znamky hetero-
logni struktury, vysledky FISH nazna-
¢uji moznost, Ze translokace BCL2 byla
ve vyvoji tohoto lymfomu zménou pri-
marni, po které nasledovala jako sekun-
déarni zména translokace genu MYC.
Takova mozZnost je v naprostém souladu
jak s literarnimi prameny, tak se sou-
¢asnou predstavou o vyvoji DHL typu
BCL2/MYC [16,19,31-34]. Podobné je
v souladu se soucasnymi poznatky fakt,
Ze gen MYC neni translokovén s lokusem
genu IGH pro tézky imunoglobulin y, ale
bud' s genem IGK pro lehky imunoglo-
bulinovy fetézec k, IGL pro lehky imuno-
globulinovy fetézec A nebo s neimuno-
globulinovym genem [10,16,19]. Typické
znaky DHL naplnil nas pfipad také svou
morfologii a imunofenotypem, kdy mél
znaky na rozhrani Burkittova lymfomu
a difuzniho velkobuné¢ného B lym-
fomu, a také prdbéhem onemocnéni -
chemorezistenci a kratkym celkovym
prezitim.

Zaveér

Pomoci metody FISH jsme jednoznacné
potvrdili navrzenou diagnézu - lymfom
se dvéma zasahy - a prokazali soubéz-
nou prestavbu antiapoptotického genu
BCL2 a genu MYC, ktery kdduje induktor
proliferace. Metoda FISH ¢i jind cytoge-
netickd analyza je v diagnostice DHL na-

prosto nezastupitelnd, bez téchto analyz
nelze DHL jednoznac¢né diagnostikovat.
Zda se, Ze v soucasnosti predstavuji DHL
spise podhodnocenou kategorii lym-
fomu, protoze bez cilené detekce abe-
raci klicovych gend, predevsim MYC,
BCL2, BCL6, BCL3 a CCND1, zlstavaji DHL
¢asto nerozpoznany.

Pfesnd diagnéza DHL je dllezitd. DHL
jsou velmi agresivni lymfomy, rezistentni
ke standardni terapii, s vysokym rizikem
brzkého relapsu a kratkym celkovym pre-
zitim, s ¢astym postizenim extranodal-
nich mist a centrdlni nervové soustavy.
Velkou vyzvou v oblasti DHL zGstava na-
lezeni G¢inné terapie [11,12,18,31,36].

Double-Hit Lymphoma =
Double-Edged Sword!

Unikatni mechanizmy somatickych hy-
permutaci a izotypového prepnuti imu-
noglobulind béhem vyzravani B lymfo-
cytll pfedstavuji na jedné strané Zivot
umoznujici zdroj Sirokého spektra pro-
tilatek, na strané druhé Zivot ohrozujici
riziko v podobé moznosti vyvoje B lym-
fomd. B bunky plati vysokou cenu za to,
Zze mohou vyuzivat AID a tvofit dvou-
fetézcové zlomy - asi 95 % vsech lid-
skych lymfom je odvozeno od B bunék.
Vyhody ale prevazuji. Efektivni ochrana
proti patogennim infekcim je pro pfe-
ziti druhu mnohem kriti¢téjsi nez per-
fektni ochrana proti pomalé aku-
mulaci genomové nestability, ktera
u nékterych jedincl vede k vyvoji
nadoru [7].
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POVODNA PRACA

Interakcia medzi p5S3 a MDM2 v nadorovych

bunkach karcindmu pl'uc

Interaction between pS3 and MDM2 in Human Lung Cancer Cells

Rybarova S.!, Hodorova I.', Vecanova J.", Muri J.2, Mihalik J."

"Ustav anatomie, LF UPJS, Kosice, Slovenska republika

2Narodny Ustav tuberkuldzy, pltcnych choréb a hrudnikovej chirurgie, Vysné Hagy, Slovenska Republika

Suhrn

Vychodiskd: Odpovedou onkoproteinu p53 na poskodenie DNA je indukcia zastavenia bunko-
vého delenia (apoptdzy). Mutacia génu TP53 (gén, ktory kéduje protein p53) je velmi ¢asta v hu-
mannych malignitadch a meni posobenie proteinu p53. Vysledkom je stabilna forma p53, ktora
sa hromadi v jadrach nadorovych buniek sicasne so stratou jeho funkcie. Mutovana p53 je
stabilizovana a lahko imunohistochemicky (IHC) detegovatelna. Hladina p53 je v zdravych bun-
kach vyrazne determinovana proteinom MDM2 (murine double minute-2). Tento spolupdsobi
pri degradacii proteinu p53, a zaroven ho povazujeme za potencialny marker funkénosti p53.
Nadexpresia proteinu MDM2 predstavuje mechanizmus, ktory moze pocas tumorigenézy rusit
funkciu p53. Stibor a metdédy: Stotridsatsest vzoriek karcindmu plic sme ziskali od pacientov,
ktori podstupili radikalnu resekciu (lobektémiu alebo pulmonektémiu a lymfadektémiu). Pato-
logicka diagnéza bola stanovena na zéklade WHO kritérii. V nasej $tudii sme sledovali expresiu
proteinu p53 a proteinu MDM2, ktory moéze sluzit ako IHC marker pre p53 status. Oba proteiny
sme imunohistochemicky detegovali. Stanovili sme ich expresiu, dalej sme porovnali ich vy-
skyt s klinicko-patologickymi parametrami. Vysledky: Vo vzorkach p53 a MDM2 pozitivnych
sme pozorovali silne tmavohnedo sfarbené jadra naddorovych buniek. Véc¢sina p53 pozitivnych
vzoriek predstavovala skvamoceluldrny typ (55 %), nasledovali vzorky velkobunkového typu
(53 %) a 26 % p53 pozitivnych vzoriek predstavoval adenokarcinédm. Ani jedna vzorka z inych
typov neexprimovala p53. Dalej sme porovnali vyskyt p53 a stupef malignity nadoru (grade).
Zistili sme, Ze expresia p53 stUpa so stupfiom malignity nddoru. Na Statistické vyhodnotenie
sme pouzili chi-kvadratovy test, ktorym sme dokazali statisticki vyznamnost medzi expresiou
p53 na jednej strane, a typom nadoru a stupfiom malignity na strane druhej (p = 0,000425;
p=0,00157). S ohladom na expresiu p53 a MDM2 sme zistili nasledovné: len devat vzoriek bolo
simultdnne p53 a MDM2 pozitivnych. V 46 pripadoch (34 %) zvysena hladina p53 bola kom-
binovana s MDM2 negativitou. Ostatné vzorky boli bud' negativne na oba proteiny (71/52 %),
alebo p53 negativhe a MDM2 pozitivne v pocte 10/7 %. Zdver: Vo vacsine studii je absencia
p53 imunoreaktivity ddvana do suvisu s absenciou p53 mutdcii. Plati to aj naopak, a sice, pozi-
tivna expresia p53 je povaZovana za znak mutacie p53, ktory suvisi so stratou funkcie. V nasej
studii 34 % pripadov vykazovalo vysoku hladinu p53 bez expresie MDM2. Tieto nadory povazu-
jeme za tumory s inaktivujucimi mutdciami, ktoré stabilizuju protein p53. Na druhej strane na-
dory, ktoré exprimuju vysoké hladiny stabilnej p53 a su sucasne pozitivne na MDM2 (v nasom
pripade 9 vzoriek/7 %) predstavuju skupinu s funkénou p53. U tejto skupiny pacientov by sme
mohli o¢akdavat lepsiu prognézu.

Klacové slova
onkoprotein p53 - MDM2 protein - karciném pltc - imunohistochémia
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Summary

Background:The oncoprotein p53 protein induces cell growth arrest (apoptosis) in response to endo- or exogenous stimuli. Mutation of TP53 (gene
encoding the p53 protein) is common in human malignancies and alters the conformation of p53. The result is a more stable protein which accu-
mulates in nuclei of tumor cells with loss of function. Mutant p53 is stabilized, and it is possible to detect this form very clearly by immunohisto-
chemistry (IHC). Expression of the MDM2 protein is used as a potential marker of p53 function. P53 levels in normal cells are highly determined
by the MDM2 protein (murine double minute-2) - mediated degradation of p53. MDM2 overexpression represents at least one mechanism by
which p53 function can be abrogated during tumorigenesis. Material and Methods: Lung carcinoma samples were obtained from patients, who
underwent radical resection (lobectomy or pulmonectomy and lymphadectomy). Pathological diagnosis was based on the WHO criteria. In our
study, we investigated the expression of p53 and MDM2 protein that might improve IHC as a marker for p53 status. Proteins were IHC detected in
136 samples of primary lung carcinoma. Immunostaining results of p53 positive samples were compared to IHC expression of MDM2 positive and
MDM?2 negative samples. Results: Strong brown nuclear staining was visible in p53 and MDM2 positive cells. The most p53 positive cases were
samples of squamocellular carcinoma (55%), then samples of large cell carcinoma (53%) and 26% adenocarcinoma samples showed the p53 im-
munoreactivity. No one sample of different types was p53 positive. When we compared the p53 expression and grade of tumor, we found that the
p53 expression increased with the grade of tumor. For statistical evaluation, the chi-square test was used. The relationship between p53 expre-
ssion and type of tumor, also the p53 expression and grade of tumor was statistically significant (p = 0.000425; p = 0.00157). Regarding p53 and
MDM2 expression, only nine samples (7%) were simultaneously p53 and MDM2 positive. In 46 (34%) cases, elevation of p53 was combined with
MDM2 negative expression. Other tumor samples were either negative for both proteins (71/52%), or p53 negative and MDM2 positive in 10 (7%)
tumor samples. Conclusion: Absence of p53 staining in most studies indicates absence of p53 mutation, and on the contrary, positive expression
of p53 is a sign of p53 mutations with loss of function. In our study, 34% of cases with extensively high level of p53 without increased level of
MDM?2 were identified. We suppose that these are tumors with inactivating mutations that stabilize p53. On the other hand, tumors with high
level of stabilized wild-type p53 protein and simultaneously with increased MDM2 staining (9 samples/7%) represent group with functional p53.
In this group of patients, we could expect better prognosis with regard to function of p53 protein.

Key words

oncoprotein p53 - MDM2 protein — lung cancer —immunohistochemistry

Uvod

Protein p53 je vysoko ucinny inhibitor
bunkového rastu, ktory reguluje bun-
kovy cyklus vo faze G1-S. V podmien-
kach poskodenia DNA aktivuje mechani-
zmy, ktoré vedu k zastaveniu bunkového
cyklu v niekolkych fazach a ktoré na-
sledne vyustia do programovanej smrti
buniek — apoptézy [1]. V podmienkach
nadorového bujnenia je tato funkcia
proteinu p53 pre jeho antionkogénny
uc¢inok mimoriadne doélezitd. Génom
p53 je TP53 a jeho mutacie mozu viest
bud k zastaveniu produkcie p53, alebo
k tvorbe nefunkénej formy p53. Strata
funkcie p53 je castokrat pricinou zvy-
$eného rizika vzniku nadorov a/alebo
progresie nadorov, ¢o zavisi od stup-
na dysfunkcie p53. Gén TP53 je jednym
z najcastejsie mutovanych génov v [ud-
skych nadoroch. Okolo 50 % nadorov
¢loveka vykazuje jeho mutéciu. Aviak
stupen poskodenia, resp. strata funk-
cie mutovanej p53, zavisi na type mu-
tacie. Zarodo¢nou mutaciou v géne
TP53 vznika Li-Fraumeni syndrém, ktory
je charakteristicky vysokou predispo-
ziciou vzniku réznych typov nadorov
v detskom aj dospelom veku [2]. Na z&-
klade tohto odporucaju autori Foretova

et al [3] zaistit v¢asnu diagnostiku nosi-
telov danej mutacie na nadorové ocho-
renia, ¢im sa dosiahne celkové zlepse-
nie prezivania os6b so spominanym
syndréomom.

Abnormality v géne TP53 su velmi
¢asté u nadorov pluc a obycajne su to
bodové mutacie. Mutécie vznikaju velmi
¢asto nésledkom expozicie na enviro-
mentélne karcinogény, napr. v pripade
karcinému pluc je to cigaretovy dym [4].
Bolo zistené, ze abnormality génu
TP53 zhorSuju prognézu u pacientov
s adenokarcinémom pluc v stadiu | [5].
Mutovany protein p53 ma ovela dlhsiu
Zivotnost ako wild-type p53, ¢o vyustuje
do vysokych hladin proteinu v nddoro-
vych bunkadch. Pomocou imunohisto-
chémie sa potom deteguje vysoka ex-
presia tejto nefunkcnej formy proteinu
p53.

Jednou z najdélezitejsich zloziek de-
gradacnej drahy proteinu p53 je pro-
tein MDM2 (murine double minute-2).
Ma mnoho biologickych funkcii. Jeho
hlavnou ulohou je priama interakcia
s proteinom p53 a inhibicia jeho akti-
vity. Okrem toho m& MDM2 mnozstvo
p53 nezdvislych ucinkov [6]. Rast nadoru
zavisi aj od krvného zasobenia, nadoro-

vej strémy a tiez od imunosupresivneho
nadorového prostredia, ¢o su faktory,
ktoré nie su nevyhnutne spaté a davané
do kontextu s MDM2. Neddvno bolo
v tejto suvislosti zistené, Ze MDM2 pé-
sobi ako kofaktor pre NF-kB (transkrip-
¢ny faktor). V bunkach s normalnou ak-
tivitou NF-kB indukuje MDM2 zvy3enu
aktivaciu NF-kB a bunkovu proliferaciu.
Toto zistenie vedie k zdvaznej hypotéze,
podla ktorej sa zda, Ze MDM2 je chyba-
jucim ¢lankom medzi zdpalom a karci-
nogenézou [7]. MDM2 je teda doleZitym
regulatorom NF-kB, prirodzenej imunity
a zapalového procesu a ich mozného
ucinku na bunkovu bioldgiu nadoru, na-
dorovu terapiu, iné abnormalne hyper-
proliferativne syndrémy, ako aj na ho-
jenie ran. Na druhej strane v bunkach
s vysokou aktivitou NF-kB MDM2 po-
tlaca tento faktor a zvySuje apoptdzu [8].

V suvislosti s proteinom p53 sluzi
MDM2 ako jeho negativny regulator
a tym limituje zastavenie bunkového
cyklu a apoptézu. Bolo tiez zistené, ze
MDM2 participuje na degradécii pro-
teinu p53 [5]. P53 a MDM2 sa navzajom
velmi silne regulujy, ¢o je v zdravych
bunkéch jav vysoko pozitivny. Aktivo-
vana p53 zvysuje expresiu MDM2, ¢o
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Graf 1. Porovnanie expresie p53 s typom nadoru. 1 = p53 pozitivita, 0 = p53 negativita.

naopak vedie k jej degradacii [8—10].
KedZe blokada MDM?2 potlaca rast na-
dorovych buniek in vitro aj in vivo, je
jeho inhibicia v st¢asnosti pokladana za
jednu z mozZnosti protinddorovej tera-
pie. Dovodom je aj fakt, ze MDM2 nega-
tivne reguluje p53 hlavne cestou ubikvi-
tinom sprostredkovanej degradacie, ¢im
potlaca koordindciu zastavenia bunko-
vého cyklu (apoptoézu) a podporuje pre-
Zivanie a rast buniek [4,5]. MnoZstvo na-
dorov exprimuje velmi vysoké hladiny
MDM?2, ¢o vedie nasledne k potlaca-
niu antiapoptotického Gc¢inku wild-type
p53 akrastu nadoru [4,9]. Amplifikovany
protein MDM2 méze byt tiez zdruZeny
s nefunkénym a mutovanym proteinom
p53 [4,9]. Celkovo mbézeme povedat, ze
MDM2, ¢i uz sdm o sebe alebo vo vztahu
s p53, posobi na nadorové bunky prolife-
rativne, podporuje rast nddoru a tvorbu
metastaz.

Subor a metédy

V tejto praci sme pouzili 136 vzoriek kar-
cindbmu pluc, ktoré sme rozdelili podla
histologického typu nadoru nasledovne:
56 vzoriek — adenokarciném, 58 vzoriek -
skvamoceluldrny typ (epidermoidny),
13 — velkobunkovy typ a 9 — iné typy (ma-
lobunkovy, neuroendokrinny, typicky
karcinoid, atypicky karcinoid). Vzorky
pochadzali od pacientov, ktori nam po-
skytli informovany suhlas. Pacienti pod-
stupili radikdlnu resekciu (lobektémiu
alebo pulmonektémiu a lymfadekté-
miu). Patologicka diagnéza bola stano-
vena na zéaklade kritérii WHO [11] a po-

krocilé §tadia boli hodnotené podla TNM
klasifikécie [12].

Vo vzorkdch sme imunohistoche-
micky detegovali expresiu proteinov
p53 a MDM2. Na detekciu p53 sme
pouzili primarnu monoklénovu proti-
latku DO7 — ready to use (BioGenex Lab.
Inc.), na detekciu MDM2 primarnu mo-
noklénovu protildtku MDM2 SPM14:
sc-965 (Santa Cruy Biotechnology, Inc.),
v riedeni 1 : 50. Na detekciu naviazanej
primarnej protilatky sme pouzili univer-
zélny detekény kit (Universal detection
kit LSAB+KIT/HRP, Dako). Tento obsaho-
val sekundarnu biotinylovanu protilatku
(LINK) a streptavidin peroxidazu (LABEL).
Ako chromogén sme pouzili DAB (dia-
minobenzidin). Jadra buniek boli do-
farbené hematoxylinom na modro.
Spravnost pouzitej metodiky sme skon-
trolovali vynechanim primarnej proti-
latky a jej nahradenim zékladnym pre-
myvacim pufrom. Ostatné kroky ostali
plne zachované. Vysledky boli vyhodno-
cované vo svetelnom mikroskope tromi
nezavislymi hodnotitelmi. Expresiu pro-
teinu sme urcili semikvantitativnou me-
tédou a pouzili sme nasledovnu skalu
od 0 do 3+: 0 % pozitivnych buniek = ne-
gativny vysledok (=); 1-10 % = 1+;
11-90 % = 2+4; 91-100 % = 3+. Za po-
zitivne vzorky sme povazovali len tie,
ktoré boli ohodnotené na 2+ a 3+, tj.
percento pozitivnych buniek bolo nad
10 %. Vzorky, ktoré boli hodnotené
na (—) a 1+ sme povazovali za nega-
tivne, kedZe pozitivita bola pod 10 %.
Na 3tatistické vyhodnotenie vysledkov

Tab. 1. Tabulka uvadza Statisticky vy-
znamny vztah medzi expresiou p53
a typom nadoru, medzi p53 a stup-
nom malignity nadoru (grade)
(p < 0,01). Vztah medzi p53 a sta-
diom ochorenia (TNM) nebol statis-
ticky vyznamny.

p53 MDM2
0,000425
typ P <0,01 0,365
fazy 0,25347 0,298
. 0,00157
stupen p <0,01 0,215

sme pouzili chi-kvadratovy test. Hod-
noty p < 0,01 a p < 0,05 boli statisticky
vyznamné.

Vysledky

Vysledky sme kvalitativne aj semikvan-
titativne vyhodnocovali vo svetelnom
mikroskope. Vzorky, ktoré vykazovali
p53 a MDM2 pozitivitu mali v désledku
pouzitia chromogénu diaminobenzi-
dinu tmavohnedo sfarbené nadorové
bunky, resp. ich jadra. Vysledky imuno-
reakcie p53 a MDM2 sme porovnali s kli-
nicko-patologickymi idajmi, a to s histo-
logickym typom nadoru, s TNM $tadiom
ochorenia (stage) a so stupfiom malig-
nity nddoru (grade).

P53

V jednotlivych morfologickych dia-
gnoézach vyzerala expresia proteinu
p53 nasledovne - najvacsi pocet vzoriek,
ktoré vykazovali pritomnost p53 boli
vzorky skvamoceluldrneho karcinému
(55 %), nasledoval velkobunkovy kar-
ciném (53 %) a adenokarcinédm (26 %).
Ani jedna vzorka - iny typ, neexprimo-
vala p53 (graf 1). Pouzitim chi-kvadra-
tového testu sme zistili, Ze vztah medzi
expresiou p53 a typom nadoru je Statis-
ticky vyznamny (p = 0,000425, p < 0,01)
(tab. 1).

Pri porovndavani expresie p53 a stupna
malignity (grade G) sme detegovali stu-
pajucu expresiu p53 so stupajucim gra-
dom. Kym v G1 ani jedna vzorka nevy-
kazovala pritomnost p53 - 0 %, v G2 to
bolo 33 % vzoriek, v G3 — 46 % a nako-
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Graf 2. Porovnanie expresie p53 so stupfiom malignity 1-4. 1 = p53 pozitivita,

0 = p53 negativita.

niecv G4 aZz 75 % vzoriek (graf 2). Tato za-
vislost bola aj statisticky vyznamna, na-
kolko p =0,00157 (p < 0,01) (tab. 1).
Vyhodnotenie p53 vo vztahu k sta-
diu ochorenia bolo nasledovné — v sta-
diu TNM | exprimovalo p53 42 % vzoriek,
v Stadiu TNM 11 55 % a v stadiu TNM Il
23 % vzoriek. V tomto pripade sme vsak
Statistickl vyznamnost nezistili.

MDM2
Celkovo sme detegovali velmi nizke hla-
diny proteinu MDM2 ¢&i uz vo vztahu
k typu nadoru, $tadiu ochorenia alebo
k stupfiu malignity nddoru. Z celkového
poctu 136 vzoriek len 19 exprimovalo
dany protein, z ¢oho bolo 3est vzoriek
adenokarcindmu (9,3 %), 11 bolo skva-
moceluldrneho typu (5,3 %) a dve vzorky
predstavovali velkobunkovy typ (6,5 %).
Vsetky percentualne Udaje sa tykali kon-
krétnej morfologickej diagnézy.
Statistickd vyznamnost medzi expre-
siou MDM2 a sledovanymi, vyssie spo-
minanymi parametrami ochorenia sme
nezistili.

P53 a MDM2

Funkcnost imunohistochemicky ex-
primovaného proteinu p53 moézeme
s velkou pravdepodobnostou dokéazat
sucasne s expresiou MDM2. Vacsina vzo-
riek vykazovala negativitu oboch pro-
teinov. Bolo to 71 vzoriek (52 %). Malé
percento vzoriek bolo p53 negativnych
a MDM2 pozitivnych (10/7 %). Zvysenu

hladinu p53 v kombindcii s MDM2 ne-
gativitou sme zistili v 46 vzorkach, ¢o
predstavuje 34 %. Len devat vzoriek
bolo simultanne pozitivnych na p53 aj
MDM2, ¢o predstavovalo 7 % vsetkych
skimanych vzoriek. Z nich dve vzorky
z 56 predstavovali adenokarciném, pat
z 58 skvamocelularny typ a dve z 13 vel-
kobunkovy karciném. Vylu¢ne p53 pozi-
tivnych vzoriek bolo 48 (19 %) vietkych
sledovanych vzoriek (136).

Diskusia

Pouzitim imunohistochémie na detekciu
samotného proteinu p53 sme schopni
urcit jeho zvysenu expresiu v nadoro-
vych bunkéch. Predpokladédme, Ze je to
jeho nefunkéna forma. V nasej praci sme
sa snazili zistit expresiu skuto¢nej formy
proteinu p53 vo vzorkach karcinomu
pluc. Predpokladame teda, Ze nadory,
ktoré exprimuju vysoké hladiny tohoto
proteinu, budd p53 inaktivne. Na dru-
hej strane ale, vzorky bez imunoexpresie
p53 by mali obsahovat funkénd formu
proteinu. Ak chceme rozlisit ¢i zvysend
expresia proteinu p53 vznikla ako nasle-
dok stabilizujucej mutacie génu alebo je
dosledkom funkéného génu p53, ktory
bol stabilizovany urcitou formou bun-
kového stresu, na to nam posluzi dékaz
expresie proteinu MDM2. Ak najdeme
zvysenu expresiu p53 bez expresie
MDM2 péjde s najvac¢sou pravdepodob-
nostou o mutovanu formu génu, ¢oho
vysledkom je nefunkcny protein p53.

Ak vsak pri zvySenej expresii p53 zis-
time sucasne aj zvySenu pritomnost
MDM2, v takomto pripade péjde zrejme
o funkénd variantu p53 - wild-type
p53 (WTp53). Z tohto dévodu sme teda
svoju pozornost upriamili na vzorky
p53 pozitivne a v nich sme désledne sle-
dovali aj pritomnost MDM2.

V nasom subore, ktory predstavo-
val 136 vzoriek, 46 vzoriek bolo p53 po-
zitivnych. Pri ich dalSom dofarbeni na
MDM2 sme zistili, ze len devat vzoriek
bolo sucasne pozitivnych aj na protein
MDM2. U tychto vzoriek predpokla-
dédme, Ze exprimuju funkénu variantu
p53 (wild-type p53), a zaroven u tychto
pacientov by mala byt prognéza z hfa-
diska expresie proteinu p53 priaznivejsia.

Mutdcie p53 su v bunkovych linidch
nemalobunkového karcindmu pluc
(non-small cell lung cancer — NSCLC)
velmi casté [13] a vedu k zvysenej re-
zistencii na cisplatinu [14-17], cyklofos-
famid [15], 5-FU [14], etopozid [14-16],
kamptotecin [17], metotrexat [14], an-
tracykliny [14], bleomycin [14], a radia-
ciu [13]. Schopnost indukovat rezisten-
ciu na chemoterapiu a radiaciu variruje
s typom p53 mutdcie. Naopak, vprave-
nie WTp53 do bunkovych linii s mutova-
nou p53 zvrati rezistenciu [14,17]. Trans-
fekcia WTp53 do NSCLC bunkovych linif,
ktoré neobsahuju p53, zvySuje senziti-
vitu na platinu, 5-FU, doxorubicin, irino-
tekan a etopozid [18,19] a vedie k bun-
kovej senescencii [19,20]. Transfekcia
p73 (homoldg p53) do WTp53 a p53 ne-
gativnych NSCLC bunkovych linii tiez
zvysuje cisplatinou indukovanu apop-
tozu [21], a efektivnost ucinku cispla-
tiny a Ziarenia koreluje s expresiou
MDM2 proteinu [22]. Taxany mbzu in-
teragovat s p53 trochu odlisne ako iné
agensy. Vpravenie WTp53 do p53 nega-
tivnych buniek zvysuje senzitivitu na ta-
xany [18], podla inych zvysuje rezisten-
ciu na taxany [23]. Vpravenie WTp53 do
inych bunkovych linii znizuje senziti-
vitu na taxany [20] a mutovana forma
p53 (MTp53) v inych Stadidach nema
vplyv na taxanovu rezistenciu [14,24].
Nemalobunkové karcinémy pluc expri-
muju mutécie p53 v 40—90 % [15]. To, Ze
nadory, ktoré su imunohistochemicky
p53 pozitivne st nositelmi MTp53 plati
asina 70 % [15,25].
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V klinickych stadiach NSCLC mala ex-
presia MTp53 u pacientov lie¢enych na
baze platiny suvislost so znizenou od-
povedou na lie¢bu a skratenim celkovej
doby prezivania [25,26]. U tejto skupiny
pacientov ale MTp53 nebolo vyrazne
asociované s odpovedou na liec¢bu ta-
xanmi bez platiny. U pacientov, ktori ex-
primovali p53 a boli lieceni platinovymi
derivatmi v kombindcii s celym radom
cytostik (vinka alkaloidy, taxany, etopo-
zid, 5-FU,...) bola tendencia k znizenej
odpovedi na liecbu so skratenim doby
prezivania [27—-31]. Na druhej strane,
IHC p53 pozitivita nekorelovala s re-
dukciou odpovede na lie¢bu a celko-
vym prezivanim u pacientov liecenych
len vinka alkaloidmi [32], alebo platino-
vymi derivatmi v kombinacii s etopo-
zidom, gemcitabinom, radioterapiou
a inymi [27,32—-34]. Vidime, Ze nazory
na vypovednu hodnotu imunohistoche-
mickej expresie p53 sa vyrazne rdznia
a su casto protirecivé. Sucasné IHC sta-
novovanie p53 a MDM2 by mohlo vniest
objasnenie do tohto problému a po-
méct presnejsie urcit skuto¢nu funkciu,
resp. nefunkénost MTp53 v nadorovych
bunkach.

Zaver

Casté pritomnost imunohistochemicky
dokazaného proteinu p53 v nddorovych
bunkach este neznamen4, ze tento pro-
tein je apriori nefunkény. Na presnej-
Sie urcenie skutocnej aktivity proteinu
p53 v nadorovych bunkach karcinému
plic ndm posluzi IHC stanovenie pro-
teinu MDM2. Ak p53 pozitivha vzorka
vykazuje sucasne MDM2 expresiu, resp.
pozitivitu, pdjde s najva¢Sou pravdepo-
dobnostou o funként formu MTp53.
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Suhrn

Vychodiskd: Priblizne 25 % pacientov s kolorektédlnym karciném (CRC) méd uz v ¢ase stanovenia
diagnoézy potvrdené vzdialené metastazy a asi u 50 % pacientov dochadza k ich vzniku v prie-
behu ochorenia. Chirurgickd lie¢ba metastaz zlepsuje klinické vysledky a ako jedina poskytuje
sancu na dlhodobé prezivanie. Resekabilitu inicidlne inoperabilnych metastaz je mozné do-
siahnut ich zmensenim prostrednictvom systémove;j liecby. Materidl a metédy: Retrospektivne
sa analyzuje subor 21 pacientov s metastatickym kolorektalnym karcinémom (mCRC) lie¢enych
v rokoch 2006—-2012, ktori podstupili radikalne odstranenie metastaz. Inicidlne resekabilnych
bolo 14 pacientov, sedem pacientov dosiahlo operabilitu metastaz po aplikacii systémovej
lie¢by. Ciefom analyzy je zhodnotenie vplyvu chirurgickej liecby metastdz na prognézu pa-
cientov s mCRC v korelacii s klinicko-patologicko-genetickymi faktormi. Vysledky: Median veku
pacientov bol 59 rokov. Metastézy v pec¢eni malo 14 pacientov, metastazy v pltucach jeden pa-
cient, dvaja pacienti mali kombinaciu hepatalneho a extrahepatalneho postihnutia a Styria pa-
cienti mali metastézy v inych lokalitdch. Pri medidne sledovania 47 mesiacov doslo u 17 pacien-
tov k progresii ochorenia a 13 pacienti zomreli. Median prezivania bez progresie (progression
free survival — PFS) po odstraneni metastaz bol 17 mesiacov (95% Cl 13,88—20,12) a median cel-
kového prezivania (overall survival — OS) dosiahol 48 mesiacov (95% Cl 38,77-57,23). Mutacia
génu KRAS bola potvrdena u 47,6 % pacientov a mutacia génu BRAF u 9,5 % pacientov. Pacienti
s mutaciou génu BRAF mali horsi PFS (median = 10 mesiacov vs 17 mesiacov; p = 0,523) a OS
(medién = 22 mesiacov vs 51 mesiacov, p = 0,05) v porovnani s pacientmi s BRAF wild-type.
Nebol pozorovany rozdiel v PFS ani v OS v zavislosti od poctu odstranenych metastatickych
lozisk, a ani medzi pacientmi, ktori podstupili odstranenie metastaz inicialne, a pacientmi, ktori
dosiahli operabilitu po systémovej liecbe. Zdver: Vlysledky potvrdzuju, Ze odstranenie metastaz
zlepSuje prognézu pacientov s mCRC a Ze mutdcia génu BRAF ma negativny prognosticky vy-
znam aj u tejto skupiny pacientov.
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kolorektalny karcinom — pecenové metastazy — metastazektémia — prognéza — prezivanie
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Summary

Background: Approximately one quarter of patients with colorectal carcinoma (CRC) have distant metastases at initial diagnosis and almost
50% will develop them during the disease course. Only radical surgical resection of metastases improves clinical outcome and offers a chance
of long-term survival. Initially unresectable metastases can become resectable after downsizing with systemic therapy. Materials and Methods:
Retrospective analysis included 21 patients with metastatic colorectal carcinoma (mCRC) who were treated from 2006 to 2012 and underwent re-
section/ablation of metastases. Fourteen patients had resection at initial diagnosis of metastatic disease and seven patients achieved operability
of metastases after systemic treatment. The aim of the analysis was to evaluate surgical treatment of metastases and its impact on prognosis in
patients with mCRC in correlation with clinical-pathological-genetic factors. Results: The median age of patients was 59 years. Fourteen patients
had metastases in the liver, one patient had metastases in the lungs, two patients had combination of hepatic and extrahepatic metastases
and four patients had metastases in other regions. During median follow-up of 47 months, 17 patients experienced disease progression and
13 patients died. Median progression free survival (PFS) after surgical resection/ablation of metastases was 17 months (95% Cl 13.88—-20.12), and
median overall survival (OS) was 48 months (95% Cl 38.77—-57.23). KRAS mutation was detected in 47.6% of patients and BRAF mutation in 9.5% of
patients. Patients with BRAF mutation had worse PFS (median = 10 months vs 17 months; p = 0.523) and OS (median = 22 months vs 51 months;
p = 0.05) compared to patients with BRAF wild-type. No difference was observed in PFS and OS between the patients with one or more meta-
static lesions and between the patients who underwent resection/ablation of metastases initially or after systemic treatment. Conclusion: These
data suggest that resection/ablation of metastases significantly improves prognosis of patients with mCRC and support the notion that mutated
BRAF has a strong negative prognostic significance also in the group of patients, who undergo surgical resection/ablation of metastatic lesions.

Key words
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Uvod

Kolorektalny karciném (colorectal car-
cinoma - CRC) je v odhadoch pre rok
2008 celosvetovo tretim najcastejsim na-
dorovym ochorenim u muzov a druhym
u zien (s vynimkou ne-melanémovych
nadorov koZe), a zaroven predstavuje
Stvrtu a tretiu najcastejSiu pricinu smrti
spomedzi vietkych malignit u muzoyv,
resp. zien. Geografické rozdiely v inci-
dencii ochorenia znacne variruju, pre rok
2008 sa predpoklada celosvetovo naj-
vy$si vyskyt ochorenia u muzov v Slo-
venskej republike (SR), u Zien v Madarsku
(@ na druhom mieste v SR) [1]. Na Slo-
vensku sa v poslednom Statisticky spra-
covanom roku 2007 diagnostikovalo
1 943 pripadov ochoreni u muzov, ¢o
predstavuje Standardizovanu inciden-
ciu (priamou metédou na svetovu Stan-
dardnt populaciu) 55,6/100 000 a prvé
miesto v rebri¢ku vyskytu zhubnych
nadorov. U Zien sa v danom roku dia-
gnostikovalo 1 408 pripadov CRC (Stan-
dardizovand incidencia 27,8/100 000),
¢im sme sa umiestnili na druhom mieste
zo vsetkych zhubnych nadorov [2]. Inci-
dencia ochorenia mala u muzov v SR 3ta-
tisticky signifikantne rastuci trend od roka
1987 az do roka 2005 o priemernt medzi-
ro¢nu hodnotu 2,6 % (p < 0,001), od roka
2005 sa zaznamenava vyrazny pokles
hodné6t. U Zien sa signifikantny vzostup
incidencie CRC zaznamendval v rokoch

1993-2004 (o priemernd medziro¢nu
hodnotu 2 %, p < 0,001), od roka 2004 sa
podobne ako u muzov registruje pokles
trendov incidencie. Mortalita na CRC
ma u muzov od roka 1999 stabilizovany,
u zien od roka 1998 dokonca vyznamne
klesajuci (—1,6 % medziro¢ne, p < 0,001)
trend [3]. Na Slovensku ma v case dia-
gndzy viac ako 22 % muzov a 21 % zZien
pritomné vzdialené metastazy (IV. kli-
nické staddium), pricom vsak viac ako 9 %
zo vsetkych chorych nemd v Case regist-
racie klinické stadium zadefinované [2].
Vo vieobecnosti ma asi 25 % pacien-
tov s CRC uz v ase stanovenia diagndzy
pritomné vzdialené metastazy a cel-
kovo k ich rozvoju dochadza takmer
u 50 % pacientov, ¢o ma zasadny dopad
na progndzu [4]. Kym pétrocné preziva-
nie v |. $tadiu presahuje 90 %, v IV. stadiu
klesa na hodnotu okolo 8 % [5]. Pokroky
v systémovej lie¢be prispeli u pacientov
v IV. $tadiu ochorenia k predizeniu prie-
merného prezivania priblizne na dva
roky. Dlhodobejsie prezivanie posky-
tuje pacientom s metastatickym kolo-
rektalnym karcin6mom (metastatic co-
lorectal cancer — mCRC) len radikalna
eliminacia metastaz. Najcastejsou loka-
litou metastatického rozsevu je pecenri
a odstranenie hepatalnych metastaz je
mozné realizovat chirurgickou resekciou
alebo lokélnou abléciou (napr. radio-
frekven¢na ablacia, chemoembolizacia

a pod.). Inicidlne neresekabilni pacienti
mé&zu dosiahnut operabilitu prostrednic-
tvom systémovej, tzv. konverznej liecby.
V pripade kompletného odstranenia so-
litdrnej metastazy moze patrocné prezi-
vanie presiahnut 50 %, v pripade styroch
a mene;j lézii je to 30-50 % [6,7].

Cielom nasledovnej retrospektivnej
analyzy je zhodnotenie vplyvu chirurgic-
kej liecby metastdz na prognézu pacien-
tov s mCRC v koreldcii s klinicko-patolo-
gicko-genetickymi faktormi.

Material a metédy

Analyza pacientov

Do analyzy bolo zaradenych 21 pacien-
tov (10 muzov, 11 Zien), s histologicky
verifikovanym mCRC, ktori boli liecenf
v rokoch 2006—2012 a ktori podstupili
radikdlne odstrdnenie metastdz v ro-
koch 2006—-2010 v Onkologickom Ustave
sv. Alzbety. Cielom nasej analyzy bolo vy-
hodnotenie nasledovnych parametrov:
vekova Struktura pacientov v case stano-
venia diagn6zy metastatickej choroby, lo-
kalizécia primarneho tumoru a metastdz,
pocet metastdz, prezivanie bez cho-
roby (disease free survival — DFS) u pod-
skupiny pacientov, ktori neboli inicidlne
metastaticki (Il. a lll. stadium), preziva-
nie bez progresie (progression free sur-
vival — PFS) po metastazektomii, celkové
prezivanie (overall survival — OS), stano-
venie frekvencie vyskytu mutacii KRAS
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Graf 1. Prezivanie bez progresie (PFS) po metastazektomii (me-

dian = 17 mesiacov, 95% Cl 13,88-20,12).

a BRAF génov a vyznamu BRAF mutacie
ako negativneho prognostického faktora.
Odstranenie metastdz bolo realizované
chirurgickou resekciou alebo v pripade
hepatalnych metastaz aj lokédlne-radio-
frekvencnou abléaciou (RFA). Metastazek-
tomiu podstupilo inicidlne 14 pacientoy,
siedmi pacienti boli inicidlne nereseka-
bilni a operabilita bola dosiahnutd pro-
strednictvom systémovej liecby.

Analyza KRAS a BRAF

Pri analyze mutacii génov KRAS a BRAF
sme sa zamerali na skrining najéastej-
Sie sa vyskytujucich bodovych alterdcii,
ktoré su v géne KRAS lokalizované v kodé-
noch 12 a 13 exénu 2 a v géne BRAF v ko-
déne 600 exdnu 15. Z nadorovych buniek
(vzorky nativneho tkaniva alebo fixova-
ného prepardtu v parafine) bola izolo-
vana DNA, z ktorej boli pomocou PCR am-
plifikované fragmenty obsahujuce exén
2 génu KRAS (fragment o dlzke 173 bp)
a exon 15 génu BRAF (103 bp fragment).
PCR produkty boli purifikované pouzitim
ExoSAP-IT” kitu (USB Corporation, Cleve-
land, Ohio) inkubaciou 45 minut pri tep-
lote 37°C a nasledne pri teplote 80°C
15 minut. K mutovanym poziciam boli
nadizajnované 3$pecifické oligonukleo-
tidy konciace jednu bézu pred “hot-spo-
tom” sp6sobom, aby umoznovali para-

38,77-57,23).

leInu detekciu réoznych mutdcii v jednej
analyze. Jednobazovou extenziou tychto
oligonukleotidov v SNaPshot reakcii pou-
Zitim ABI PRISM SNaPshot Multiplex Kitu
(Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) vznikaju fluorescen¢ne znacené
fragmenty v mieste potencialnej muta-
cie. Multiplexna SNaPshot reakcia obsa-
hovala v celkovom objeme 10ml po 1ml
z kazdého PCR produktu (KRAS a BRAF),
2ml SNaPshot Multiplex Ready Reaction
Mix zmesi, 1 ml 5-krat sekven¢ného pufru
Big Dye V3.1 Terminator Kitu, 2ml SNa-
Pshot oligonukleotidov v koncentrécii
0.01-0.06 mM a 3 ml vody. Pri nastaveni
reakénych podmienok boli dodrzané od-
porucania vyrobcu kitu a SNaPshot pro-
dukty boli nasledne purifikované enzy-
maticky pouzitim 2U alkalickej fosfatazy
SAP (USB Corporation, Cleveland, Ohio)
pri teplote 37°C po dobu 45 minut. Po te-
pelnej inaktivécii enzymu SAP pri teplote
80°C pocas 15 minut boli fluorescencne
znacené produkty separované elektro-
foreticky na kapildrnom sekvenatore ABI
Prism 3130. Vysledky SNaPshot analyzy
boli hodnotené pouzitim softvéru Gene-
Mapper (Applied Biosystems).

Statisticka analyza
Spracovanie a vyhodnotenie dat bolo
planované formou deskriptivnej Statis-

T T T
20.00 40.00 60.00

celkové prezivanie (mesiace)

Graf 2. Celkové prezivanie (OS) (median = 48 mesiacov, 95% Cl

tickej metodiky. Median sledovania bol
vypocitany ako medidn ¢asu observacie
u véetkych pacientov od stanovenia dia-
gnézy metastatického ochorenia az po
Umrtie a u este Zijucich pacientov k da-
tumu ich poslednej kontroly. PFS bolo
vypocitané od ddtumu metastazekté-
mie az po datum progresie alebo u pa-
cientov bez progresie k smrti, alebo
datumu poslednej kontroly. OS bolo vy-
pocitané od stanovenia diagnézy me-
tastatického ochorenia az po datum
Umrtia a u Zijucich pacientov k datumu
poslednej kontroly. PFS a OS boli poci-
tané pomocou Kaplan-Meierovej me-
tédy a porovnané log-rank testom. Pre
vietky Statistické analyzy bola za signi-
fikantnu povazovana hodnota p < 0,05.

Vysledky

Hodnoteny subor pozostaval z 21 pa-
cientov (10 muzova 11 Zien) s medidnom
veku 59 rokov (rozpatie 33-71 rokov,
25-75% kvantil (45-65 rokov)) v case
stanovenia diagnézy metastatickej cho-
roby. Primdrny tumor bol najéastej-
Sie lokalizovany v oblasti colon sig-
moideum. V V. $tadiu ochorenia bolo
diagnostikovanych 12 pacientov. Ini-
cidlne vll. alebo lll. $tddiu ochorenia bolo
diagnostikovanych devat pacientov
a k vzniku vzdialenych metastaz u nich
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Graf 3. Porovnanie PFS podla po¢tu odstranenych metastaz
(mts). Pacienti s jednou metastazou (svetlomodra ¢iara) mali
dlhsie PFS (median 18,0 mesiacov, 95% Cl 15,43-20,57) v porov-
nani s pacientmi s dvomi a viacerymi metastazami (tmavomodra
c¢iara) (median 14,0 mesiacov, 95% Cl 10,55-17,45); p = 0,642.

doslo neskor, s medidanom DFS 11 me-
siacov. Siesti pacienti z uvedenej skupiny
devat pacientov absolvovali v minulosti
po odstraneni primarneho tumoru aj ad-
juvantnu liecbu.

Typickym miestom metastatického
rozsevu bola pecen, ktora bola sucasne
jedinym miestom postihnutia u 14 pa-
cientov, pricom v siedemich pripadoch
iSlo o solitdrnu metastadzu. Izolované
plicne metastazy mal jeden pacient,
dvaja pacienti mali kombinaciu hepa-
talneho a extrahepatalneho postihnu-
tia (pluca, infiltracia branice) a Styria pa-
cienti mali metastazy v inych lokalitach
(maternica, mocovy mechur, vajecniky,
peritoneum, hrudna stena).

Z celkového poctu pacientov, traja pa-
cienti so solitdrnou metastazou v pe-
¢eni podstupili RFA, jeden pacient mal
kombinaciu operacného rieSenia s RFA,
vsetci ostatni pacienti mali metastazy
odstranené chirurgickou resekciou. Naj-
¢astejsie aplikovanym bol rezim IFL —
irinotekan (125mg/m?), 5-fluoroura-
cil (500 mg/m?) i.v. bolus a leukovorin
(20mg/m?) i.v. bolus — aplikovany je-
denkrét tyzdenne pocas Styroch zo Sies-
tich tyzdnov, v kombinacii s biologickou

liecbou (bevacizumab v davke 5 mg/kg
a dva tyzdne), pricom priemerné trva-
nie predoperacnej lie¢by bolo sedem
mesiacov.

Zo skupiny pacientov s predoperac-
nou lie¢bou sa komplikacie po chirurgic-
kom vykone vyskytli u jedného pacienta,
a to vo forme akutnej hepatélnej insu-
ficiencie, peritonitidy a subileédzneho
stavu, s potrebou revizie dutiny brusnej,
evakudcie infikovaného ascitu a antibio-
tickej liecby.

Pri medidne sledovania 47 mesia-
cov (rozpatie 14—61 mesiacov) doslo
u 17 pacientov (81 %) k progresii ocho-
renia a 13 pacienti (62 %) zomreli.

Medidn PFS po odstraneni metastaz
bol 17 mesiacov (95% Cl 13,88-20,12)
a median OS dosiahol 48 mesiacov
(95% Cl 38,77-57,23) (graf 1 a 2). Pacienti
(n = 7), ktori mali solitdrnu metastazu
v peceni dosiahli Statisticky nesignifi-
kantne lepsi PFS (medidn = 18 vs 14 me-
siacov; p = 0,642) a OS (median = 51 vs
45 mesiacov; p = 0,747) v porovnani
s pacientmi s dvoma a viacerymi me-
tastdzami (graf 3 a 4).

PFS ani OS neboli signifikantne lep-
sie u pacientov, ktori podstupili metasta-

celkové prezivanie (mesiace)

Graf 4. Porovnanie OS podla po¢tu odstranenych metastataz
(mts). Pacienti s jednou metastazou (svetlomodra ¢iara) mali
dlhsie OS (median 51,0 mesiacov, 95% Cl 25,76-76,24) v porov-
nani s pacientmi s dvomi a viacerymi metastazami (tmavomodra
¢iara) (median 45,0 mesiacov, 95% Cl 19,61-70,39); p = 0,747.

zektdémiu po systémovej liecbe, v po-
rovnani s tymi, ktori ju mali realizovanu
inicidlne (median PFS = 17 vs 14 mesia-
cov; p=0,593; median OS =48 vs 51 me-
siacov; p = 0,710). V nasom subore pod-
stupili RFA bez komplikacii celkovo Styria
pacienti, z toho jeden pacient aj v kom-
binécii s chirurgickou resekciou. Z uve-
denych Styroch pacientov traja pacienti
zomreli a jeden nadalej preziva bez pro-
gresie ochorenia. PFS ani OS neboli sig-
nifikantne lepsie u pacientov, ktori pod-
stupili chirurgicku liecbu v porovnani
s pacientmi, u ktorych bola sucastou
lie¢cby RFA (median PFS = 17 vs 18 me-
siacov; p = 0,44; median OS = 51 vs
25 mesiacov; p = 0,09). Mutacia génu
KRAS bola potvrdena u 47,6 % pacientov
a mutacia génu BRAF u 9,5 % pacientov.
Pacienti s mutaciou BRAF mali horsi PFS
(medidn = 10 mesiacov vs 17 mesiacov;
p = 0,523) a OS (median = 22 mesiacov
vs 51 mesiacov; p = 0,05) v porovnani
s pacientmi s BRAF wild-type, pricom
v pripade OS uvedeny rozdiel dosiahol
aj statisticky vyznamnu signifikantnost
(graf 5a6).

Pacienti s mutaciou KRAS nemali
odlisné PFS (medidn = 17 mesiacov
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Graf 5. Porovnanie PFS podla pritomnosti mutacie BRAF génu.
Pacienti bez mutacie BRAF génu (,BRAF 0“) (svetlomodra
ciara) mali dlhsie PFS (median 17,0 mesiacov) oproti pacientom
s mutaciou BRAF génu (,BRAF 1") (tmavomodra ¢iara) (median

10,0 mesiacov); p =0,523.

vs 13 mesiacov; p = 0,66) a OS (me-
didan = 51 mesiacov vs 45 mesiacov,
p = 0,65) v porovnani s pacientmi s KRAS
wild-type.

Diskusia

Metastazy CRC predstavuju zavazny Kkli-
nicky problém. Vzhfadom na vyznamné
zlepsenie progndzy, ktoré méze priniest
ich odstranenie, by otdzka metastazek-
tomie mala byt vzdy predmetom dé-
kladného zvézenia. Vo vadsine pripadov
ide o pacientov s metastatickym postih-
nutim pecene, avsak nie viac ako 20 %
tychto pacientov je vhodnych na resek-
ciu. Pri¢inou byva najma nevhodnd loka-
lizacia metastaz a multifokalne postih-
nutie heparu, s nemoznostou zachovat
dostato¢nu funkénu rezervu hepatal-
neho parenchymu.

Za resekabilné pecenové metastazy sa
vo vSeobecnosti povazuju iba tie, ktoré
mozno odstranit kompletne, pri zacho-
vani dostato¢ného podielu funkéného
pecenového parenchymu [8]. Medzi
dolezité kritéria, ktoré by mali byt spl-
nené pred chirurgickym vykonom, patri
vylucenie postihnutia hepatéalnej arté-
rie, hlavnych zl¢ovodov, portélnej vény

T
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Graf 6. Porovnanie OS podla pritomnosti mutacie BRAF génu.
Pacienti bez mutacie BRAF génu (,BRAF 0“) (svetlomodra
c¢iara) mali dlhSie OS (median 51,0 mesiacov) oproti pacientom
s mutaciou BRAF génu (,BRAF 1“) (tmavomodra ¢iara) (median

22,0 mesiacov); p = 0,050.

alebo celiakalnych/paraaortalnych lym-
fatickych uzlin [9], a zaroven uz vyssie
uvedena dostatocna funkéna rezerva
zvyskového parenchymu. Taktiez by pa-
cient nemal mat iné, neresekovatelng,
extrahepatélne postihnutie a kompletne
by mal byt odstraneny aj primarny
tumor [10]. V pripade extrahepatalneho
postihnutia byva u vhodnych pacientov
technicky najlepsie realizovatelnd pre-
dovsetkym resekcia plucnych a ovarial-
nych metastaz [11].

Metédou volby odstranenia hepatal-
nych metastaz je chirurgickd resekcia.
U pacientov s izolovanymi hepatalnymi
metastazami, ktori z rozli¢nych dévodov
nemo6zu podstupit chirurgicky zakrok,
prichddza do Uvahy lokalna ablacia me-
tastdz, pricom preferovanou metédou je
RFA. Najlepsie vysledky s RFA su dosaho-
vané u metastdz v poCte menej ako tri,
s priemerom < 5cm, ktoré nie su lokalizo-
vané v blizkosti hlavnych cievnych Struk-
tdr. V nasom subore podstupili RFA bez
komplikacii celkovo $tyria pacienti, z toho
jeden pacient aj v kombindcii s chirurgic-
kou resekciou. PFS a OS neboli u tychto
pacientov horsie v porovnani s pacientmi
lie¢cenymi chirurgickou resekciou, i ked

sme pozorovali trend k horsiemu celko-
vému preZivaniu u pacientov, kde sucas-
tou liecby bola RFA (51 vs 25 mesiacov).

U pacientov, ktori inicidlne nie su
vhodni na resekciu je operabilitu mozné
dosiahnut prostrednictvom systémo-
vej, tzv. konverznej lie¢by, a to s pravde-
podobnostou 5-15 % [12]. Zaujimavou
je otdzka, ¢i existuje podstatny rozdiel
v prognéze medzi pacientmi, ktori re-
sekciu podstupili inicidlne, a pacientmi,
ktori dosiahli operabilitu po systémovej
liecbe. Vysledky francuzskej skupiny [13]
preukdzali, Ze obe skupiny pacientov
maju podobnu prognézu. V nasej ana-
lyze sme taktiez nepotvrdili Statisticky
signifikantny rozdiel v PFS a OS medzi
uvedenymi skupinami pacientov.

Optimalny rezim konverznej lie¢by
jednoznacne definovany nie je. Zaklad
predstavuje fluoropyrimidin, ktory méze
byt kombinovany s irinotekdnom alebo
oxaliplatinou, event. mozna je aj troj-
kombinacia cytostatik. Udaje z viace-
rych studii zaroven potvrdzujd, Ze pri-
danie biologickej liecby k cytostatikdm
méze dalej zlepsit vysledky a zvysit po-
diel pacientoy, ktori sa stani vhodnymi
na metastazektémiu [14-19].
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Nevyhnutné je viak vzdy brat do
uvahy toxicitu aplikovanej terapeutic-
kej schémy a jej mozny vplyv na vy-
skyt periopera¢nych komplikacii. Kym
pri oxaliplatine sa castejsie popisuje ri-
ziko postihnutia a obstrukcie hepatal-
nych sinusov, u irinotekdnu je ¢astejsia
steat6za alebo steatohepatitida [20—29].
Mozné rizikd su aj v pripade aplika-
cie biologickej lie¢by. U bevacizumabu
su to predovsetkym tromboembolické
komplikacie, perforacia ¢reva, krvaca-
nie alebo stazené hojenie ran, ktoré by
mohli nepriaznivo vplyvat na naslednu
metastazektdmiu a pooperacny priebeh.
Bezpecnostny profil bevacizumabu bol
hodnoteny vo viacerych retrospektiv-
nych studiach, pricom v3ak ziadna z nich
nepreukdzala vyznamné zvysenie vyssie
uvedenych komplikacii [30-37]. Déle-
Zité je aplikovat predoperacnt lie¢bu
¢o najkratsie, aby sme predisli moznym
komplikaciam, ktoré moze spodsobit.

Celkovy pocet metastdz sa v sucas-
nosti nepovazuje za najrozhodujucejsi
faktor. DélezitejSim je sposob ich uloze-
nia, velkost, moznost vykonat RO resek-
ciu a splnit pri tom podmienku ponecha-
nia plne funkénej rezervy peceriového
parenchymu. Vdaka pokrokom v chirur-
gickej aj systémovej lie¢be je v sucas-
nosti mozné resekciu realizovat dokonca
aj v pripade multifokalnych a bilobarne
ulozenych metastaz.

Ako uz bolo uvedené vyssie, ¢i uz
v pripade solitarnej metastazy alebo pri
pocte < 4 metastaz moze patrocné pre-
zivanie prekrocit hranicu 50 %, ¢o pod-
poruje tvrdenie, ze rozhodujucimi pre
progndézu su iné parametre ako len sa-
motny pocet metastaz. V nasom subore
bol zachyteny trend k zlepseniu PFS
a OS u pacientov so solitdrnou metasta-
zou v peceni v porovnani s pacientmi
s > 2 metastazami, avsak Statistickd sig-
nifikantnost sa nedosiahla, ¢o mohlo byt
ovplyvnené aj velkostou nasho suboru.

CRC predstavuje heterogénne ochore-
nie, a preto je vyvijané usilie ¢o najviac in-
dividualizovat jeho liecbu. S tym suvisi
hladanie prediktivnych a prognostickych
biomarkerov, ktoré by mohli byt napo-
mocné pri vybere vhodného terapeutic-
kého rezimu.V pripade mCRC a liecby EGFR
inhibitormi sa za negativny prediktivny
marker povazuje mutacia génu KRAS, ktora

vedie ku konstitu¢nejaktivacii RAS-RAF-ERK
signalnej drahy, a tym k rezistencii na ce-
tuximab a panitumumab [16,19,38—49].
Pritomnd byva priblizne u 40 % pacien-
tov s mCRC, pricom je vysokd konkordan-
cia medzi mutaciou v primarnom tumore
a vzdialenymi metastazami [50]. Mutdcia
génu BRAF sa vyskytuje priblizne u 5-10 %
pacientov s mCRC a randomizované studie
potvrdili jej negativnu prognostickd hod-
notu [51-53]. V pripade bevacizumabu je
situdcia zlozitejsia, pretoze doteraz nebol
stanoveny Ziadny relevantny biomarker
a tato oblast je nadalej predmetom inten-
zivneho vyskumu.

V nasom subore bola mutacia KRAS pri-
tomna u 47,6 % a mutdacia BRAF u 9,5 % pa-
cientov, teda v podobnej frekvencii ako je
uvedené vyssie. Pacienti s mutaciou BRAF
mali horsiu prognézu v porovnani s pa-
cientmi BRAF wild-type, ¢o sa prejavilo ako
v zhorSenom PFS, tak aj OS, pricom v pri-
pade OS sa dosiahla statisticka signifikant-
nost. Nase vysledky teda potvrdzuju nega-
tivny prognosticky vyznam mutacie BRAF
aj u pacientov, ktori v rdmci komplex-
nej liecby podstupili aj chirurgicku resek-
ciu/ablaciu metastatickych lozisk.

Co sa tyka bezpe¢nosti chirurgického
odstranenia metastdz, mortalita spojend
s resekciou je podla vysledkov viacerych
prac < 5 %, ¢o spolu s moznostou do-
siahnut po resekcii patro¢né prezivanie
v rozmedzi 24—58 % jednoznacne favori-
zuje tuto liecebnd metédu [54—69].

Zaver

Radikalne odstranenie metastaz u pa-
cientov s mCRC predstavuje jedinu, po-
tencidlne kurabilnu lie¢ebnd metédu.
Vy$sie uvedené déta potvrdzuju, ze pa-
cientom s mCRC moze metastazektd-
mia priniest vyznamny benefit, s pozitiv-
nym ovplyvnenim ich dal3ej prognézy,
a preto by mala byt vzdy zvazovovana
u vhodne vyselektovanej skupiny pa-
cientov. To zaroven podporuje tvrdenie,
Ze optimalnu liecbu mCRC je mozné do-
cielit jedine multidisciplinarnym pristu-
pom, zalozenom na Uzkej kooperdcii
medzi klinickym onkolégom, onkochi-
rurgom, radiolé6gom a radioterapeutom.
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PUVODNI PRACE

Na MRI zalozené 3D planovani brachyradioterapie
karcinomu délozniho hrdla — nase zkusenosti
s pouzitim uterovaginalniho aplikatoru

Vienna Ring MR-CT

MRI Based 3D Brachytherapy Planning of the Cervical Cancer —
Our Experiences with the Use of the Uterovaginal Vienna Ring

MR-CT Applicator

Vojtisek R.", Mouryc F.', Cechova D.!, Ciprova R.", Ferda J.2 Finek J.’

'Onkologicka a radioterapeuticka klinika LF UK a FN Plzer
2Klinika zobrazovacich metod LF UK'a FN Plzen

Souhrn

Vychodiska: Planovani uterovaginalni brachyterapie je konvencné zalozeno na pouziti dvou
ortogonalnich rentgenovych snimku. V sou¢asné dobé dochazi k rozvoji 3D planovani brachy-
terapie zalozeného na fuzi CT a MRI vysetieni, které bere do Gvahy individualni rozsah tumoru
a ulozeni kritickych organu. V této praci hodnotime dozimetrické udaje a prvni klinické vysledky
u pacientek s neoperovanym cervikalnim karcinomem pfi pouziti MRI/CT kompatibilniho apli-
katoru umoznujiciho 3D planovani. Soubor pacientii a metody: V obdobi 6/2012-3/2013 jsme
provedli 52 uterovaginalnich aplikaci u 13 pacientek s inoperabilnim cervikalnim karcinomem
pomoci uterovaginalniho aplikatoru Vienna Ring MR-CT. Planovani probéhlo podle fuze CT
a MRI vysetieni panve. Konturace cilovych objem a kritickych struktur byla provadéna na za-
kladé doporuceni GEC-ESTRO a ABS, stejné tak jako vykazovani davek. Vysledky: Celkové trvani
radioterapie bylo 37-52 dnli s medianem 45 dnU. Median celkové davky aplikované do HR
CTV byl 88 Gy (70,7-97,9) EQD2. Median jednotlivé davky pfi brachyterapeutickych aplikacich
byl D90 = 6,45 Gy (3,2-9,82). Median celkové davky aplikované do rekta, sigmoidea a moco-
vého méchyfe, byl D2cc . =642 Gy (54,3-74,1), D2cc ... = 68,6 Gy (57-74,7) a D2cc_ o
ey = 73/9 Gy (58,3-92,6). U 11 pacientek (84,6 %) bylo dosazeno kompletni lokoregionalnf
remise, u zbyvajicich dvou pacientek (15,4 %) bylo dosazeno parcidlni lokoregionalni remise.
U 12 pacientek (92,3 %) doslo ke kompletni regresi tumoru na cipku, u jedné pacientky (7,7 %)
doslo k metastatickému rozsevu v jatrech, tedy k progresi onemocnéni. Zatim pozorujeme ma-
ximalné projevy 1. stupné toxicity, a to jak Gl, tak GU. Pozdni Gl toxicita se projevila u dvou
pacientek (15,4 %) a pozdni GU toxicita se projevila u péti pacientek (38,5 %). Zdvér: 3D plano-
vani brachyterapie neoperovanych nador( délozniho ¢ipku pomoci fuze MRl a CT vysetieni pfi-
nasi jednoznacné moznost davkové eskalace na oblast tumoru a vyznamnym zpUsobem 3etii
okolni rizikové organy. Ve svém dusledku vede tento zplisob planovani k lepsi lokaIni kontrole
onemocnéni a k nizsi postradiacni morbidité.

Klicova slova
nadory délozniho ¢ipku - brachyterapie — planovani radioterapie — magneticka rezonance -
uterovaginalni aplikator
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NA MRI ZALOZENE 3D PLANOVANI BRACHYRADIOTERAPIE KARCINOMU DELOZNIHO HRDLA — NASE ZKUSENOSTI

Summary

Background: Uterovaginal brachytherapy planning is conventionally based on the use of two orthogonal X-ray projections. Currently, there is
a large development of 3D brachytherapy planning based on the fusion of CT and MRI, which takes into account the extent of the tumor and
the location of organs at risk. In this work, we evaluated the dosimetric data and first clinical results in patients with inoperable cervical cancer
using MRI/CT compatible applicator enabling 3D planning. Patients and Methods: Between June 2012 and March 2013, we performed 52 utero-
vaginal applications in 13 patients with inoperable cervical cancer using Vienna Ring MR-CT applicator. Planning was carried out by the fusion
of MRI and CT. Target volumes and organs at risk delineation were carried out on the basis of GEC-ESTRO and ABS recommendations as well as
doses reporting. Results: Overall radiotherapy duration was 37-52 days with median of 45 days. The median total dose delivered to the HR CTV
was 88 Gy (70.7-97.9) EQD2. The median single dose in brachytherapeutic applications was D90 = 6.45 Gy (3.2-9.82). The median total doses
delivered to the rectum, sigmoid colon and bladder were D2cc . = 64.2 Gy (54.3-74.1), D2cc, . = 68.6 Gy (57-74.7) a D2cc, . = 73.9 Gy
(58.3-92.6). In 11 patients (84.6%), complete locoregional remission was achieved, in the remaining two patients (15.4%), partial locoregional
remission was achieved. Twelve patients (92.3%) had complete regression of the tumor in the cervix, one patient (7.7%) developed metastatic
spread to the liver. Yet we did not observe manifestations of a higher degree of toxicity than the first grade, both Gl and GU. Late Gl toxicity was
manifested in two patients (15.4%) and late GU toxicity was manifested in five patients (38.5%). Conclusion: 3D brachytherapy planning of inope-
rable cervical cancer using the fusion of MRI and CT conclusively raises the possibility of the dose escalation to the tumor and significantly spares
the surrounding organs at risk. Subsequently, this way of planning leads to better local control of the disease and to lower radiation morbidity.
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Uvod

Karcinom délozniho hrdla je v Ceské
republice 8. nej¢astéjsim nadorovym
onemocnénim u Zen, jehoz incidence
v roce 2010 byla 18,53/100 000 a mor-
talita 7,16/100 000 pacientek. Za po-
slednich 15 let doslo pouze k mirnému
snizeni téchto epidemiologickych uka-
zateld (v roce 1995 byla incidence
21,87/100 000 a mortalita 9,73/100 000)
[1]. Standardizované terapeutické onko-
gynekologické postupy vychdzeji z kla-
sickych prognostickych faktor(, jako je
velikost nddoru, hloubka stromalni in-
vaze, histopatologicky typ nadoru, me-
tastatické postizeni lymfatickych uzlin
a Siteni nadoru do parametrii [2].

Brachyterapie je v 1é¢bé cervikal-
nich karcinoma indikovana po zevni
radioterapii u viech lokalné a lokore-
giondlné pokrocilych stadii (FIGO sta-
dia IB2-IVA). Samostatna brachyterapie
muze byt pouzita jako primarni |é¢ebna
metoda u ¢asnych stadii (IA-IB1). Od sta-
dia IB1 by méla byt radioterapie kom-
binovéna, nejsou-li pfitomné kontra-
indikace, s konkomitantné podavanou
chemoterapii [3,4].

Planovani intrakavitarni uterovagi-
nalni brachyterapie pouzivajici uterinni
tandem a vaginalni ovoidy ¢iring je kon-
vencné zaloZeno na poufZiti dvou orto-
gonalnich rentgenovych snimkd, coz je
koncept vytvoreny pred cca 40 lety [5].
Od roku 1985 se pouzivaji standardi-

zované specifika¢ni davkové body na-
vrzené v ICRU reportu 38 [6]. V dnesni
dobé Sirokého vyuzivani modernich
zobrazovacich metod se jiZ tento postup
nejevi jako zcela optimalni, nebot pred-
pis davky do konvenéniho virtualniho
bodu A a vykazovani davek v referenc-
nich bodech pro kritické organy (rektum
a mocovy méchyi) nemuize ze své pod-
staty korespondovat s individudlnim
rozsahem tumoru a ulozenim kritickych
organ(, coz nasledné vede bud k pod-
davkovani ¢asti cilového objemu, anebo
k vy$Simu zatizeni rekta a mocového
méchyfe [5,7]. Proto také dochazi k roz-
voji 3D planovani brachyterapie zaloze-
ného na CT vysetieni anebo na fuzi CT
a MRI vysetieni. Samotné CT vysetfeni
je limitované Spatnym mékkotkanovym
kontrastem a omezenou schopnosti ro-
zeznat vlastni tumor od normalni cer-
vikdlni, uterinni a parametrialni tkané.
V tomto smyslu je vysetfeni MRl mno-
hem senzitivnéjsi [5]. Prvni publikované
klinické vysledky demonstruji pozitivni
dopad 3D planovani brachyterapie na
lokoregiondlni kontrolu onemocnéni
a na redukci pozdni postradia¢ni morbi-
dity [8-10]. Lze rovnéz ocekavat 10-20%
prodlouzeni preziti u pacientek s lokalné
pokrocilym tumorem, pokud je vhodné
a spravné pouzita technika brachytera-
pie zalozené na MRI vysetieni [9].

Cilem této prace je seznamit ¢tendre
s nasimi zkusenostmi s 3D planovanim

uterovaginalni brachyterapie a s prv-
nimi [é¢ebnymi vysledky a projevy post-
radiacni toxicity pfi pouziti nového typu
MRI kompatibilniho aplikatoru pro intra-
kavitarni brachyterapii cervikalnich kar-
cinom - typ Vienna Ring MR-CT.

Soubor pacientii a metody

Soubor pacientek

V obdobi 6/2012-3/2013 jsme na Onko-
logickém a radioterapeutickém oddéleni
FN Plzen provedli celkem 52 uterovagi-
nalnich aplikaci, a to celkem u 13 pa-
cientek s inoperabilnim karcinomem dé-
loZzniho hrdla. Median véku pacientek byl
55 let (rozpéti 31-73 let), v osmi (61,5 %)
pfipadech se jednalo o FIGO (Internatio-
nal Federation of Gynaecology and Ob-
stetrics) stadium IlIB, Ctyfi (30,8 %) pa-
cientky byly diagnostikovany ve stadiu IIB
a jedna (7,7 %) pacientka ve stadiu IVB.
Ve vétsiné pfipadl se jednalo o dlaz-
dicobunécny karcinom (12 pacientek,
92,3 %), v jednom pfipadé (7,7 %) byl
diagnostikovan adenokarcinom (tab. 1).
Vsechny pacientky podepsaly informo-
vany souhlas s 1é¢bou.

Radioterapie

U viech 13 pacientek (100 %) byla bra-
chyterapie kombinovana se zevni radio-
terapii. VSechny pacientky mély rovnéz
provedené MRI vysetieni panve v ramci
stagingu onemocnéni jesté pred zahaje-
nim zevni radioterapie. Planovani zevni
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radioterapie probihalo podle kontrast-
niho CT vysetieni bficha a panve, pa-
cientky zaujimaly supina¢ni polohu.
Konturaci cilovych objem a rizikovych
organu jsme provadéli podle obecnych
ICRU doporuceni [11,12] a podle speci-
fickych doporuceni RTOG pro radikalni
radioterapii cervikalnich karcinom [13].
Pouzili jsme techniku 3D CRT (3D confor-
mal radiotherapy, 3D konformni radiote-
rapie). Planovana davka ze zevni radio-
terapie byla 45-50,4 Gy na oblast panve,
event. paraaortalnich uzlin, pfi rezidual-
nim nalezu na parametriich byla davka
do této oblasti zvysena o 10-16 Gy.

V deviti pfipadech (69 %) byla radio-
terapie potencovana konkomitantné
poddvanou chemoterapii (cisplatina
40 mg/m? tydné) (tab. 1).

Aplikace brachyterapie

Viechny pacientky podstoupily bud

v celkové anestezii, anebo v analgose-
daci nejprve zavedeni mocového kate-
tru a poté zavedeni uterovagindlniho
aplikatoru Vienna Ring MR-CT (Nuclet-
ron, Veenendal, Nizozemi) (obr. 1) do dé-
lozni dutiny a proximalni ¢asti pochvy,
nasledné absolvovaly nativni CT vyset-
feni panve na CT simulatoru (Brilliance
CT Big Bore, Philips), tloustka rezll byla
1mm. lhned poté absolvovaly MRI vy-
Setfeni panve na MRI pfistroji s mag-
netickou indukci 3 T (SKYRA, Siemens
Healthcare, Erlangen, Némecko) v ob-
vyklych sekvencich (nativné v T2 TSE ax.,
sag., T2 TIRM cor, T1 TSE FS tra a DWI ax.
a po aplikaci extracelularni kontrastni
latky i.v. v T1 VIBE dynamicky) (obr. 2),
obé vysetteni byla provedena s aplika-
tory in situ. Pfed CT vySetfenim byl mo-
¢ovy méchyr vyprazdnén pomoci moco-
vého katetru, poté jsme do néj instilovali
30ml zftedéné kontrastni latky (lome-
ron 150 inj. sol.) a mocovy katetr jsme
zaklampovali. Po vy3etfeni jsme katetr
opét uvolnili.

Planovani lécby

Konturace cilovych objem a kritickych
struktur byla provadéna na zakladé do-
poruceni, kterd vydala v roce 2005 gyne-
kologicka pracovni skupina GEC-ESTRO
(Groupe Européen de Curiethérapie -
European Society for Radiotherapy and
Oncology) [14,15] a kterad rovnéz pre-

Tab. 1. Charakteristika souboru (n = 13). A
Vék median (rozmezi) 55 31-73
Histologicky typ dlazdicobunécny 12/13 92,3 %
adenokarcinom 1/13 7,7 %
Grade 1 1/13 7,7 %
2 11/13 84,6 %
3 1/13 7,7 %
Stadium (FIGO) 1IB 4/13 30,8 %
1B 8/13 61,5 %
IVB 1/13 7,7 %
i?:p?;?::;i%‘;;?;f?;gzz;u bez chemoterapie 4/13 30,8 %
1 1/13 7,7 %
2 1/13 0,0 %
3 4/13 30,8 %
4 3/13 23,1%
5 1/13 7,7 %
Postizeni lymfatickych uzlin negativni 4/13 30,8 %
pozitivni panevni 8/13 61,5%
pozitivni paraaortalni 1/13 7,7 %

\_ J

Obr. 1. Uterovaginalni aplikator Vienna Ring MR-CT.

vzala ABS (American Brachytherapy So-
ciety) [3,16]. Data z CT vysetieni slouZila
ke konturaci rizikovych organt (rektum,
sigmoideum a mocovy méchyf) a loka-
lizaci aplikatord. Zakresleni cilovych ob-
jemuU jsme provadéli v T2 sekvencich
MRI vysetfeni. HR CTV (high-risk clini-
cal target volume) je definovan jako re-
zidualni makroskopickd nemoc v dobé
brachyterapie (obr. 3). Zahrnuje v sobé

GTV (gross tumor volume), cely cervix
a extracervikalni porci tumoru v dobé
brachyterapie. Patologickd rezidudlni
tkan, palpovatelna indurace, rezidualni
L5edé zény” [10] (stfedni intenzita sig-
nalu v T2 vaZzeném obraze MRI, ktera je
pokladana za patologickou a topogra-
ficky odpovida rozsahu tumoru v dobé
diagnoézy) v parametriich, déloznim téle,
vaginé, rektu nebo méchyfi by mély rov-
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Obr. 2. T2 sekvence MRI vysetieni s uterovaginalnim aplikato-
rem - sagitalni rovina. V déloznim ¢ipku patrny hyperintenzivni
tumor, pochva vyplnéna tamponadou.

_-I o ‘ ;

Obr. 4. 3D davkova distribuce vypoctena podle CT matice (planovaci systém Oncentra

Masterplan). Cervena barva — HR CTV; zelena — pfedepsana davka, 100% izod6za; modré —
aplikator; svétle hnéda - rektum; tmavé hnéda — sigmoideum; oranzova - mocovy méchyf.

néz byt zahrnuty do tohoto objemu.
IR (intermediate risk) CTV je definovan
jako rezidudIni mikroskopickd nemoc
a odpovida pdvodnimu rozsahu tumoru
v dobé diagnézy. Pfedepsana davka byla
6 Gy na 100% izoddzu, ale v ramci dav-
kové optimalizace pti kazdé jednotlivé
frakci byla davka vykazovana ve formé
D90 (davka, kterd pokryva 90 % cilo-
vého objemu) vzdy takova, abychom
ve vysledném souctu dévkového zati-
zeni kritickych organt pokud mozno

neprekrocili toleranéni davky udavané
ve formé D2cc (minimalni davka v nej-
vice ozafenych 2 cm? tkané pfiléhajici
k aplikatoru), a to konkrétné pro rektum
a sigmoideum 75 Gy a pro mocovy mé-
chyt 90 Gy [3,14-16]. Zadné davkové li-
mity nebyly ureny pro pochvu. Viechny
davky jsme vykazovali v takové formé,
kterd odpovidala davce pfi konvencni
frakcionaci, a to s ohledem na typ hod-
nocené tkané, tedy ve formé EQD2 (ekvi-
valentni forma odpovidajici konven¢ni

Obr. 3. Konturace cilového objemu podle MRI vysetteni. Zelena
barva - HR CTV, modra - aplikator, oranzova - mocovy méchyf,
hnéda - sigmoideum.

frakcionaci a 2 Gy). Pro ucely pfepoctu
davek jsme pouzivali linedrné kvadra-
ticky model s hodnotami a/f = 10 pro
nador a o/p = 3 pro kritické organy [17].
Pro planovani brachyterapie jsme
pouzili pldnovaci systém Oncentra Mas-
terplan (Nucletron, Veenendal, Nizo-
zemi) (obr. 4) a brachyterapeutické ap-
likace byly provadény pomoci HDR
afterloadingového pfistroje MicroSe-
lectron (Nucletron, Veenendal, Nizo-
zemi), kde je zdrojem "Ir (iridium).

Sledované parametry

Sledovali jsme nésledujici parametry -
celkova doba lé¢by, celkova aplikovana
davka do HR CTV, D90 pfi kazdé apli-
kaci brachyterapie, D2cc pro rektum,
sigmoideum a mocovy méchyfr, [é¢ebnd
odpovéd a projevy pozdni gastrointes-
tindIni a genitourinarni toxicity podle
Fox Chase modifikace skdrovaciho sys-
tému RTOG/LENT [18,19]. Jako pozdni
toxicita byly definovany obtize, které se
objevily po vice nez 90 dnech od ukon-
Ceni ozéfeni, nebo obtize, které se vyvi-
nuly béhem lécby a pretrvavaly déle nez
90 dnUl po jejim ukonceni. Kompletni re-
mise (complete remission — CR) byla de-
finovana jako gynekologicky nalez bez
patologie a bez znamek tumoru na CT,
PET/CT ¢i MRI vysetieni. Sledovani pro-
bihd na nasem oddéleni formou kom-
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plexniho gynekologického vysetieni
kazdé tfi mésice a formou MRI vysetieni
(u lokdlné pokrocilého onemocnéni)
a CT nebo PET/CT vysetieni (u lokore-
gionalné pokrocilého onemocnéni) kaz-
dych Sest mésicd (prvni vysetieni za tfi
mésice od ukonceni |é¢by).

Vysledky

Celkové trvani radioterapie bylo
37-52 dnli s medianem 45 dnu. Viechny
pacientky absolvovaly 1é¢bu podle
planu, kromé jedné pacientky, ktera
nepodstoupila posledni planovanou
aplikaci brachyterapie z dlivodu in-
terkurentné probihajici tézké akutni
bronchitidy.

Dozimetrické vysledky

Median celkové aplikované davky (ze
zevni radioterapie a brachyterapie) do
HR CTV byl 88 Gy (70,7-97,9) EQD2.
Median jednotlivé davky brachytera-
peutickych aplikaci byl D90 = 6,45 Gy
(3,2-9,82).

Median celkové davky aplikované do
kritickych organd, tedy rekta, sigmoidea
amocového méchyre, opét zkombinace
zevni radioterapie a brachyterapie, byl
D2cc,,,, = 64,2 Gy (54,3-74,1), D2cc,
e = 68,6 Gy (57-74,7) a D2cc
=739 Gy (58,3-92,6).

mocovy mé-

chyF

Lécebna odpovéd’

Median follow-up byl 32 tydnu (17-56).
U viech 13 pacientek (100 %) bylo do-
sazeno lokoregionalni remise onemoc-
néni, pficemz u 11 z nich (84,6 %) byla
remise kompletni, zbyvajici dvé pa-
cientky (15,4 %) dosahly pouze par-
cidlni lokoregiondini remise. Co se tyka
lokdIni odpovédi, tak kompletni regrese
tumoru na déloznim hrdle byla dosa-
Zena u 12 pacientek (92,3 %). | pres lo-
koregiondlni kompletni remisi doslo
u jedné pacientky (7,7 %) k metastatic-
kému rozsevu v jatrech, tedy k progresi
onemocnéni.

Toxicita

Co se tyka projevd pozdni toxicity, tak
zatim pozorujeme maximalné projevy
1. stupné toxicity, a to jak gastrointesti-
nalni, tak genitourinarni. Pozdni Gl to-
xicita se projevila u 2/13 (15,4 %) pa-
cientek a pozdni GU toxicita se projevila

u5/13 (38,5 %) pacientek. U 6/13 (46,2 %)
pacientek byly pozorovany synechie
proximalni ¢asti posevni sliznice.

Diskuze

Hlavni vyhodou 3D planovani brachy-
terapie pomoci fuze MRI a CT vysetfeni
je zobrazeni rozsahu nddoru v dobé dia-
gnoézy a zejména v dobé aplikace bra-
chyterapie a moznost definovéni indi-
vidudlniho klinického cilového objemu
ve vztahu k aplikatoru a rizikovym orga-

nam, ktery také bere v Uvahu odpovéd

nadoru na zevni radioterapii. Konvenéni
pfedpis davky do virtudlniho bodu
A podle konceptu ICRU Reportu 38 [5]
neni konzistentni s individudInim rozsa-
hem tumoru, coz vede bud'k poddavko-
vani ¢asti cilového objemu, anebo k vys-
$imu zatiZzeni okolnich zdravych tkani.
Navic tento koncept neposkytuje dav-
kové objemové informace o cilovém ob-
jemu a rizikovych organech, mezi které
nepocitd sigmoideum, které se viak rov-
néz vyznamnym zpUsobem podili na
pozdni gastrointestindlni toxicité [20].
3D planovani dovoluje hodnoceni indi-
viduélni davkové distribuce v cilovych
objemech a rizikovych organech [5].
Predpoklad, Ze zvyseni davky apliko-
vané do cilového objemu pfi pfisném
dodrzovani davkové objemovych limitd
rizikovych organu (pfi planovani pomoci
fuze MRI a CT) povede k lepsi lokalni
kontrole [21], potvrdili rakousti autofi Di-
mopoulos et al [10], ktefi popisuji 3letou
lokalni kontrolu 96 % u pacientek, které
obdrzely davku D90 (EQD2) do HR CTV
vyssinez 87 Gy, a to bez ohledu narozsah
nadoru a odpovéd na zevni radioterapii.
Tato excelentni lokalni kontrola se odrazi
ve zlepseném celkovém pfreziti, ovsem
pouze u tumord vétsich nez 5 cm. Potter
et al [9] popisuji zlep3eni celkového pre-
ziti ve trech letech u pacientek s tumo-
rem nad 5cm IéCenych 3D brachyterapii
oproti tém se stejné velkym tumorem,
ovéem lécenych konvenéni 2D brachy-
terapii (58 % vs 28 %; p = 0,003). Nado-
rové specifické preziti ve tfech letech
¢inilo 62 % oproti 40 % (p = 0,07) u tu-
mor vétsich nez 5cm, opét ve prospéch
3D planovani. Je nutné dodat, ze u pa-
cientek, u kterych byla prokdzéna pokro-
¢ild rezidudlni choroba v dobé brachyte-
rapie (29 pfipadu), ktera by timto nebyla

dostatecné pfistupna klasické intrakavi-
tarni brachyterapii, byla pfidana jesté in-
tersticialni aplikace jehlami.

Jsme si védomi kratkého follow-up
(median 32 tydna), presto si troufame
tvrdit, Ze ¢asna lécebna odpovéd ma
urc¢itou prediktivni hodnotu tykajici se
kontroly onemocnéni. U 12 pacientek
(92,3 %) jsme pozorovali kompletni
regresi tumoru na déloznim hrdle
a u 11 pacientek (84,6 %) bylo dosa-
Zeno kompletni remise lokoregionalni.
U jedné pacientky bylo dosazeno pouze
Caste¢né odpovédi na déloznim hrdle
a v panevnich uzlinach, jednalo se v3ak
inicidlné o velmi pokrocily nalez — tumor
infiltroval oboustranné parametria ke
sténé panevni a rovnéz cirkularné in-
filtroval pochvu az do jeji dolni tietiny.
U dalsi pacientky bylo dosazeno kom-
pletni remise lokdlni, oviem s perzistu-
jici lymfadenopatii v panvi, ktera byla
nasledné exstirpovana s nalezem per-
zistujictho metastatického postizeni.
Tato pacientka odmitla konkomitantné
podavanou chemoterapii. | pres lokore-
gionalni remisi doslo také u jedné pa-
cientky k metastatickému rozsevu v ja-
trech - jednalo se o pacientku inicidlné
ve stadiu IVB, ktera taktéz odmitla kon-
komitantni podani chemoterapie.

Co se tykd udajl o pozdni gastrointes-
tindIni a genitourindrni toxicité, tak exis-
tuje pouze malo literarnich udaja de-
tailnéji hodnoticich tuto problematiku.
Ve starsich studiich hodnoticich efekt
radiochemoterapie v 1é¢bé cervikal-
nich tumord je popisovan relativné vy-
soky stupen postradiacni Gl toxicity (vice
nez G3 v 10-28 %) [22-24]. Jednalo se
o soubory pacientek, jejichz brachyte-
rapeutické aplikace byly planovéany kon-
vencné, tedy ve 2D. Lze tedy predpokla-
dat, Ze stavajici ddvkové objemové limity
byly v mnoha pripadech prekroceny.
V jiné praci autor(l Pottera et al [8] po-
pisuji na souboru 48 pacientek lIé¢enych
kombinaci zevni radioterapie a na MRI
zalozené 3D HDR BRT dva pfipady s ge-
nitourindrni toxicitou G4 (CTC), zadny
pfipad G3 toxicity a Zddnou pacientku
s projevy gastrointestindlni toxicity
G3-4. Maximum genitourindrni toxicity
se projevilo na posevni sliznici - 85 %
pacientek mélo projevy suchosti a atro-
fie posevniho epitelu, ¢astecné synechie
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nebo stendzu horni ¢asti pochvy. To vie
pfi medianu follow-up 40 mésicd. Zmi-
néné dva pfipady s GU toxicitou (mocovy
méchyf) G4 mély pfi zpétném hodno-
ceni daleko prekrocené toleran¢ni limity
(D2cc byl 137 a 182 Gya/b3EQD2) podle
aktualnich doporuceni GEC ESTRO.

Validnéjsi hodnoceni pozdni toxi-
city naseho souboru zatim neni mozné
z dliivodu kratkého follow-up, nebot je
zifejmé, Ze nékteré projevy pozdni toxi-
city se mohou projevit s odstupem né-
kolika let. Zatim se neobjevily projevy
vyssiho stupné toxicity nez G1, a to jak
gastrointestinalni, tak i genitourindrni.
Pouze u jedné pacientky byly prekro-
ceny toleran¢ni limity na mocovy mé-
chyf (92,6 Gy EQD2), ve viech ostatnich
pfipadech byly limity u vsech kritickych
organu dodrzeny. Neocekavame tedy
vyraznéjsi projevy pozdni toxicity.

Za velmi vyznamny prognosticky
faktor je povazovano celkové trvani
[é¢by [25,26], které by v optimalnim pfi-
padé nemélo byt delsi nez osm tydn
(56 dn(), nebot jakékoliv prodlouzeni tr-
vani lécby vede k poklesu lokélni kontroly
a prezitiv prdméru o 1 % na den [3,27,28].
V nasem souboru byl median celkového
trvani 1é¢by 45 dnll a u zadné pacientky
nebylo trvani 1é¢by delsi nez zminénych
56 dndl (maximum bylo 52 dnd).

P¥i brachyterapii neoperovanych cer-
vikalnich karcinom( je mozné pouzit
nékolik druhl uterovaginalnich aplika-
tord. Zakladem kazdého z nich by mél
byt uterinni tandem a ten muze byt
kombinovany s vagindlnimi ovoidy, rin-
gem nebo vaginalnim cylindrem. Kazdy
systém ma urcité preferencni indikace,
vyhody a nevyhody. Kupfikladu tandem
s vaginalnim cylindrem jsou vhodné
pouze pro pacientky se stenézou horni
¢asti pochvy, zplsobujici neschop-
nost umistit ovoidy nebo ring, anebo
pro pfipady s povrchovym postizenim
dolni ¢asti pochvy (mimo dosah ostat-
nich aplikatoru), jehoz tloustka je mensi
nez 5mm. Tandem a ring zase vedou
k ponékud uzsi davkové distribuci nez
ovoidy a mohou také vést k vyssi vagi-
ndlni davce. Je to oviem idedlni technika
pro pacientky s malymi (vyrovnanymi)
posevnimi klenbami. Tandem a vagi-
ndlni ovoidy se dobre hodi pro pfipady
s barrel-shaped déloznim ¢ipku [3].

Na nasem pracovisti jsme v posled-
nich 10 letech preferen¢né pouzivali tan-
dem v kombinaci s ovoidy (MRI/CT ne-
kompatibilni), ale abychom byli schopni
planovat Ié¢bu pomoci MRI vysetieni,
pofidili jsme si kombinovany intraka-
vitarni a intersticialni aplikator Vienna
Ring, tvofeny tandemem a ringem, ktery
je MRI/CT kompatibilni. Pro ziskani prv-
nich zkusenosti s 3D planovanim jsme
ho zatim vyuzivali pouze pro intrakavi-
tarni aplikace.

Tento kombinovany intrakavitarni
a intersticialni brachyterapeuticky apli-
kator Vienna Ring byl vytvofen zejména
pro objemné cervikalni tumory presahu-
jici 25mm od osy v cervikalnim kanale
a 35mm v roviné ringu [29], nebot tyto
vzdalenosti jiz nemohou byt pokryty
pomoci samostatného intrakavitarniho
pfistupu, bereme-li do uvahy dévkové
limity rizikovych organ(. V téchto situa-
cich (obvykle tedy u pacientek s objem-
nymi tumory v dobé brachyterapie, s ob-
jemnymi stadii 1IB/IIIB s malou odpovédi
v oblasti parametrii anebo v pfipadé
nepftiznivé topografie) je vhodné vyu-
ziti kombinace intrakavitarni brachyte-
rapie s intersticidlni aplikaci titanovych
jehel [30]. PFi pouziti jehel Ize 100% izo-
dézu posunout az na 35mm od osy tan-
demu. Tento pfistup dovoluje zvy3eni
pokryti cilového objemu, 1é¢eného ob-
jemu a celkové davky bez zvyseni davky
v kritickych strukturdch. Vienna Ring
aplikator zajistuje lepsi kontrolu zave-
deni jehel nez za pomoci jinych druht
aplikatord, protoze je zde krat3i vzdale-
nost mezi ringem a cilovym objemem,
coz vede k pfesnému a reprodukovatel-
nému zavedeni [31]. Pfi pouziti tohoto
aplikatoru slouzi ring jako ,templat”
a poskytuje fixni geometrii mezi tande-
mem a jehlami. V blizké budoucnosti
samoziejmé také planujeme vyuzivat
moznosti intersticidlni aplikace jehel ke
zlepseni konformity davkové distribuce
u indikovanych pfipad.

V budoucnu bude zfejmé také mozné
pouzivat k planovani pomoci MRI vyset-
feni i jiné roviny nez klasickou transver-
zalni. Bylo totiz prokazano, ze paratrans-
verzalni MRI zobrazeni délozniho ¢ipku
(kolmé na dlouhou osu cervixu) je senzi-
tivnéjsi, specifi¢téjsi a presnéjsi v hodno-
ceni patologického stadia nez klasické

zobrazeni [32], a proto byly také prove-
deny pokusy o zaclenéni konturace ci-
lového objemu v paratransverzélni ro-
viné. Petric et al [33] ve své praci popisuji
snazsi pochopeni prostorovych vztaha
mezi aplikatory a patologickymi a ana-
tomickymi strukturami. Dokumentuji
rovnéz vybornou ,interobserver” shodu
a snazsi konturaci. Nicméné pouze mala
¢ast planovacich systémU v soucasné
dobé umoznuje konturaci a planovani
v jiné nez transverzalni roving, proto
nelze zatim tento pfistup pokladat za
standardni.

Zaveér

Nase prvni zkuSenosti na skromném
souboru pacientek potvrzuji pfedpo-
klad, Ze 3D planovani brachyterapie
neoperovanych nadord délozniho hrdla
s pomoci fuze MRI a CT vy3etieni pfi-
nasi jednoznac¢né moznost davkové es-
kalace na oblast tumoru a vyznamnym
zplGsobem 3etfi okolnf rizikové orgdny.
Ve svém dusledku pak vede tento zpu-
sob planovanik lepsilokoregionalnikon-
trole onemocnéni a k nizsi postradiacni
morbidité.
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CASE REPORT

Significant Anti-tumor Effectiveness
of Imatinib in C-kit Negative Gastrointestinal

Stromal Tumor — Case Report

Vyznamna protinadorova Ucinnost imatinibu u c-kit negativniho
gastrointestinalniho stromalniho tumoru — kazuistika
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' Department of Comprehensive Cancer Care, Masaryk Memorial Cancer Institute, Masaryk University Faculty of Medicine, Brno, Czech Republic
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Summary

Inoperable c-kit negative gastrointestinal stromal tumor (GIST) is commonly considered to be
highly resistant to systemic therapy. We present a case of a woman with an abdominal sar-
coma-like tumor diagnosed at the age of 26. The patient underwent several surgical proce-
dures and courses of cytostatic therapy without any substantial effect. Later, the tumor was
reclassified as c-kit negative GIST harbouring the mutation in exon 12 of PDGFRA gene. Hence,
the therapy with imatinib mesylate was initiated, resulting in partial remission of metastatic
lesions and further stabilization of the disease for five yeas to date. We therefore consider imati-
nib mesylate an appropriate therapy for c-kit negative GIST bearing PDGFRA mutations.

Key words
gastrointestinal stromal tumors — c-kit receptor — PDGF alpha receptor — imatinib mesylate

Souhrn

Inoperabilni c-kit negativni gastrointestinalni stromalni tumor (GIST) je povazovan za onemoc-
néni rezistentni ke konvencni cytostatické systémové 1écbé. Prezentujeme pfipad Zeny, u které
byl ve véku 26 let diagnostikovén v dutiné bfisni maligni tumor charakteru sarkomu. Pacientka
prodélala nékolik chirurgickych zakroki a aplikaci chemoterapie, nicméné vie bez efektu. Poz-
déji byl tumor reklasifikovan jako c-kit negativni GIST a byla u néj prokdzana mutace v exonu
12 genu pro PDGFRA. Na zdkladé tohoto nalezu byla zahdjena cilena l1écba imatinib mesylatem,
ktera vedla k parcialni remisi nddoru, dle CT vysetfeni. Uvedenou lé¢bou bylo do dnesni doby
dosazeno jiz pét let trvajici stabilizace nemoci. Imatinib mesylat je pouzitelny jako cilend Ié¢ba
i v pfipadé c-kit negativniho GIST, nesouciho mutaci v genu PDGFRA.

Klicova slova
gastrointestinalni stromalni tumory - c-kit receptor — PDGF alfa receptor — imatinib mesylat
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Introduction

Gastrointestinal stromal tumors (GISTs)
represent a group of rare mesenchy-
mal tumors characterized by strong ex-
pression of tyrosin kinase receptor KIT
(CD 117), as the most important immu-
nohistochemical marker of these tu-
mors [1]. Approximately 5-10% of GISTs
do not stain for c-kit membrane protein;
this often correlates with a mutation of
PDGFRA gene[2,3], which encodes typelll
tyrosin kinase receptor. As the name im-
plies, GISTs are most often localized in the
stomach (40-70%) and in the small intes-
tine (20-40%). The colon, oesophagus
and rectum are less frequently involved.
“EGIST” stands for an extra-gastrointes-
tinal stromal tumor found in mesentery,
omentum or retroperitoneum. EGISTs
are occasionally found in pancreas, gall-
bladder and vagina. GISTs metastasize
predominantly to the liver, soft abdomi-
nal tissues (omentum, peritoneum, retro-
peritoneum) and less frequently to pelvic
and abdominal lymph nodes.

The treatment of choice for a loca-
lly advanced, inoperable or metastatic
disease is imatinib mesylate (Glivec®) [4].
It has been used in the Masaryk Memo-
rial Cancer Institute since September
2003.

According to Summary of Product
Characteristics (SmPC) imatinib is in-
dicated for treatment of patients with
KIT-positive (CD 117) inoperable and/or
metastatic GIST, as well as for adju-
vant treatment of adult patients with
a significant risk of recurrence after re-
section of KIT (CD117)-positive GIST.
Patients with low or very low-risk of
recurrence should not receive this
treatment.

Case report

We report a case of a young female,
who was referred to the Masaryk Memo-
rial Cancer Institute for consultation in
March 2008 with a large tumor infiltra-
tion of the liver, involving the retroperi-
toneum and perigastric area in addition
to multiple abnormal infiltrates on intes-
tinal loops in the left hypochondrium.
Five surgical revisions for recurrent sar-
coma of abdominal cavity and seve-
ral lines of palliative chemotherapy had
preceded the visit in our institute.

The first symptoms occurred when
the patient was 26 years old in the year
2001. Due to an acute abdominal pain
mimicking with appendicitis, there
was a laparatomy performed in Octo-
ber 2001 extramurally, inolving a par-
tial stomach resection and extirpation of
a pathological infiltrate of the omentum
measuring 160 X 130 x 90 mm. Histolo-
gical evaluation in concordance with the
second reading diagnosed a low-grade
hemangiosarcoma M 9120/31. Subse-
quently, three series of adjuvant che-
motherapy (combination of doxorubi-
cin, ifosfamide and mesna) followed. The
therapy was completed in January 2002.

The first relapse of the disease occur-
red in October 2003. Multiple focuses
up to 40 mm in diameter were exstirpa-
ted from omentum and peroperative su-
ture of a ruptured right-sided ovarian
cyst was performed; histological finding
was re-classified as myofibrosarcoma
G |, c-kit negative. The surgery was “se-
cured” by intraperitoneal administration
of cisplatinum.

The second recurrence in the abdo-
minal cavity occurred two years later —
in May 2005. Surgical revision with
a resection of tumor masses was indi-
cated (without any record about the
size of the tumor) and intraperitoneal
administration of cisplatinum followed.
Histologically, recurrence of epithe-
loid angiosarcoma of abdominal cavity
M 9120/31 was described again. The
patient received nine cycles of chemo-
therapy — paclitaxel once every three
weeks. The treatment was completed on
24 February 2006.

The third recurrence of disease was
detected eight months later in October
2006 by a CT scan, which revealed an ab-
normal finding in the retroperitoneum.
Exstirpation of abnormal retroperitoneal
lymph nodes was performed on 21 No-
vember 2006. Histologically, the tumor
was concluded to be an angiosarcoma
M 9120/3, G |, KI67 10%, c-kit negative.
Temporarily, COX Il inhibitor + vitamin
D were administered in an attempt to
influence the anti-angiogenic spread,
however, the therapy was soon with-
drawn because of palpitations.

The fourth relapse of disease occurred
within a year. In October 2007 a CT scan

showed a massive hepatic mass and fur-
ther dissemination in the abdominal
and pelvic cavities. The fifth operation
was performed. The patient underwent
right-sided adnexectomy, extirpation of
recurrent 100 mm tumor in lower pel-
vis. The lesion in the liver was classified
as inoperable. Histologically, a defini-
tive diagnosis of a low-grade c-kit ne-
gative GIST was established. As for the
staging, the CT scan showed a large ne-
crotic infiltration of the liver, retroperi-
toneum and perigastric area. The liver
mass was approximately 16 cm in dia-
meter, another lesion involved the grea-
ter curvature of the stomach occupy-
ing the left subphrenic area along with
retroperitoneal lymphadenopathy up
to 2cm. Another suspicious infiltrate of
intestinal loops had been shown in the
left hypochondrium and pelvis (Fig. 1, 2).
A chest radiogram did not prove any
lung involvement.

A PET scan did not detect any focuses
with higher glucose metabolism that
would indicate the presence of viable
tumorous tissue.

The second histological opinion and
molecular analysis of mutation in KIT
and PDGFR genes were requested.

Microscopic finding

The biopsy specimen of the primary
tumor and all recurrences displayed si-
milar morphological pattern of a solid,
monomorphic neoplasm comprising
predominantly epitheloid cells with eo-
sinophilic vacuolized cytoplasm and dis-
tinct cell membranes visible occasionaly.
Nuclei were uniform; hyperchromasia
and visualization of nucleoli have not
been detected. There was a rich capillary
network with occasional foci of hemor-
rhage. Necrosis was not present in any
of the specimens. Primary tumor inva-
ded muscle tissue of the stomach and
fat tissue in omentum, as did the recur-
rent tumor cells. Serosal invasion could
not be clearly assessed. Surgical mar-
gins have not been specified. The maxi-
mum mitotic activity was 2mit/50HPF.
Tumor cells stained for vimentin diffusi-
vely. Focally, the reaction for CD34 (20%
of cells), SMA and MSA (15% of cells)
was positive, whereas the other mar-
kers (desmin, S-100, CKAE, EMA, CD99,
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Fig. 1. Large tumor of the liver measuring 161 x 154 mm, retro-
peritoneum and perigastric area occupied by a necrotic tumor,
prior to initiation of treatment; March 2008.

CK8/18, CD31) were negative. Similarly,
immunohistochemistry for C-kit was
negative.

Conclusion

The second histological evaluation was
consistent with the diagnosis of a recur-
rent c-kit negative gastrointestinal stro-
mal tumor. With respect to the size of
the primary lesion (160 mm), in spito
of its low mitotic activity (2mit/50HPF),
the tumor was categorized into a group
with high-risk of aggressive behavior.
Additionally, mutation in exon 12 of
a PDGFRA gene was detected at a spe-
cialized clinic by single-step PCR and
subsequent direct sequencing. No fur-
ther mutations were detected in the
other examined exons.

The Karnofsky performance status of
the patient with recurrent c-kit negative
GIST was 80%. She reported continuous
abdominal pain of variable intensity
irradiating to the back, and progressi-
vely to the right shoulder. The pain wor-
sened at night and recumbency, re-
quiring analgesic therapy. Despite the
extensive organ involvement, labora-
tory parameters were within reference
range. Based on the histological na-
ture of the disease and the PDGFR mu-
tation, the patient was commenced on
imatinib 400 mg/day, despite the c-kit

negative status (see recommendations
in SmPC) [5]. During the treatment, no
abnormalities in laboratory parame-
ters occurred and abdominal pain resol-
ved within two weeks after the therapy.
Actually, imatinib was proven effective
and led to significant reduction of tumor
in all the documented areas, as shown
on the figures below.

Control CT scan

After two months of therapy, a consi-
derable regression of cystoid liver le-
sion was observed. Moreover, regres-
sion of hypodense masses adjacent to
the stomach and occupying the left hy-
pochondrium was seen as well. A resi-
dual tumor was detected at the lesser
curvature of stomach behind the dia-
phragm. Retroperitoneal lymph nodes
remained stable. There were unchang-
ing cystic masses in the left ovary
observed.

The patient has been checked every
three months during the treatment.
Gradually a complete regression of the
tumor was seen on CT examinations
(the last one in March 2013). The remain-
ing cystoid mass in the liver and ovarian
cyst-like lesions are considered necrotic
metastases (Fig. 3, 4).

To prove the asumption, ultra-
sound-guided fine needle biopsy of the

Fig. 2. Large tumor mass in the pelvis prior to initiation of treat-
ment; March 2008.

liver mass was performed in January
2010. Cytological examination reveal-
ed oligocellular substance comprising
of lymphocytes and erythrocytes; tumor
cells were not detected. Fine needle
biopsy of the left ovarian cystoid was
performed in September 2010, yielding
predominantly red blood cells without
tumor cell on a cytological examination.

Discussion

The prognosis of patients with inoper-
able and/or metastatic GISTs had been
poor prior to launch of imatinib to cli-
nical practice. The patient presented
in this case report had undergone se-
veral surgeries in a short time as well
as several lines of “ineffective” systemic
chemotherapy. It is necessary to men-
tion that targeted biological treatment
was not available for patients with GIST
in the Czech Republic till September
of 2003.

In our case, the detection of PDGFRA
mutation became a significant dia-
gnostic tool and played an important
role in therapeutic decision-making pro-
cess. This illustrates that in case of a mu-
tation in exon 12 of PDGFRA gene the
treatment with imatinib can be benefi-
cial even to a patient with a c-kit muta-
tion-negative GIST. As health insurance
companies generally do not reimburse
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Fig. 3. Significant liver tumor regression during the treatment
with imatinib; abdominal metastases are not depicted; Decem-
ber 2010.

imatinib mesylate to patients with c-kit
negative GISTs, it is necessary to request
reimbursement for each respective
case.

The patient was referred to the Masa-
ryk Memorial Cancer Institute in March
2008 with significantly locally advan-
ced disease accompanied with abdomi-
nal pain. Multiple organ metastatic in-
volvement had been shown. According
to CT scans, treatment with imatinib re-
sulted in significant remission of tumor
in the abdomen. Two persisting cystoids

cember 2010.

most likely represent necrotic, non-via-
ble metastases. During the treatment,
symptoms of disease resolved comple-
tely and the clinical status of the pa-
tient has significantly improved - at
the time she works as a rehabilitation
nurse on a full-time basis. The patient
has been treated with imatinib since
March 2008 which is 60 months without
any sign of disease progression. This
is a unique therapeutic success in con-
trast to the prognosis of other metasta-
tic sarcomas.

Fig. 4. Significant regression of finding in the pelvis after ima-
tinib therapy; persisting residual cystoid in the left ovary; De-
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CASE REPORT

Gastric Gastrointestinal Stromal Tumor with
Bone Metastases — Case Report and Review
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Summary

Gastrointestinal stromal tumors (GISTs) represent rather rare neoplasms. Most GISTs are benign;
malignant tumors account for 20-30% of cases (overall, approximately 10-30% of GISTs exhi-
bit malignant behavior). GISTs most commonly metastasize to the liver and abdominal cavity.
Distant metastases to other sites, especially to the bones, are relatively rare. We report a case of
a 62-year-old man with metastatic spread of GIST to skull, ribs and both sacroiliac joints mani-
festing six months after surgical resection of a gastric tumor. Although bone metastases from
GISTs are rare and there are only a few reported cases in the literature, this case emphasizes that
metastatic disease should always be considered in a patient with gastric GIST and suspicious
bone lesions.

Key words
gastrointestinal stromal tumors — bone - metastasis

Souhrn

Gastrointestindlni stromalni nadory (GISTy) patii mezi vzacné diagndzy. Vétsina GISTU je pova-
Zovana za benigni, nicméné asi ve 20-30 % piipadl se mizeme setkat s malignim typem rlstu
(celkové literatura udava rozmezi 10-30 % pfipadu). GISTy se nejcastéji Sifi do jater a bfiSni du-
tiny. Jiné vzdalené metastazy, obzvlast do kosti, jsou pomérné vzacné. Tato prace uvadi pfipad
62letého muze s GISTem, u kterého po Sesti mésicich od resekce primarniho tumoru zaludku
doslo k metastatickému rozsevu nadoru do kosti lebecnich, nékolika zeber a obou sakroilickych
kloubU. Prestoze kostni diseminace GISTU je vzacnad a literatura uvadi pouze nékolik podobnych
pripadd, autofi této prace zdlraznuji jejich vyznam v diferencidlni diagnostice podezielych
kostnich infiltraci.

Klicova slova
gastrointestinalni stromalni nddory — kost - metastazy
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Introduction

Gastrointestinal stromal tumors (GISTs)
are the most common mesenchymal
neoplasms of the gastrointestinal tract.
Most GISTs are benign; malignant tu-
mors account for 20-30% of cases (in-
stead of classifying lesions as either
benign or malignant, current guide-
lines categorize GISTs as low-, inter-
mediate-, and high-risk based on size
and mitotic index; overall, approxi-
mately 10-30% of GISTs exhibit ma-
lignant behavior). Most frequently,
GISTs arise from the stomach (60-70%),
small intestine (20-25%), colon and rec-
tum (5%), or esophagus (< 5%). GISTs
may also develop as primary tumors of
the omentum, mesentery or retroperito-
neum. Tumor resection is the treatment
of choice for localized disease. Selec-
tive tyrosine kinase inhibitors (imatinib,
sunitinib) are the standard therapy for
metastatic or unresectable GISTs. The
risk of recurrence is estimated from the
mitotic index, size and the intial site of
the tumor [1-3].

GISTs most commonly metastasize
to the liver and abdominal cavity. Dis-
tant metastases to other sites, such as
the bones or the lungs, are relatively
rare [4-6]. Bone metastases have been
reported, but their actual prevalence is
unknown [7,8]. We report a case of bone
metastases in a patient with gastric GIST
supplemented by scintigraphic and ra-
diologic findings.

Case Report

A 62-year-old male patient was referred
to the hospital with abdominal pain,
nausea and vomiting two years ago.
A gastric endoscopy detected an ul-
cero-vegetan mass in his antrum (Fig. 1).
A pathological examination of the bio-
psied specimens revealed a GIST. Abdo-
minal computed tomography did not
prove any other abnormality except for
this gastric lesion. The patient subse-
quently underwent a partial gastric re-
section. By further histopathological
analysis the tumor size concluded to be
4.cm, the mitotic index was 7/50 High
Power Field (HPF), the lesion belonged
to moderate-risk group according to the
NIH and AFIP criteria, with mixed cell type
(epithelioid and spindle) and high cellu-

Fig. 2. Histopathological findings showed
gastrointestinal stromal tumors (GISTs)
(hematoxylin and eosin).

larity (Fig. 2). Using an immuno-histo-
chemical staining the tumor was con-
firmed to overexpress c-kit (CD117)
and CD34 protein. It should be noted,
that this analysis was performed ex-
tramurally due to its unavailability at
our institutehence there is no patho-
logy documentation included. Follow-
ing the resection, the patient had not re-
ceived any adjuvant treatment. He was
clinically stable and had no record of any
untoward mediacal event during the fol-
low-up period.

Six months after the operation he was
presented to the hospital with com-
plaints of weakness in the lower limbs.
After physical examination, a lum-
bar MRI was performed, however,
it yielded no specific results. Thus,

o /

Fig. 3. GISTs metastatic bone lesions in
bone scintigraphy.

bone scintigraphy was carried out
for further clarification. It showed
an increased tracer uptake localized in
the skull, ribs and both sacroiliac joints
(Fig. 3). Bone metastases of primary ma-
lignancy were suspected and the exa-
mination was supplemented by Fluo-
rodeoxyglucose positron emission
tomography-computed tomography
(FDG PET/CT) scan for re-staging.

In accordance with bone scintigra-
phy, FDG PET/CT confirmed the hyper-
metabolic lesions in patient’s ribs and
sacroiliac joints (Fig. 4 A, B). The bone
metastases showed increased FDG
uptake with mean SUVmax: 4.3 (range
3.6-5.8). The overall character of the
bone lesions appeared osteolytic with
a small portion of mixed activity de-
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Fig. 4 A, B. GISTs metastatic bone lesions in PET/CT.

tected by CT scans). The patient was
commenced on oral imatinib mesy-
late at a dose of 400mg/day. At the
time of this report writing, he has still
been receiving the treatment.

Discussion

Gastrointestinal stromal tumors (GISTs)
are the most common mesenchymal tu-
mors of the gastrointestinal tract. The
term GIST was first coined by Mazur and
Clarkin 1983 to denote a heterogeneous
group of non-epithelial neoplasms of
the gastrointestinal tract. GISTs originate
from interstitial cells of Cajal - intesti-
nal pacemaker cells that arise from the
muscularis propria of the gastrointesti-
nal tract wall [9-11].

Approximately 90% of GISTs stain
positively for the receptor tyrosine ki-
nase, KIT (or CD117). Eighty-five percent
of tumors harbor mutations in KIT and
5% in platelet-derived growth factor re-
ceptor alpha (PDGFRa) domain. In fact,
targeting this receptor with a c-kit tyro-

sine kinase inhibitor is of great clinical
significance in the treatment of patients
with unresectable or metastatic GIST, by
reducing the tumor burden and improv-
ing survival rate [12-14].

Instead of classifying lesions as ei-
ther benign or malignant, current guide-
lines categorize GISTs into low-, interme-
diate-, or high-risk group, depending on
the tumor size and mitotic index. Predic-
tion of the biological behavior of GIST
at the time of the initial diagnosis may
be difficult, however, large (> 5cm) tu-
mors, high mitotic activity (> 5 mitoses
per highpower field), high cellularity, the
presence of necrosis, prominent nuclear
pleomorphism, and certain activating
c-kit mutations are predictive of malig-
nant behavior [1,14,15].

According to the largest epidemio-
logical analysis to date, which included
1,458 recorded cases [16], or as reffered
in a study by Miettinen and Lasota [17],
GIST have a predilection to adults be-
tween 40-50 years of age [16,17].

The clinical presentation of GISTs is
primarily dependent on the size. Small
tumors (< 2cm) are usually asympto-
matic, often detected incidentally via
endoscopy or at radiographic exami-
nation. The most common symptoms,
though not specificaly GIST-related, in-
clude bleeding, upper abdominal pain,
bloating or abdominal pressure and ob-
stipation. Occasionaly, urgent abdomi-
nal complaints, such as massive gas-
trointestinal bleeding, perforation or
bowel obstruction, may ocur [18].

Metastatic spread is a hallmark of
a malignant behavior of the GIST. Over-
all, approximately 10-30% of GISTs ex-
hibit malignant behavior. The most fre-
quent site of occurrence is the stomach
(60-70%), small intestine (20-25%),
colon and rectum (5%), or esophagus
(< 5%). GISTs may also develop as pri-
mary tumors of the omentum, mesen-
tery or retroperitoneum [2,9].

Bone metastases in GISTs are rare,
though nowadays, they are encountered
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far more frequently than in the past. This
might be due to the advances in imag-
ing techniques and the improvement
of patients’ overall survival rate follow-
ing the introduction of tyrosine kinase
inhibitors [19].

In the literature, there are only a few
reported cases of patients with GIST me-
tastases to the bone [20,21]. Bertulli et
al reported 13 out of 278 patients (5%)
with GIST who developed bone metas-
tases. In four patients this was the only
metastasization site and the other nine
cases were associated with another
organ invasion [22]. In the study of Jati
et al comprising 190 GIST patients, six
(3.2%) patients were reported to have
bone metastases [23]. As rare as they
appear, bone metastases are not an ex-
ception in patients with metastatic GIST,
and any suspicious bone lesion should
therefore be carefully evaluated, in order
to prevent a serious bone event or other
complications [23].

The detection of bone metastases in
patients with GISTs is often based on
a clinical presentation by itself (i.e. frac-
tures or bone pain) or is an incidental
finding on imaging evaluation. Hereby
we emphasize the importance of bone
metastases incidence for furher clinical
practice despite the paradoxical pau-
city of available data on the sensitivity
and specificity of bone scintigraphy and
PET [19]. In this case, the bone metasta-
ses showed an increased FDG uptake
(mean SUVmax: 4.3; range 3.6-5.8).
The overall character of the bone le-
sions appeared osteolytic with a small
portion of mixed activity detected
by CT scans). The available literature
does not provide consistent data on
the treatment of bone metastases in
GISTs. In several prospective trials,
matinib mesylate has been reported
to have activity against recurrent,
metastatic, or unresectable GIST in
50% patients, whereas approximately
75-85% patients achieved a stable

disease. Imatinib mesylate was proven
effective in the treatment of bone me-
tastases of GIST [24]. The patient ref-
fered in this work received oral ima-
tinib mesylate at a dose of 400mg/day.
At the time of this report writing, he
has been receiving this treatment for
19 weeks. In comparison, Bertulli et al
reported a 17-month (3-40 m) median
survival in 13 patients with GIST meta-
static to bones [22].

GISTs are not considered as a radio-
sensitive tumor [25], but radiotherapy
can be considered as a palliative treat-
ment option. The effect of biphos-
phonate administration to a patient
with GIST bone lesions is unknown,
yet, it is recommended in some of the
works[19].

Conclusion

Although bone metastases of GISTs are
relatively rare and there are only a few re-
ported cases in the literature, this work
gives emphasis on a careful evaluation of
any suspicious bone lesions, especially in
patients with high-grade (high-risk) GIST.
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SHORT COMMUNICATIONS
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Summary

Scientists early in their careers do not often getachance to meet with their peersinawell-structu-
red professional environment to discuss and compare their initial experiences and results. Crea-
ting just such an opportunity, a meeting held on August 18—22, 2013 in Litohor, Czech Repub-
lic, titled ‘'Summer School — Methods of Basic and Translational Cancer Research; was organized
by the Regional Centre of Applied Molecular Oncology at the Masaryk Memorial Cancer In-
stitute and funded by IntegRECAMO project (EU funds, reg. no. CZ.1.07/2.3.00/20.0097). The
participants included senior and junior scientists, as well as PhD students. Educational activities
involved various formats: 1. hands-on activities, 2. educational talks, 3. junior and PhD student
talks with many presentations in English, 4. science-related excursions, 5. an environment for
informal researcher interactions, 6. reports from visits to distant laboratories. Each participant
spoke for 20 minutes or more, introducing the methods performed in their laboratory and
sharing their recently obtained data. The talks ranged from basic and pre-clinical research to
clinical methods. In this report, basic and pre-clinical research is presented first, followed by
clinically relevant methods and practices. Here we present overview of selected talks.

Key words
education — molecular biology - methodology - statistics — laboratory research — cancer

Souhrn

Na pocatku své profesionalni kariéry védci ¢asto nemaji piilezitost k strukturované interakci
se svymi kolegy a moznost porovnavat a diskutovat své zkusenosti a dosavadni vysledky. Re-
giondlni centrum aplikované molekulérni onkologie (RECAMO) Masarykova onkologického
Ustavu vytvorilo prilezitost pro setkani védcd v podobé letni skoly zamérené na metody zaklad-
niho a aplikovaného vyzkumu v onkologii. U¢astniky letni $koly, které se konala 18.-22. srpna
2013 v Litohoti za podpory projektu IntegRECAMO (EU fondy, OP VK, CZ.1.07/2.3.00/20.0097),
byli mladi vyzkumnici a Ph.D. studenti, ale také vyzkumnici seniofi. Letni $kola se sklddala z né-
kolika typ0 edukacnich aktivit: 1. prakticka vyuka, samostatné prace a ukazky (workshopy,bio-
statistika a analyza dat” a ,celogenomové sekvenovani’, 2. edukacni pfednasky, 3. prezentace
vysledk( mladych védct a Ph.D. studentd, zpravidla v anglickém jazyce, 4. exkurze do techno-
logickych provoz(, 5. neformalini interakce, 6. reporty z pracovnich cest do zahrani¢nich a tu-
zemskych laboratofi. Vybrané prednasky, které zaznély na letni skole, informujici o aktualnich
pfistupech a vysledcich zakladniho, preklinického i klinického vyzkumu jsou shrnuty v tomto
prispévku.

Klicova slova
vzdélavani — molekuldrni biologie — metodologie - statistika — laboratorni vyzkum — nddorové
procesy
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MicroRNAs (miRNAs) are short spe-
cies of RNA that are 18—22 nucleotides
in length. MiRNAs regulate approxima-
tely half of all protein-coding genes.
In general, any one miRNA can regulate
many genes (20-200), and some miRNAs
can exert oncogenic while others exert
tumor suppressor activity. On this topic,
Jaroslav Juracek (Masaryk University) dis-
cussed the role of miRNAs in triple nega-
tive (ER-PR"Her2") breast cancers (TNBC),
which represent approximately 15% of
all breast cancer cases. TNBC cannot be
treated with therapies that target estro-
gen receptor, progesterone receptor, or
the Her2 receptor, and therefore identi-
fication of new targets for TNBC is need-
ed. Juracek and colleagues used quan-
titative RT-PCR to detect 7 miRNAs that
were identified in the literature as possi-
ble targets, namely miR-205, 24-2, 99,
125b, 146, 187, and 505. Eighty-one sam-
ples from TNBC patients were evaluated
for expression of the 7 selected miRNAs,
and an association with improved prog-
nosis was observed for miR-205 and
miR-505. Because miR-205 has already
been intensely studied by others, Jura-
cek and colleagues decided to select the
less studied miR-505 for further analysis,
and included miR-187 based on findings
reported in the literature. TNBC cell
lines MDA-MB231 and BT474 were cho-
sen and transfected with miR-187 and
miR-505. Scratch wound assays de-
monstrated a suppressive effect of
miR-187 and miR-505 on the migration
of both cell lines. Of these two candi-
date miRNAs, however, only miR-505 re-
duced proliferation of the cell lines, and
preliminary results suggest this reduc-
tion is caused by a G1 cell cycle arrest.
Future plans include replication of
these experiments in other TNBC cell
lines, 3D in vitro invasion assays, and
identification of target proteins using
co-immunoprecipitation.

Jitka Mlcochova (Masaryk University)
and colleagues have been working to
determine miRNAs expression profiles
of metastatic colorectal carcinoma pa-
tients with wt-KRAS who were treated
with cetuximab and to identify those
of predictive significance. Using mic-
roarrays and qRT-PCR, they compared
21 patients who responded to anti-EGFR

therapy versus 23 who did not. They
found that miR-31 and miR-31* were sig-
nificantly lower in responders compa-
red to non-responders, and a combina-
tion of miR-31 plus miR-31* was able not
only to stratify responders from non-re-
sponders, but their higher level also cor-
related with shorter time to progression
and lower overall survival.

The famous tumor suppressor gene
TP53 has two other family members,
TP63 and TP73. Paulina Orzol (Masaryk
Memorial Cancer Institute — MMCI) pre-
sented a review of this gene family, re-
vealing that all three family members
can regulate cell cycle arrest and apop-
tosis, but to different degrees and in dif-
ferent tissues. The TP53 gene is the most
frequently mutated gene across all can-
cer types, in slightly more than 50% of all
human cancers. Unlike TP53, TP63 is ra-
rely mutated in the small subset of can-
cers in which it is expressed; e.g., B-cell
lymphomas. This is in spite of the fact
that p63 can induce apoptosis and inhi-
bit metastasis. In normal development,
p63 is involved in epidermal develop-
ment. In contrast, p73 is involved in neu-
ral development and participates in de-
termining neural structures. Like p63,
p73 is expressed in only a subset of can-
cers. There are several isoforms of the
p73 protein. Among the isoforms, the
TAp73 isoform is overexpressed in se-
veral cancers (egg. breast, ovary, mela-
noma) and can act as a tumor suppressor
by inducing cycle arrest and apoptosis.
In contrast, the Ap73 isoform is conside-
red to be an oncogene owing to its abi-
lity to interfere with p53 and TAp73 acti-
vity. The p73 gene can be methylated
and is thereby down-regulated in many
hematological malignancies, possibly
preventing its tumor suppressor acti-
vity. Research into p73-based therapies
includes modulation of the TA/AN ratio
of p73, and development of miRNAs to
inhibit ANp73.

Cancer cell lines grown in vitro are
routinely used as models intended to
represent cancer cells in vivo. Michael
Sheard (Children’s Hospital Los Ange-
les) gave a presentation in favor of esta-
blishing all future cell lines in physio-
logic levels of oxygen (O,) such as 5%
0O, rather than the common practice of

using room air (~ 20% O,). Specimens
from 12 acute lymphoblastic leukemia
(ALL) patients were obtained and three
grew successfully as newly established
cell lines in both 20% and 5% O,. Whole
genome analysis indicated that the cell
lines established in 20% O, had lower ex-
pression of glycolysis genes than their si-
ster cell lines in 5% O,, which was con-
firmed by RT-PCR and immunoblotting.
Cell lines established in 20% O, also con-
sumed less glucose and produced less
lactate, indicative of lower glycolysis.
These effects could only be partially re-
versed by moving cell cultures from 20%
to 5% O, or from 5% to 20% O, for eight
weeks. Since aerobic glycolysis is a hal-
Imark of cancer, the lower level of gly-
colysis in cells established in atmosphe-
ric O, suggests that these cells are less
representative of the original cancer.
These results argue that ALL cell lines
should be established at the onset in
physiologic levels of O, to preserve aero-
bic glycolysis. It has been previously de-
scribed how researchers working with
cell types other than ALL identified rea-
sons for preferring physiologic O, rather
than atmospheric O,, such as improved
outcomes in cell-type specific functional
assays [1].

The high rate of proliferation of many
cancer cells identifies proliferation it-
self as a therapeutic target. Proliferat-
ing cells must generate new copies of
their DNA, and the targeting of DNA
with compounds such as cisplatin has
long been an established therapeutic
approach. Lucie Koubkova (MMCI) pre-
sented an introduction to organome-
talic compounds. While cisplatin is the
most well-known of these compounds,
it has substantial side-effects. Carbopla-
tin has fewer side effects than cisplatin
and oxaliplatin and has found its way
into the therapeutic regimen of some
cancer types. Other drugs are still in in-
vestigational stages, including satrapla-
tin, lipoplatin and non-platinum orga-
nometallic drugs (metallocenes), such
as the ruthenium-based drugs NAMI-A,
DW12, and its derivative NP309. Koub-
kova and colleagues are investigating
the titanocene family of drugs. Titano-
cene dichloride was previously tested in
phase I and Il clinical trials, but was even-
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tually found to be too reactive for thera-
peutic use. Koubkova and colleagues are
continuing the search for titanocene de-
rivatives exhibiting an improved thera-
peutic index.

Determining the dynamic structural
changes in proteins can aid our under-
standing of protein architecture and
protein : protein interactions, but such
changes are poorly resolved by classi-
cal crystallographic methods. Multidis-
ciplinary approaches involving NMR,
small angle X-ray scattering, and hyd-
rogen/deuterium (H/D) exchange may
offer increased resolution of protein
structural and conformational models.
Filip Trcka (MMCI) and colleagues are
using H/D exchange methodology to
elucidate the binding properties of te-
tratricopeptide repeat (TPR) domains in
the TOMM34 protein. TOMM34 appears
to have TPR domains with conserved
amino acid positions responsible for for-
mation of a dicarboxylate clamp. Dicar-
boxylate clamps represent electro-
static modules capable of binding to
the C-terminal aspartate residues of
the chaperone proteins HSP70 and
HSP90. H/D exchange experiments
showed a decreased level of deutera-
tion of TOMM34 peptides correspond-
ing to the TPR domains after addition
of HSP70/90 C-terminal peptides, sug-
gesting that the dicarboxylate clamp
in the TOMM34 TPR domains is functio-
nal. Characterization of protein structu-
ral changes using the H/D exchange
method and nano-machinery such as
dicarboxylate clamps will expand our
ability to understand the dynamic nature
of the proteome and will extend our abi-
lity to develop targeted applications and
therapies.

Electrochemistry allows analysis of
proteins and nucleic acids in an inex-
pensive format. Martin Bartosik (MMCI)
reviewed the strengths (low cost, sim-
ple instrumentation and short time of
analysis) and challenges (sensitivity, re-
producibility) of this methodological
approach, giving a description of some
current trends, including DNA hybridi-
zation detection employing ELISA for-
mat as well as utilization of nanotechno-
logies, protein-ligand interactions, and
detection of miRNAs. A current trend in

electrochemistry is DNA hybridization
assays, construction of microarrays and
chips and detection of biomarkers [2].
Recent results with DNA methylation
analyses, protein-ligand interactions
and detection of miRNAs were also
mentioned.

In oncology, proteomics can focus
on functional studies, protein : protein
interactions, protein structural charac-
terization (glycosylation, acetylation,
phosphorylation), search for biomarkers,
and verification and quantification of
biomarkers. Pavel Bouchal (MMCI, Masa-
ryk University) reviewed the options for
protein fractionation, mass spectrome-
try and software relevant to proteomics.
The general workflow is to generate the
initial biological or clinical idea, design
experiments, extract the protein of in-
terest, cleave the protein into peptides,
fractionate, analyze by mass spectrome-
try, thereby identifying and quantifying
the protein, and statistical analysis.

Giving an overview of sample pre-
paration options for mass spectrome-
try, Lenka Hernychova (MMCI) provided
a broad overview of methods for rela-
tive and absolute quantification of pro-
teins in complex biological samples.
When preparing samples for quantita-
tive mass spectrometry measurement,
a researcher can choose between enzy-
matic, metabolic or chemical labeling of
proteins and/or peptides.

Cell surface proteins are easily accessi-
ble targets and therefore are of interest
therapeutically. Jakub Faktor (Masaryk
University, MMCI) and colleagues com-
pared differences in surface proteins of
MDA-MB-231 breast carcinoma cells with
a variant clone that exhibits increased
migratory ability. Surface proteins gene-
rally have high hydrophobicity and are
therefore somewhat difficult to isolate in
solution for mass spectrometry. Faktor
labeled the extracellular domains of sur-
face proteins with a reactive ester of bio-
tin and then purified them on streptavi-
din sepharose, followed by fractionation
by gel electrophoresis. Proteins were
identified and quantified using an Orbi-
trap mass spectrometer. One hundred
and thirty-nine proteins were found
to be up-regulated in the more mig-
rating variant (fold change > 1.5), and

38 of these proteins contained a trans-
membrane domain. Two hundred and
twenty-eight proteins were down-re-
gulated (fold change < 0.7), 91 of which
contain a transmembrane domain.
Several integrins were found among the
down-regulated proteins, which might
help explain the increased migratory ca-
pacity. Future work will include examina-
tion of whether any of these proteins are
similarly affected in other cell lines upon
selection of variants with increased mig-
ratory ability.

Cancer stem cells have been a topic
of much interest in recent years. Alena
Nunukova and colleagues are investi-
gating putative stem cells in rhabdo-
myosarcoma. Four rhabdomyosarcoma
cell lines expressing the myogenic mar-
ker Myo-D1 were examined for stem cell
markers and a subpopulation of each
cell line was found to express CD133,
AC133 and nestin. These cell lines are
being used in ongoing studies of rhab-
domyosarcoma stem cells, are awaiting
examination for expression of ABC drug
transporters and might benefit from cor-
relative methods, such as side popula-
tion analysis that functionally measures
drug efflux, a well-studied trait of stem
cells. Other future plans include sorting
of stem cell marker-expressing cells for
functional progenitor cell assays such
as the limiting dilution sphere-forming
assay and in vivo tumorigenicity assay.

Resistance of cancer cells to drugs re-
mains a major obstacle for cancer the-
rapy. Multidrug-resistant cancer cells
can be rendered drug-sensitive by in-
ducing release of proteases from ly-
sosomes. Blanka Jancekova (Masaryk
University) reviewed how lysosomal
membrane permeabilization can in-
duce apoptosis. The lysosomal protease
cathepsin D is ubiquitously expressed
and can be released from lysosomes fol-
lowing treatment with specific drugs.
MDA-MB-231 breast cancer cells were
engineered to overexpress cathepsin D;
among a group of therapeutic modali-
ties examined, the TRAIL death ligand
was the most active in inducing apo-
ptosis in cathepsin D overexpressing
cells but not in non-transfected paren-
tal cells. For this reason, Jancekova and
colleagues decided to study TRAIL fur-
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ther. Bafilomycin, an inhibitor of lyso-
somal activity, was found to suppress
both caspase-8 activation and apopto-
sis downstream of treatment with TRAIL.
Interestingly, a low dose (10 ng/ml) of
TRAIL was sufficient to induce release of
cathepsin D, which is notable given a re-
cent report that natural killer cells ob-
tained from cancer patients and activa-
ted ex vivo can release soluble TRAIL at
concentrations of 22 ng/ml in an NK cell
expansion system that is being devel-
oped for adoptive cell therapy in phase |
clinical trials.

Replication-deficient adenoviruses
are expected to become increasingly
useful for delivery of vaccines and immu-
notherapeutics. However, the effects of
adenoviruses on inflammation in vivo are
poorly understood, and attack by natural
killer cells could undesirably dampen the
effects of therapies that utilize adenovirus
delivery systems.To address this issue, Ma-
riana Pjechova (MMCI) and colleagues are
using the replication-deficient adenovi-
rus vector AdZ2 produced in HEK-293 em-
bryonic kidney cells or 911 embryonic reti-

noblasts cells. AdZ2 has deletion of regions
E1, E3, and E4 (ex. E4ORF6). By comparing
AdZ2 with the adenovirus AdEasy that has
deletions in only regions E1 and E3, Pje-
chova and colleagues found that deletion
of the E4 region causes a decrease in acti-
vation of natural killer cells, measured as
decreased expression on 293 and 911 cells
of MICA, a ligand for the NK cell-activa-
ting receptor NKG2D. Further changes in
signaling pathways caused by these vec-
tors were revealed by examination of the
phosphoproteome in cells infected by
AdEasy and AdZ2 using an Orbitrap Elite
mass spectometer. Future plans include
cytotoxicity assays examining the effect of
decreased MICA.

The Bank of Biological Material (BBM)
which was established at MMCI in 2000
is nowadays the national coordinator of
EU Biobanking and Biomolecular Resour-
ces Research Infrastructure (BBMRI) in the
Czech Republic. As described by Kristina
Greplova (MMCI), collection of clinical
specimens is currently being performed
in collaboration with institutes in Pra-
gue, Hradec Kralove and Olomouc. In the

BBM, primary tumors, operable metasta-
ses, and (when appropriate) healthy tis-
sues are cryopreserved in liquid nitrogen
for future analyses. To provide material for
quantification of biomarkers, specimens
are stored short-term; for example, serum
is stored for up to one year. To enable the
potential for follow-up analysis, long-term
storage of tumor material from each pa-
tient is also done. For assays examining
RNA, specimens are first preserved in ei-
ther liquid nitrogen or in RNAlater solu-
tion, and then RNA is purified at a later
date. For genetic studies, an aliquot of ge-
nomic DNA and whole blood is archived
for later examination. These approaches
enable long-term studies and correlation
with subsequently acquired clinical data,
providing an invaluable resource for re-
searchers and clinicians.
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Biosimilars (ne)jen v onkologii — dnesni realita

i budoucnost

Demlova R.'?

'Oddéleni klinickych hodnoceni, Masarykdv onkologicky Ustav, Brno

2Farmakologicky Ustav LF MU, Brno

Vybor pro |é¢ivé humanni pfipravky
(CHMP) Evropské lékové agentury (EMA)
na svém letoSnim ¢ervnovém zasedani
doporucil k registraci prvni dvé mo-
noklonalni protilatky z kategorie bio-
similars. Remsima (Celltrion Healthcare)
a Inflectra (Hospira UK) jsou obchodni
nazvy pro biosimilars k infliximabu a je-
jich doporucené pouziti je shodné s ori-
gindlnim pfipravkem Remicade, ktery je
v Evropé registrovan od roku 1999 v in-
dikacich revmatoidni artritidy, Crohnovy
choroby, ulcerézni kolitidy, ankylozujici
spondylitidy, psoriatické artritidy a pso-
riazy. V prdbéhu roku 2013 vyprsi pa-
tent dalsi z monoklonalnich protila-
tek, pfipravku Rituximab spole¢nosti
Roche/Genentech, ktery patii k nej-
jehoz celkové trzby dosahly v roce
2012 7,2 miliardy USD. Rituximab je tak
logicky v zdjmu biotechnologickych
firem, které se zaméfuji na vyvoj bio-
similars. Jiz dnes se predpoklada, ze po
vyprseni patentu se chysta vstoupit na
trh nékolik biosimilars origindIniho ritu-
ximabu. Obdobné je tomu u trastuzu-

ostatni LP

interleukiny

imunoterapie

rdstové faktory

interferony

antisense oligonukleotidy
bunécéna terapie
rekombinantni hormony/proteiny
genova terapie

vakciny

monoklondlni protilatky (mAbs)

mabu, jehoz patent vyprsi v EU v roce
2014, dalsi biotechnologicky pfipravo-
vana léc¢iva budou zfejmé néasledovat.

Pro upfesnéni, v ivodu zminéného
infliximabu se nejedna o prvni lé¢ivé
pfipravky z celé kategorie biosimilars,
které jsou v Evropé registrovany. V roce
2006 uvedla na trh EU prvni biosimilar,
rastovy hormon Omnitrope®. Dalsimi
biologickymi léky, které jiz v EU ztratily
patentovou ochranu, jsou napf. erytro-
poetin, granulocytarni kolonie stimu-
lujici faktor (G-CSF) nebo rlstovy hor-
mon. V pfipadé infliximabu jde o prvni
biosimilars z kategorie monoklonalnich
protilétek, kterych je ve vyvoji zastou-
peno nejvice (graf 1).

Je tedy zcela nepochybné, Ze jiz nyni,
ale zejména v blizké budoucnosti, se
budou nasi Iékafi ve své kazdodenni
praxi s registrovanymi biosimilarnimi
pfipravky potkavat. Spravné pochopeni
podstaty vyvoje a vyroby biosimilars,
véetné alespon zakladni orientace v re-
gulacnich opatfenich, nastavenych EMA
v ramci EU, je tak nepochybné stéle ak-
tualngjsi [11.

160

Graf 1. Biosimilars ve vyvoji [2].
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Z hlediska zakladni definice mu-
Zeme fici, Ze pojem biosimilars je pouzi-
van pro |écivé latky, které jsou vyvijeny
a uvadény na trh po vyprseni patentové
ochrany origindlnich biotechnologicky
vyrabénych léciv.V zdmofi se pro stejnou
skupinu pouziva termin Follow-on-Bio-
logics (FOBs).

Biotechnologicka Ié¢iva maji ve srov-
nani s chemicky definovanymi lécivy
mnoho odlisnosti, které znesnadnuji
nebo takika znemoznuji jejich, byt le-
galni, ,kopirovani”. Biosimilars tedy ne-
jsou a z podstaty ani nemohou byt
prostymi kopiemi originalnich bio-
technologickych léciv a regula¢ni ufady
k nim ani takto nepfistupuiji.

Zasadnim ddvodem je ten fakt, Ze bio-
technologicka léciva jsou vyrabéna v zi-
vych bunkdach a unikdtnich tkdnovych
liniich, maji velmi komplexni hetero-
genni strukturu, kterou ¢asto nelze zcela
pfesné definovat, jsou pfirozené varia-
bilni a také nestabilni. Jako latky bilko-
vinné povahy vytvéreji slozité terciarni
a kvartérni struktury a ze své povahy jsou
kriticky zavislé na okolnim prostfedi.
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Tab. 1. Data predkladana pfi registraci [3].

Vyvoj Preklinika
Farmakologie
« akutni toxicita

Léciva latka

- charakteristika
« vyroba

- kontrola

- standardizace
- obal

- stabilita Farmakokinetika

Lécivy pripravek
- charakteristika
+ vyzkum

« vyroba

« kontrola

« standardizace
« obal

« stabiltni studie

Toxikologie

Srovnavaci studie

- analytické studie
s referencnim
pripravkem

Tato extrémni slozZitost vede k tomu, Ze
tyto latky, resp. jejich bezpecnostni pro-
fil a Gc¢innost jsou velmi snadno ovliv-
nitelné jakoukoli, i velmi drobnou, od-
chylkou ve vyrobnim postupu. Procesy
jako glykosylace, pfipadné dalsi substi-
tuce proteinového retézce, procesy puri-
fikace a podobné sehrévaji ve vyrobnim
postupu a koncovém produktu zasadni
roli. | sebemensi popsané odchylky ve
vyrobnim procesu totiz mohou zménit
biologickou funkci nebo imunogenicitu
Ié¢ivého pfipravku [4].

Z vySe uvedeného je jasné, ze zde
nejde o pouhou kopii biotechnologicky
vyrabéného léku, ale do jisté miry o ori-
ginal, ktery je plivodnimu biologickému
Iéku pouze podobny. Tento fakt reflek-
tuje i oznaceni celé skupiny léciv — ndzev
biosimilar. Vzhledem k nevyhnutelnym
rozdillim ve vyrobnich procesech tak ne-
muze byt biosimilarni 1écivo zcela iden-
tické jako plvodni referen¢ni originalni
piipravek.

Tyto skutec¢nosti byly a jsou reflekto-
vany i doporuc¢enimi a naslednymi po-
Zzadavky regula¢ni autority, Evropské
Iékové agentury (EMA), kterd prostied-
nictvim svého vyboru CHMP jako jedina

Klinické studie
Farmakologie

Farmakokinetika
« jednorazové podani

U¢innost a bezpeénost

Pivotni studie

Farmakovigila¢ni studie

+ bezpecnost v Sirsi populaci

« U¢innost v dalsich
indikacich

< imunogenicita

muze vyslovit doporuceni k registraci
biosimilars. Registrace téchto |écivych
pfipravkd miiZze probihat pouze centrali-
zované, nikoliv ndrodnimi procedurami.

Regulacni ramec v Evropé

Prvni smérnici tykajici se schvalovani
biosimilars publikovala EMA v roce 2003,
prvni podobny biologicky pfipravek byl
registrovan v roce 2006. Legislativni nor-
mou, kterd na uzemi EU fidi problema-
tiku biosimilars, je v tuto chvili smérnice
2004/27/EC. K ni jsou vydavany souvi-
sejici guidelines EMA, které konkretizuji
pozadavky kladené na registracni proce-
duru u jednotlivych typ molekul.

Jaka data je tedy nutno dolozit v za-
dosti o registraci biosimilars? Je ne-
zbytné dolozit udaje o toxicité ze stu-
die na zvifatech, dale farmakokinetickou
studii s rdznym zpUsobem podani pfi-
pravku, provedenou na zdravych dob-
rovolnicich. Dale museji byt dolozeny
udaje z klinickych studii, zaméfené na
hodnoceni ucinnosti a bezpecnosti, se
zvlastnim zietelem na vyse zminénou
imunogenicitu. Pravdou ale je, Ze v tuto
chvili je dostacujici, pokud jsou predlo-
zena data z klinické studie pouze v jedné

indikaci (tab. 1). Kromé téchto obecnych
kritérii vytvofila a publikovala EMA i spe-
cifické pozadavky pro jednotlivé typy
biologickych pfipravk (dostupné na
www.ema.europa.eu - special topics -
biosimilars) [5].

V navrhu evropské smérnice pro ,bio-
similarni” monoklonalni protilatky je
stanoven design studii, ovéfujicich
biologickou podobnost véetné hod-
nocené populace, farmakodynamic-
kych parametru a cild téchto klinickych
hodnoceni.

Pfipadna registrace biosimilars je pro-
véazena i povinnosti intenzivniho farma-
kovigilan¢niho sledovani po uvedeni Ié-
¢iva na trh, tedy sledovani bezpecnosti
pfipravku véetné vyhodnoceni imuno-
genicity. Tato skute¢nost je velmi pod-
statnd vzhledem k limitované délce sle-
dovani, jez je pozadovano pro registraci,
a kvalitni farmakovigilan¢ni sledovani
je tak naprosto klicové. Rovnéz je dobré
pfipomenout, Ze bioekvivalen¢ni data,
na zakladé nichz jsou biosimilarni [é¢iva
registrovany, byvaji predkladana pro po-
tfeby registrace jen u vybranych indikaci.
| z tohoto dlivodu by rozhodnuti o pou-
Ziti nového biosimildrniho lé¢iva mélo
byt v kompetenci o3etfujiciho lékare.

Faktorem, ktery komplikuje prehled-
nost trhu, na kterém se vyskytuji bio-
similarni produkty, je nejednoznacnost
pojmenovavani INN nazvy. Vznika tak si-
tuace, kdy u epoetinu alfa jsou nékteré
biosimilarni produkty oznaceny stejné
jako plvodni pfipravek, tedy epoetin
alfa, jiné epoetin zeta. To je ponékud za-
vadéjici a navic, bez znalosti vyrobniho
nazvu, nelze u nékterych pripravkd odli-
Sit originalni a biosimilarni produkt. Tim
je mj. znemoznéna generickd substituce
téchto latek.

Zavérem je mozné konstatovat, ze
v ramci evropské legislativy jsou nasta-
vena jasna pravidla, kterd musi byt pro
registraci biosimilars dodrzena a jejichz
cilem je registrovat a uvést na trh pouze
takové pripravky, jez jsou prokazatelné
kvalitni, a¢inné a pro pacienty bez-
pecné. Soucasné je ale nutno dodat, ze
se regulac¢ni prostfedi vtomto segmentu
[écivych pripravkl vyviji a je nutné sle-
dovat vyvoj legislativy.

Hlavnim pfinosem uvadéni biosimilars
na trh je samozirejmé zejména zvySovani
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dostupnosti téchto pfipravkd diky snizo-
vani jejich nakladud. Je nepochybné, ze
objem néakladné péce zahrnujici i nova
originalni lé¢iva do budoucna poroste.
Ptichod novych 1ékd do praxe a rozsi-
fovani indikaci stavajicich pfipravki
bude zavisly hlavné na financ¢nich moz-
nostech systému. Cilend lé¢ba vétsiho
poctu pacientll bude mozna za pred-
pokladu vyznamného snizeni ceny tzv.
biologickych léciv. Zavadéni biosimilars
tedy pfedstavuje jednu z moznych
cest, jak udrzet naklady na léciva v pfi-
jatelné Urovni. Vzhledem k neporovna-
telné vyssim nakladlim na zavedeni bio-
similarniho Iéciva na trh oproti generiku

je dosazitelnd pomérna Uspora proti ori-
gindlnimu pfipravku rozhodné nizsi (na-
klady na zavedeni na trh jsou odhado-
vany na 70 % oproti origindlu). Vzdy je
vsak tfeba peclivé hodnotit i pfipadna ri-
zika. V pfipadé téchto pfipravkl je pod-
statna znalost chovani v realné praxi,
kterou je vSak obtizné simulovat v re-
gistracnich studiich. Pfistup k zavadéni
biosimilarnich |é¢iv do praxe se ve sta-
tech EU rGzni. PrestoZe potieba ekono-
mickych Uspor, jez pravdépodobné ne-
budou tak velké jak se olekavalo, je
nasnadé, pfima substituce téchto léciv
od prvniho uvedeni na trh se vzhledem
k povaze téchto léciv nejevi jako vhodna

alternativa. Jejich postupné zavadéni
a ziskavani zkusenosti s jejich pouziva-
nim se v tuto chvili jevi jako optimalni
cesta.
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Zajimave pripady z nutri
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'Pracovni skupina nutri¢ni péce v onkologii
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“Ustav radia¢ni onkologie, Nemocnice Na Bulovce, Praha
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Kazuistika ¢. 5

Pétapadesatilety muz podstoupil v Unoru
2012 subtotalni gastrektomii a nasledné
pooperacni radiochemoterapii pro lo-
koregionalné vyrazné pokrocily karci-
nom. V zafi téhoz roku byl pro ileus ex-
plorativné laparotomovan s nalezem
plastronu zaujimajiciho supramesokolic-
kou ¢ast dutiny bfisni bez moznosti pro-
vedeni paliativni spojky. Byla zavedena
deriva¢ni nasogastrickda sonda a pa-
cient byl prelozen k symptomatické te-
rapii na onkologické oddéleni. Subjek-
tivné byl bez obtizi, objektivné pokles
télesné hmotnosti na 60kg z plvodnich
82kg, BMI 19,4kg/m?, hodnoty krevnich
bilkovin byly jesté v normé. Pacient byl
pravdivé informovan, Ze jeho prognéza
je zcela infaustni.

Nutricné-metabolicky pohled
Enterdlni vyziva v této situaci mozna
neni.

Bez parenterdlni intervence zemfe
pacient béhem dnl az tydnd na de-
hydrataci a metabolicky rozvrat. S pou-
hou i.v. hydrataci zemfe v fadu tydnd
za hospitalizace na energetické vycer-

pani, pravdépodobné s dekubity a/nebo

Vv sepsi.

Pacient splnuje zakladni podminky
onkologické domaci parenteralni vyzivy
(Bozzetti, 2006):

1. Nedostatecna vyziva limituje preziti
vyznamné vice nez nador sam.

2.S ohledem na nepfitomnost metastaz
ve viscerdlnich orgénech Ize reédlné
ocekavat alespon tfimésicni preZiti.

3. Performance status je v rozmezi ECOG
0-2.

4. Pacient i rodina jsou pIné informovani
o rizicich domdci parenteralni vyzivy
a tuto variantu voli.

Doméci parenteralni vyziva je v CR
dobfe dostupna ve 20 specializova-
nych centrech, plné hrazena zdravot-
nimi pojistovnami, jeji kvalita je na vy-
soké drovni.

Navrh rFeSeni

U pacienta byl zajistén permanentni
centralni Zilni vstup formou centralniho
katetru implantovaného z periferie ces-
tou v. basilica (tzv. PICC). Byla zahajena
aplikace preformovaného tiislozko-
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vého vaku parenterdlni vyzivy. Byla za-
jisténa home-care asistence k aplikaci
vyZivy a bazalné edukovén pacient i ro-
dina. Bydlistém pfislusna nutriéni am-
bulance prevzala pacienta pIné do péce.
Pacient prozil ve velmi dobré kvalité zi-
vota tfi mésice v domdcim prostfedi a az
poté podlehl rychlé generalizaci nadoru,
v posledni dny jiz jen na bazalni davce
hydratace.

Doporucujeme ke stazeni z internetu

Pracovni skupina domdci parenterdlni vyzivy SKVIMP:
http://dpv.skvimp.cz/?act=sh_cat&cat=1

Pfehled ambulanci domaci parenteralni vyzivy s kon-
takty: http://dpv.skvimp.cz/?act=sh_cat&cat=14
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mCRPPC POD ZAMKEM

Ptimou inhibici signalnich drah androgennich receptort s XTANDI

dluzte chvil
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e =

pohody zkrocenim mCRPC

XTANDI je cilend |é¢ba metastatického kastracné
rezistentniho karcinomu prostaty (mCRPC) pacientl Ié¢enych
docetaxelem s jednoduchym a pohodIinym davkovanim.

umoznite svym pacientim mit hodnotny a delsi Zivot.

Uchopte |é¢bu mCRPC zcela novym zplGsobem.™

Zkracena informace o lécivém pripravku
XTANDI: Nazev: Xtandi 40 mg mékké tobol-
ky. Slozeni lécivého ptipravku: enzaluta-
midum 40mg. Indikace: Lécba dospélych

muzl s metastatickym kastra¢né re-
zistentnim karcinomem prostaty, u jejichz
onemocnéni doslo k progresi pfi nebo po
l1é¢bé docetaxelem. Davkovani a zpusob
podani: Doporucend déavka je 160 mg (Ctyfi
40 mg tobolky) jako jedna peroralni davka.
Kontraindikace: Hypersenzitivita na lécivou
latku nebo na kteroukoli pomocnou latku.
Zeny, které jsou téhotné nebo mohou
otéhotnét. Zvlastni upozornéni: Pfi zaha-
jenilécby ma byt stanoven prehled soucasné
podavanych lécivych pfipravki, protoze
enzalutamid je silny induktor enzymd. Je tie-
ba se vyhnout sou¢asnému podavani warfa-
rinu a antikoagulancii kumarinového typu
nebo provadét monitoraci INR. Opatrnosti je
tfeba pfi podavani pfipravku Xtandi pacien-
tdm s anamnézou epileptickych zachvatl
nebo jinych predispozi¢nich faktord nebo

ktefi soucasné uzivaji lécivé pripravky, jez
snizuji prah vzniku epileptickych zachvat.
Opatrnosti je zapotiebi u pacientl s tézkou
poruchou funkce ledvin a Xtandi se nedopo-
ru¢uje podavat u pacientd se zavaznou po-
ruchou jater (Child-Pugh tfidy C). Ze studie
AFFIRM byli vylouceni pacienti se zavaznymi
kardiovaskularnimi chorobami (infarkt myo-
kardu v poslednich 6 mésicich, nestabilni
angina pectoris, srde¢ni selhani NYHA Il
a IV). Interakce: Doporucuje se vyhnout
nebo podavat s opatrnosti silné inhibitory
nebo induktory CYP2C8 nebo snizit davku
enzalutamidu na 80 mg. Enzalutamid je silny
induktor enzym0 a pfi sou¢asném uzivani
pripravk(, které jsou substraty CYP3A4,
CYP2C9, CYP2C19, CYP1A2, UGT1A1, by mé-
la byt hodnocena piipadna ztrata farmako-
logickych ucink( béhem prvniho mésice
1é¢by a méla by byt zvazena Uprava davky.
Lécivé pripravky s izkym terapeutickym roz-
pétim, které jsou substraty pro P-gp, poda-
vat s opatrnosti nebo upravit davku. U¢inky

na schopnost Fidit a obsluhovat stroje:
Enzalutamid m(ze mit sttedné zavazny vliv
na schopnost fidit nebo obsluhovat stroje.
Pacienti, u kterych se vyskytly epileptické
zachvaty nebo jiné predisponujici faktory, by
méli byt pouceni o riziku. Nezadouci ucin-
ky: Velmi casté: navaly horka a bolest hlavy,
Casté: neutropenie, zrakové halucinace, Uz-
kost, kognitivni porucha, poruchy paméti,
hypertenze, sucha kize, svédéni. K epilep-
tickému zachvatu doslo ve studii AFFIRM
u 0,8% pacientl. Jméno a adresa drzitele
rozhodnuti o registraci: Astellas Pharma
Europe B.V. Sylviusweg 62, 2333 BE Leiden,
Nizozemsko. Registracni ¢islo: EU/1/13/846
/001. Zvlastni opatfeni pro uchovavani:
Z&dné zvlastni podminky. Doba pouzitelnos-
ti 2 roky. Posledni revize textu: 06/2013.
Vydej pfipravku je vazan na Iékafsky predpis.
Uhrada z prostiedkd vefejného zdravotniho
pojisténi nebyla stanovena. Pfed predepsa-
nim se seznamte s Uplnou informaci o pfi-
pravku dostupné na www.ema.europa.eu

nebo na adrese Astellas Pharma s.r.0., Meteor
Centre Office Park, Sokolovska 100/94, 186 00
Praha 8, CR.

*Xtandi snizuje riziko umrti o 37 % oproti
placebu a zlepsuje HRQol."#*

Reference: 1. SPC pfipravku XTANDI. 2. Tran
C et al. Science 2009; 324(5928): 787-790.
3. Hu R et al. Expert Rev Endocrinol Metab.
2010; 5(5): 753-764. 4. Scher H et al. N Engl
J Med. 2012; 367(13): 1187-1197. 5. Miller K
etal.J Clin Oncol 31,2013 (suppl 6; abstr 17).

./R’E W

» Xtandi

enzalutamide



AKTUALITY V ONKOLOGII

Enzalutamid (Xtandi®) — nova Sance pro
pacienty s kastracné refrakternim karcinomem

prostaty

Tomasek J.

Klinika komplexni onkologické péce LF MU a Masaryk(v onkologicky ustav, Brno

Povznikurezistence nahormonalnilécbu
se progndéza pacientl s karcinomem
prostaty vyraznym zpdsobem zhorsuje.
V pribéhu hormonalnich manipulaci se
adaptaci na nizkou hladinu testosteronu
méni fenotyp nadorové bunky. Ta je pak
schopna reagovat na minimalni koncen-
trace androgend, které vznikaji v nad-
ledvinach nebo pfimo v nadorové tkani.
V pribéhu vzniku rezistence k hormo-
nalnim manipulacim dochazi k amplifi-
kaci androgennich receptord (AR) a je-
jich zvy3ené expresi. Mutace gent pro
AR umoziuji alternativni aktivace AR
non-androgennimi ligandy a rlistovymi
faktory, coz podporuje nddorovy rust.
Median preziti (overall survival — OS) pa-
cientd s kastracné refrakternim karcino-
mem prostaty (castration-resistant pro-
state cancer — CRPC) se pohybuje kolem
18 mésicd od vzniku rezistence na hor-
mondlni manipulace. Standardni systé-
movou protinddorovou lé¢bou je v této
situaci chemoterapie na bazi doceta-
xelu. V posledni dobé se objevilo néko-
lik novych lécivych pripravka, které také
maji efekt v |é¢bé CRPC.

Enzalutamid je novy peroralni inhibi-
tor signalni drahy AR, ktery blokuje tuto
signalizaci na nékolika urovnich. Vyso-
kou afinitou k AR brani vazbé androgent
a dalsich aktivujicich ligand( na AR, blo-
kuje translokaci AR do jadra a narusuje
vazbu AR na DNA (obr. 1). Neni znam
zadny agonisticky ucinek enzalutamidu.
Doporuc¢end davka enzalutamidu je
160 mg na den peroralné. V randomizo-
vané klinické studii lll. fdze AFFIRM bylo
oproti placebu prokazano signifikantni
a klinicky velmi vyznamné prodlouzeni

OS u pacientll s CRPC predlé¢enych do-
cetaxelem (18,4 vs 13,6 mésice, HR=0,63;
p < 0,001), prodlouzena byla signifi-
kantné také doba do progrese PSA
(8,3 vs 3,0 mésice, HR = 0,25; p < 0,001)
a doba do progrese metastaz v mékkych
tkanich podle RECIST 1.1 (8,3 vs 2,9 mé-
sice, HR = 0,40; p < 0,001). Ke snizeni
bolesti doslo u 45% pacientd v aktiv-
nim rameni oproti 7% v rameni s place-
bem (p = 0,008). Také parametry kva-
lity Zivota byly lepsi v aktivnim rameni
proti l1é¢bé placebem. Pro praxi je di-
lezity velmi dobry bezpeénostni pro-
fil enzalutamidu. Proti placebu se cas-
t&ji vyskytovala unava (vSechny stupné
33,6 vs 29,1 %), svalové a kostni bolesti,
bolesti hlavy, hypertenze, nvaly a pri-
jmy. V 0,6 % se vyskytl epilepticky za-
chvat, vzhledem k predispozi¢nim fakto-
rdim u nékterych pacient(i neni ale vztah
k enzalutamidu jednoznacny [1].

V roce 2013 bylo na konferencich
ASCO a ESMO prezentovano nékolik za-
jimavych analyz studie AFFIRM. Studie
byla ukoncena po predem planované in-
terim analyze, kdy bylo prokazano pro-
dlouzeni OS. Pacienti v rameni s enza-
lutamidem mohli v 1é¢bé pokracovat.
Fleming se vénoval analyze pacientd,
ktefi byli Ié¢eni enzalutamidem dlouho-
dobé - 35% (276/800) pacientl bylo 1é-
¢eno = 12 mésicl, 22 % (174/800) bylo
Ié¢eno = 18 mésicl. Tito dlouhodobé 1é-
¢eni méli delsi ¢as do iniciace Ié¢by en-
zalutamidem od diagnézy karcinomu
prostaty oproti celé skupiné pacient( Ié-
¢enych enzalutamidem (7,9 vs 5,9 roku).
Jejich spole¢nym znakem byl také mensi
rozsah metastaz pfi vstupu do studie [2].

Tato aktualita byla podpotena firmou Astellas.

This actuality was supported by Astellas.
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De Bono et al se vénovali vztahu efektu
lé¢by enzalutamidem k predchozi te-
rapii karcinomu prostaty. Byla hodno-
cena ucinnost enzalutamidu ve vztahu
k celkové dobé chemoterapie doceta-
xelem, k celkové dobé hormondlini tera-
pie a dobé terapie pouze LHRH analogy.
Ve viech téchto skupinach byl prokazan
prospéch z podani enzalutamidu. Kratsi
OS byl prokazan u pacientd s rychlejsi
progresi na LHRH analozich nebo pfi ja-
kékoliv hormonalni manipulaci. Dilezita
informace je, ze Gc¢innost nebyla vazana
na dobu trvani predchozi terapie do-
cetaxelem, Ucinnost enzalutamidu tedy
neni ovlivnéna predchozi uc¢innosti do-
cetaxelu [3].

Velmi dobra ucinnost enzalutamidu
u pacientl predlécenych chemotera-
pii vedla ke snaze posunout pfipravek
do ¢asnéjsich linii é¢by. Cilem randomi-
zované, placebem kontrolované klinické
studie lll. féze PREVAIL bylo zjistit, zda en-
zalutamid dokaze prodlouzit OS a ¢as do
radiologicky dokumentované progrese

Klin Onkol 2014; 27(1): 69-70
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ENZALUTAMID (XTANDI®) — NOVA SANCE PRO PACIENTY S KASTRACNE REFRAKTERNIM KARCINOMEM PROSTATY

Enzalutamid cili pfimo na androgenni receptor, jeho efekt se v signalni cesté
androgenniho receptoru projevuje ve tfech krocich:

‘/DHEA

testosteron \

blokuje vazbu androgent
na AR
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enzalutamide )

2. brani translokaci AR

do jadra
3. narusuje vazbu AR
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Obr. 1. Mechanizmus uc¢inku enzalutamidu [4,5].

AR - androgenni receptor, DHEA - dehydroepiandrosteron, DHT - dihydrotestosteron

u asymptomatickych nebo jen mirné
symptomatickych pacientll s metastatic-
kym CRPC (metastatic castration-resistant
prostate cancer - mCRPC), ktefi nebyli
predléceni chemoterapii. Tyto parametry
byly primarnimi cili studie. Do této dvo-
jité zaslepené studie bylo randomizo-
vano 1 717 pacientld s mCRPC. Pacienti
byli 1é¢eni opét davkou enzalutamidu
160 mg/den. Pfi interim analyze bylo pro-
kdzano, ze podani enzalutamidu vedlo
k 30% snizeni rizika umrti (OS: HR = 0,70;
95% Cl 0,59-0,83; p < 0,0001) a snizeni ri-
zika radiologicky dokumentované pro-

grese (rPFS) nebo umrti o 81% (rPFS:
HR =0,19; 95% Cl 0,15-0,23; p < 0,0001).
Podle dosavadnich vysledkd byl OS v ra-
meni s enzalutamidem delsi oproti pla-
cebu (31,5 vs 30,2 mésice). Nezavisla ko-
mise zhodnotila pomér benefitu a rizika
jako vyznamny ve prospéch enzaluta-
midu a doporucila zastavit studii a pa-
cientdm v rameni s placebem podat
enzalutamid. Vysledky studie budou
prezentovany na konferenci ASCO-GU
2014 na konci ledna. Vybor ASCO je ale
povazuje za natolik zdsadni, ze pred-
bézné vysledky zvefejnil na svych webo-

vych strdnkach vyjimec¢né jesté pred
konferenci.

V soucasné dobé probiha fada dalsich
studii s enzalutamidem, velkd ¢ast pravé
na poli karcinomu prostaty. Za zminku
ale stoji studie Il. faze zamérena na pa-
cienty s triple-negativnim karcinomem
prsu s pozitivnimi androgennimi recep-
tory. Nemoc téchto pacientek byva ag-
resivnéjsi a lécebné moznosti jsou proti
ostatnim skupinach pacientu s karcino-
mem prsu jen omezené.

Pokroky v onkologii se obvykle dé&ji
po malych krdccich, v pfipadé enzalu-
tamidu je to ale velky krok ke zlep3eni
progndézy pacientd s mCRPC [6]. Jde
o lé¢bu, kterd prodluzuje zivot nemoc-
nych, je bezpe¢na a nezhor3uje kvalitu
Zivota.
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ONKOLOGIEV OBRAZECH

Onkologie v obrazech

Umeéleckeé projevy toxicity protinadorové [écby

Svoboda M.

Muz, narozeny v roce 1967, ve 45 le-
tech diagnostikovany rendlni karcinom
levé ledviny, onemocnéni jiz v dobé dia-
gnozy diseminované do CNS a medias-
tindlnich uzlin. Po extirpaci solitarni
mozkové metastazy zahdjena lécba
sunitinibem, ktera je doprovazena ne-
zddoucimi Ucinky v podobé trombo-
cytopenie G2, tyreopatie G1, Unavy
G2-3, pro které je nasledné davka re-

dukovana pfi zachovani ucinnosti
1é¢by.

V pribéhu lécby, kterd v Gnoru 2014
trva jiz 10. mésic, je onemocnéni v par-
cialni remisi. Jednim z vedlejsich ucinka
sunitinibu byla depigmentace vlasl
a obodi (obr. 1). Tento ,umélecky projev”
onkologické l1écby pacient pfijal s nadse-
nim, nebot, jak se vyjadfil, zajimavé do-
pInil jeho pfedchozi tetovani klize.

Obr. 1. Depigmentace vlasu jako vedlejsi tc¢inek onkologické l1écby.
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OSOBN/ ZPRAVY

V lednu letosniho roku zemiel ve vysokém véku
doc. MUDr. Vaclav Bek, DrSc.

Zivot je dlouhy dost, kdy? vis, jak ho prozit.
Zivot méfime skutky a ne casem.

Lucius Anneus Seneca

Konopasek B.

Doc. Bek ziskal klasické vzdélani na kra-
lovehradeckém gymnaziu v 30. letech
minulého stoleti. Patrné od téch dob se
datuje jeho laska k feckym filozofam.
Jeho maturita pak byla v dobé neslavné
znamé jako heydrichidda. Studia |ékaf-
ské fakulty na Karlové univerzité zapo-
cal tedy az po valce. Po promoci v roce
1950 byl administrativnim rozhodnu-
tim poslan na Radiodiagnostickou kli-
niku VFN v Praze. SvUj zdmér pecovat
o pacienty se snazil uskutecnit svym paG-
sobenim na radioterapeutické ¢asti pra-
covisté. A tak zapocala jeho vlastni ka-
riéra v onkologii, které zustal vérny.
V roce 1973 se podilel na zalozeni 1. on-
kologické kliniky VFN v Praze na teh-
dejsim Uzemi statu. Po brzkém a nece-
kaném Umrti prof. MUDr. Staska, DrSc.
(prvni prednosta kliniky) prevzal pred-
nostenské zezlo. Do zaslouzeného di-
chodu odesel v roce 1988. Nasledujici
obdobi pfineslo vyrazné zmény v onko-
logii. Zprvu velmi smutny a depresivni
obor se zménil v Iékafskou disciplinu,
ktera pfinasi terapeutické efekty a nékdy
i trvalé vyléceni. Nespornym Uspéchem
IékaFské védy je i samotné dlouhé a re-
lativné kvalitni ziti s nddorem. O tom,
Ze se doc. Bek vyznamné podilel na
tomto pozitivnim vyvoji, neni pochyb.
Muazeme ho fadit mezi nejduilezitéjsi

osobnosti nasi onkologie. Béhem svého
profesniho Zivota dosahl vyrazné Uspé-
chy jak na poli védeckém, tak i v oblasti
praktické mediciny. Vznikla celd fada
monografii, skript, u¢ebnic a publikaci.
Prednesl nepocitané odbornych pred-
nasek u nas, ale i v zahranici. Stal v cele
mnoha vyzkumnych projektd a grant(.
Stal se drzitelem nékolika prestiznich
cen a uznani. Nikdy nezapominal na své
pacienty. Jeho ambulance byly vzdy pIné
a pacienti pfichazeli s presvédcenim,
ze jsou v téch nejpovolanéjsich rukou.
Nékteré déti s nadorem ledvin, které oza-
foval, jsou dnes samy jiz rodici. Chapal,
ze prace v mediciné spociva v tymové
spolupraci a ddsledné ji také prosa-
zoval. Svou ¢innost zahdjila pracovni
skupina pro tumory hlavy a krku, ma-
ligni melanom, gynekologické nadory,
maligni lymfomy a dal3i. Nejvétsi za-
sluhy v3ak tkvi v pedagogické ¢innosti.
Zaradit klinickou onkologii do studij-
niho kurikula nebylo jednoduchou za-
lezitosti a doc. Bekovi se to podafilo.
Postgradudlni vychova se organizovala
v ramci Institutu postgradualniho vzdé-
lavani (ILF). Prosadil konstituovani samo-
statné katedry Klinické onkologie. Ates-
tacni examinaci se podrobila fada Iékai
z celé republiky. Vychoval mnoho onko-
logll, z nichZ néktefi dnes zastavaji vy-

znamna vedouci mista nejen u nas, ale
téz za hranicemi naseho statu. Byl pfikla-
dem toho, Ze povolédni se mlze stat sku-
te¢nym poslanim. Co osobné povazuji za
nejdulezitéjsi? Doc. Bek si dokazal najit
spolupracovniky, obklopit se jimi, zapa-
lit je pro obor a spole¢né s nimi pokladat
zaklady onkologie tak, jak ji zname nyni.
Jedna vzpominka. V roce 1972 (Ctyfi roky
po promoci a pobytu na teoretickém
ustavu) jsem se rozhodl pro klinickou
praci. Zvazoval jsem radiodiagnostiku.
Na vstupni pohovor jsem pfisel k doc. Be-
kovi, abych se informoval o volném misté.
Ten se mé zeptal na hlavni divod mého
zaméru. Bez uzardéni jsem pfiznal, Ze hle-
dam nechirurgicky obor s klidné&jsimi noc-
nimi sluzbami. Pan docent se zdésil: ,On
chce v noci hodné spat!” Ale pak dodal:
»Na druhou stranu si cenim vasi pravdo-
mluvnosti. Nastupte k ndm na onkologii,
tam jsou sluzby jesté klidné&jsi’ Svého roz-
hodnuti jsem pozdéji nikdy nelitoval.

Za viechny jeho kolegy a spolupra-
covniky, za jeho zaky, mezi které se i sam
pocitdm, ale nakonec i za ty, ktefi ho
osobné ani neznali, bych chtél fici:,Pane
docente, za vie Vam dékujeme.”

doc. MUDr. Bohuslav Konopdsek, Csc.
Onkologickd klinika 1. LF UK a VFN v Praze

72

Klin Onkol 2014; 27(1): 72




RECENZE KNIHY

Recenze knihy ,Principy systémoveé
protinadorové lécby”

Rihova B.

Kniha autord prof. MUDr. Pavla Klenera,
DrSc, a MUDr. Pavla Klenera jr., Ph.D,,
LPrincipy systémové protinadorové |é¢by”
(GRADA Publishing, a.s., 2013) je logickym
pokracovanim a rozsitenim knihy ,Nova
protinddorova léciva a lé¢ebné strategie
v onkologii”, ktera vysla v GRADA Pub-
lishing v roce 2010. Tato nova kniha je na-
prosto unikatnim zdrojem informaci ze
dvou rozséhlych a nepochybné obtiznych
obord, a to onkologie a imunologie.
Je ¢lenéna do nasledujicich 11 kapitol:
- Uvod do problematiky nadorovych
onemocnéni a protinddorové 1é¢by,
- Konvenc¢ni protinadorova lécba,
- Epigenetickd chemoterapeutika,
- Diferencia¢ni terapie,
- Uloha hormon(i v systémové protina-
dorové terapii,
+ Monoklonadini protilatky,
- Imunoterapie,
- Cilena léc¢ba I: terapie cilena na nado-
rové buriky — inhibice rlstu naddoru,

- Cilena lécba Il: terapie cilena na nado-
rové mikroprostredi — inhibice Sifeni
nadoru,

- Zaklady genové terapie,

« Rezistence k chemoterapii.

Jednotlivé kapitoly jsou doplnény
o mimoradné dobre zpracované, ba vy-
nikajici obrazky a schémata. Tyto ilus-
trace jsou dokonale vybrané a upravené
tak, aby ¢tenaf na prvni pohled pochopil
zaklad diskutované problematiky, ¢asto
nesmirné slozité a ¢asto jen z&4sti dobre
probadané. U kazdé kapitoly je seznam
zakladni literatury, kterou je mozné vy-
hledat k pochopeni dalsich detaild, ne-
chybi ani pfehled nejcastéji pouzivanych
zkratek a samoziejmé rejstiik. Na konci
knihy ¢tenaf najde velice srozumitelny
souhrn, a to nejen v cesting, ale i v ang-
lictiné. V knize se dozvite tfeba i to, co
je to individualizovand medicina ne-
boli terapie sitd na miru (personalized

medicine, tailored medicine). Kniha au-
torll Klenera a Klenera jr. zcela ojediné-
lym a vysoce profesionalnim zplsobem
nejenom popisuje v soucasné dobé kli-
nicky pouzivana nebo zatim jen klinicky
testovana terapeutika, ale predevsim
objasfuje mechanizmy jejich pdsobeni
a Casto i dUvody, pro které bylo testo-
vani ukonceno. Je misty tak informacné
Lrobustni”, Ze asi nema konkurenci ani
na zahrani¢nim trhu. Je psana neuvéfi-
telné ,Ctivé” Zcela jisté to neni kniha na
jedno, dvé, ale asi ani ne na nékolik malo
precteni. Je to téméf encyklopedie, kde
kazdy najde odpovéd na svou otazku.
A ty mohou a budou pokladat studenti,
pfirodovédci, Iékafi a samoziejmé i vy-
soce specializovani onkologové.

Praha 9. prosince 2013

prof. RNDr. Blanka Rihovd, DrSc.
Mikrobiologicky ustav AV CR, v.v.i.

INFORMACE Z CESKE ONKOLOGICKE SPOLECNOSTI

Informace z Ceské onkologické spole¢nosti

Zépis ze schiize vyboru Ceské onkologické spole¢nosti konané dne 17. 12. 2013 v Praze naleznete na www.linkos.cz.
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Merck Serono Oncology | Combination is key™

... u pacientu s mCRC a nadory s wt RAS v Iécbé 1. linie kombinaci
Erbitux + FOLFIRI oproti 1écbé kombinaci bevacizumab + FOLFIRL*

ERBITUX® 5 mg/ml infuzni roztok

Zkracena informace o pfipravku

Léciva latka: cetuximabum. Indikace: K lé¢bé pacientl s metastazujicim
kolorektalnim  karcinomem (mCRC) exprimujicim receptor epidermalniho
rastového faktoru (EGFR) a vykazujicim geny RAS divokého typu. Pouziva se
v kombinaci s chemoterapii na zakladé irinotekanu, v prvni linii 1é¢by v kombinaci
s FOLFOX, a/nebo jako samostatna latka k 1é¢bé pacientd, u kterych selhala lécba
na zakladé oxaliplatiny a irinotekanu a u pacientl, ktefi nesnasi irinotekan.
Vkombinaci s radia¢ni terapii k Ié¢bé pacientl s lokalné pokrocilym spinocelularnim
karcinomem hlavy a krku a/nebo v kombinaci s chemoterapii na bazi platiny k lé¢bé
relabujiciho a/nebo metastazujiciho onemocnéni. Davkovani a zplisob podani:
ERBITUX® je podavan 1x tydné. Uvodni davka je 400 mg/m2, nasledujici tydenni
davky jsou kazda 250 mg/m2. Pacienti musi byt premedikovani antihistaminiky
a kortikosteroidy nejméné 1 hodinu pfed podanim cetuximabu. Kontraindikace:
U pacientl se zndmou t€Zkou hypersenzitivni reakei na cetuximab. Kombinace
s chemoterapii zahrnujici oxaliplatinu je u metastazujictho kolorektalniho
karcinomu kontraindikovana u pacientd s mutovanymi geny RAS nebo
u pacientl, u nichZ neni mutaéni stav geni RAS zndm. Nutno vzit v Gvahu
i kontraindikace pro soucasné uZivané chemoterapeutické latky nebo radiacni
terapii. Zvlastni upozornéni: Casto se mohou objevit tézké reakce spojené
s infuzi, v€etné anafylaktickych reakci, které mohou ve vzacnych pripadech
vést az k umrti. Vyskyt tézké reakce spojené s infuzi vyZaduje okamzité a trvalé
pferudeni lécby cetuximabem a mize byt nutna pohotovostni Ié¢ba. Pfiznaky se
mohou objevit v pribéhu prvni infuze a aZ nékolik hodin poté. Mezi pfiznaky
patfi bronchospazmus, kopfivka, zvyseni nebo sniZeni krevniho tlaku, ztrata

.!\/IerckSerono

védomi nebo sok. Nezddouci G&inky: Velmi Casté (= 1/10): hypomagnesemie,
zvydeni hladin jaternich enzymd, reakce spojené s infuzi. V kombinaci s lokalni
radia¢ni terapii se objevily nezadouci u¢inky jako mukozitida, radiaéni dermatitida
a dysfagie nebo leukopenie, pfevazné ve formé lymfocytopenie. Mezi koZni reakce
patii akneiformni vyrazka, poruchy nehtd (paronychium). Interakee: V kombinaci
s infuzemi fluoropyrimidinG se zvy3uje ¢etnost vyskytu srde¢ni ischemie, véetné
infarktu myokardu a méstnavého srde¢niho selhani, stejné jako cetnost vyskytu
syndromu ruka - noha. Lékova forma a baleni: Infuzni roztok. Baleni obsahuje
jednu 20ml lahvicku s obsahem 100 mg cetuximabu. Uchovavani: Uchovavejte
v chladnicee (2 - 8°C). Drzitel rozhodnuti o registraci: Merck KGaA, Darmstadt,
Némecko. Registraéni €islo: EU/1/04/281/003. Datum posledni revize textu:
12/2013. Vydej pfipravku je vazan na lékafsky pfedpis a je hrazen z prostfedki
zdravotniho pojisténi. Pred predepsanim se seznamte s uplnou informaci
o pfipravku.

*) mCRC = metastazujici kolorektalni karcinom, wt RAS = KRAS
a NRAS exony 2, 3 a 4 divoka forma (wild-type, wt)

Reference: 1. Heinemann V, et al. Oral presentation at the European Cancer
Congress 2013, September 28. Abstract No: LBA17.

ﬂplnou informaci o pfipravku obdrzite na adrese:
Divize Merck Serono, Merck spol. s r.o.

Na Hfebenech Il 1718/10, 140 00 Praha 4

Tel.: +420 272 084 211, Fax: +420 272 084 307
E-mail: erbitux@merck.cz
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Zkrécend informace

GLIVEC® 100mg potahované tablety, GLIVEG® 400 mg potahované tablety

Slozeni: Léciva latka: Imatinibi mesilas 100 mg nebo 400mg v 1 potahované tableté. Indikace: Glivec je indikovan k IEcbé: Dospélych a détskych pacienti s nové diagnostikovanou Philadelphia chromozom (ber-abl)
pozitivni (Ph-+) chronickou myeloidni leukemif (CML), u kterych nen transplantace kostni diené povazovana za Iéébu prvni volby. Dospélych a détskych pacientti s Ph+ CML s chronickou fazi onemocnént, u kterych
selhala Iécha interferonem-alfa, nebo kterf jsou v akcelerované fazi onemocnéni nebo v blasticke krizi. Dospélych a *détskych* pacientl s nové diagnostikovanou Philadelphia chromozom pozitivni akutni lymfatickou
leukemii (Ph+ ALL) doplnénou chemoterapii. Dospélych pacient s recidivujici nebo refrakterni Ph+ ALL jako monoterapie. Dospélyich pacientli s myelodysplastickym/myeloproliferativnim onemocnénim (MDS/MPD)
spojenym se zménou genu receptoru pro riistovy faktor krevnich desticek (PDGFR). Dospélych pacientli se syndromem pokroGilé hypereozinofilie (HES) a/nebo chronickou eozinofilni leukemii (CEL) s preskupenim
FIP1L1-PDGFRc. Dospélych pacienttl s Kit (CD 117) pozitivnimi inoperabilnimi a/nebo metastatickymi malignimi stromalnimi nédory zazivactho traktu (GIST). Dospélych pacientd s vyznamnym rizikem recidivy
po resekei Kit (CD117)-pozitivniho GIST nadoru v adjuvantnim podani. Dospélych pacienti s inoperabilnim dermatofibrosarkomem protuberans (DFSP) a dospélych pacientti s rekurentnim a/nebo metastatickym
DFSP, ktefi nejsou zplisobili operace. Davkovani: Léchbu milZe zahajit pouze Iékar specialista se zkusenosti s I6¢bou hematologickych malignit a sarkom(. Predepsana davka se podava perording s jidlem a zapiji se
sklenici vody. Davky 400mg nebo 600 mg by mély byt podavany jednou denné, davka 800mg by méla byt podavana rozdélené na 400 mg dvakrat denné. Davkovani u CML u dospélych: Doporucend davka Glivecu
je pro pacienty v chronické fazi CML 400 mg/den. U pacient(i s akcelerovanou fazi nebo v blastické krizi je doporucena davka 600 mg/den. Davku Ize zvysit na 600mg nebo 800mg denné u pacientd v chronické
fazi onemocnéni, na 800mg denné (400mg 2x denng) u pacientd s akcelerovanou fézi onemocnéni nebo v blasticke krizi za nasledujicich okolnosti: pri progresi onemocnéni; pokud nebylo dosazeno: uspokojivé
hematologické odpovédi po 3 mésicich [échy, nebo cytogenetické odpovédi po 12 mésicich Iéchy; nebo pfi ztraté dfive dosazené hematologické a/nebo cytogenetické odpovédi. Davkovani u CML u déti: Davkovani
u déti je v mg na m? télesného povrchu (mg/m?). U deti s chronickou fazi CML nebo s pokrocilou fazi CML se doporucuje davkovani 340 mg/m? (nepfekrocit celkovou davku 800 mg). Podavani Iéku je moZné jednou
denné nebo rozdelene do dvou davek. U deti je mozno uvazovat o vzestupu denni davky na 570 mg/m? (neprrekroCit celkovou dvku 800 mg). Davkovani u Ph+ ALL u dospélych pacientil: Doporucend denni dévka
Glivecu je 600 mg/den. *Davkovani u Ph+ ALL u déti: Davkovani u déti je v mg na m? télesného povrchu (mg/m ). Doporucuje se denni dévka 340 mg/m? (nepfekrocit celkovou davku 600 mg).” Davkovani u MDS/
MPD: Doporucena denni ddvka Glivecu je 400 mg/den. Dévkovani u HES/CEL. Doporucena denni davka Glivecu je 100 mg/den. Davkovani u GIST: Doporucena denni davka Glivecu je 400 mg/den. Davkovani u DFSP:

Doporucend denni davka Glivecu je 800 mg/den. Uprava dévkovéni nebo prerusent 1&cby je vyZadovano pi vyskytu zavaznych nezadoucich Gcink Viz Uplnd informace o pripravku. Kontraindikace: Hypersenzitivita
na lécivou ldtku nebo na kteroukoli pomocnou latku pr|pravku Zvlastni upozornenllopatrem Pro moZnost zavazné retence tekutin se doporucuje pravidelné sledovat hmotnost pamentu Pravidelné je nutné
provadgt kompletni vySetieni krevniho obrazu. Opatrnost je nutnd u pacientti se zhorSenou funkei jater. PFi I6ché imatinibem se vyskytly pripady Jatermho poskozenl kontrola jaterni funkce je nezbytna. Byly hlaSeny
Klinické pnpady hypotyredzy u pacientd, kterym byla provedena tyreoidektomie a ktefi byli substitucné Iéceni levothyroxinem. U téchto pamentu je tfeba dlikladné kontrolovat hladiny TSH. Pacienti se srdecnim
onemocneénim, s rizikovymi faktory, pfiznaky nebo projevy srdecniho selhani a s rendinim selhanim by méli byt peclivé sledovani. U paaentu s hypereozinofilnim syndromem (HES) s okultni infiltraci HES bunék
do myokardu byly ojedinglé pripady kardiogenniho Soku ¢i dysfunkce levé komory spojeny s degranulaci HES bunék po zahajeni Iéchy Pacientiim s renaini nedostatecnosti by se méla podévat miniméni ivodni davka.

Pacienti se zavaznou rendlni nedostatecnosti by méli byt Iéceni s opatrnosti. Pokud neni dévka imatinibu tolerovana, méize byt snizena. Glivec Ize v téhotenstvi pouzit pouze pokud je to nezbytné nutné. Pripravek
by nemély uzivat kojici matky. U déti a jedincli v prepubertdinim véku uZivajicich imatinib byly hlaSené pripady retardace rlistu, proto je doporucené peclivé sledovani riistu déti Iécenych imatinibem. Pri fizeni nebo
obsluze strojil se doporucuje zvySena opatrnost. Viz ipind informace o pripravku. Interakee: Pri podavéni létek zvysujicich koncentraci imatinibu v plazmé - CYP3A4 inhibitor( (*inhibitory protedz jako je indinavir,
lopinavir/ritonavir, ritonavir, sachinavir, telaprevir, nelfinavir, boceprevir,* azolova antimykotika zahrnujici ketokonazol, itrakonazol, *posakonazol, vorikonazol,* nékteré makrolidy jako je erythromycin, klarithromycin
a *telithromycin®) je nutnd opatrnost. Nekteré I&tky mohou snizovat koncentraci imatinibu v plazmé — CYP3A4 induktory (dexamethason, fenytoin, karbamazepin, rifampicin, fenobarbital, fosfenytoin, primidon,
trezalka teckovana) a potencialng zvySovat riziko selhani Iécby. PFi podavani Glivecu se substraty CYP3A4 s izkym terapeutickym oknem (cyklosporin, pimozid, “takrolimus, sirolimus, ergotamin, diergotamin, fentanyl,
alfentanil, terfenadin, bortezomib, docetaxel a chinidin*) se doporuGuje opatrnost, protoze miize zvySovat jejich plazmatickou koncentraci. Podobnd opatrnost se doporucuie i pfi podévani spolu se substraty CYP2D6
s (izkym terapeutickym oknem a s CYP2D9 (warfarin a jiné derivaty kumarinu). Obezfetnost by méla byt uplatnéna pfi sou¢asném podavani paracetamolu, zejména pfi podavani vy$Sich davek. Viz UpInd informace
o pripravku. Nezadouci uéinky: Velmi asté: neutropenie, trombocytopenie, anemie, bolesti hlavy, nauzea, prijem, zvraceni, dyspepsie, bolesti bificha, periorbitaini edém, dermatitida/ekzém/vyrazka, svalové kfece
a zachvaty kreCi, muskuloskeletarni bolesti vcetné myalgie, artralgie, bolesti kosti, zadrZovani tekutin a edémy, Unava, zvySeni hmotnosti. Casté: pancytopenie, febrilni neutropenie, anorexie, nespavost, zavrate,
parestezie, porucha chuté, hypestezie, otok oénich vicek, zvySené sizeni, krvaceni do spojivky, konjunktivitida, syndrom suchého oka, rozmazané vidéni, zrudnuti, krvaceni, dusnost, krvéceni z nosu, kasel, nadymani,
rozpéti biicha, gastro-ezofagedni reflux, zacpa, sucho v Ustech, gastritida, zvySent jaternich enzymd, pruritus, otok obliceje, suché plet, erytém, alopecie, nocni poceni, reakce fotosenzitivity, otoky kloubd, slabost,
pyrexie, anasarka, mrazeni, ztuhlost, snizeni hmotnosti. Dal$i informace - viz tpind informace o pripravku. Podminky uchovavani: Neuchovavejte pfi teploté nad 30°C. Uchovévejte v plvodnim obalu, aby byl
pripravek chranén pried vinkosti. Dostupné Iékové formy a velikosti baleni: Glivec 100 mg potahované tablety: 60 thl., reg.¢. EU/1/01/198/008 Glivec 400 mg potahované tablety: 30 thl., reg.¢. EU/1/01/198/010.
Poznamka: Dfive neZ ek predepiSete, prectéte si peclivé plnou informaci o pfipravku. Potahované tablety: Datum registrace/prodlouzeni registrace: 11.11.2003/07.11.2006. Datum posledni revize textu SPC:
24.10.2013. DrZitel rozhodnuti o registraci: Novartis Europharm Limited, Horsham, RH125AB, Velkd Britanie.

Pripravek je pouze na Iékar'sky predpis, hrazen z prostredki vergjného zdravotniho pojisten.

*Vsimnéte si prosim zmény (zmén) v informacich o Ié¢ivém pripravku.
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