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* = vyšší účinnost v parametru OS, PFS;  ** = vyšší účinnost v parametru PFS, TTF a ORR; CI = interval spolehlivosti; EGFR = receptor pro epidermální růstový faktor; HR = poměr rizik; OS = celkové přežití; PFS = přežití bez progrese onemocnění; 
TTF = doba do selhání léčby; TKI = inhibitor tyrozinkinázy; ORR = četnost objektivní odpovědi; Del 19 = delece v exonu 19; NÚ = nežádoucí účinek.
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EDITORIAL

Editorial

Klinická onkologie vždy reagovala svými 
publikacemi na aktuální dění v onkolo-
gii. V  centru tohoto dění se po dlouhé 
době znovu ocitly nádory hlavy a krku, 
a to jak v oblasti prevence, tak i v oblasti 
léčby, hlavně u nádorů lokálně pokroči-
lých a metastatických.

Nádory ORL oblasti byly tradičně spo-
jovány s kouřením a alkoholem, nicméně 
od začátku tohoto století se postupně 
začaly objevovat práce o nové, odlišně 
bio logicky se chovající skupině nemoc-
ných, kde je hlavním etiologickým čini-
telem papilomavirus (human papilloma-
virus –  HPV). Nádory hlavy a krku HPV+ 
představují novou, chováním rozdílnou 
podskupinu nádorů ORL oblasti a probí-
hají diskuze o odlišném způsobu jejich 
léčby s ohledem na zajištění příznivější 
prognózy. U nás se této problematice již 
delší dobu věnoval prof.  Klozar a  jeho 
tým. Nádory hlavy a krku HPV+ lépe rea-
gují na léčbu cisplatinou i na radioterapii, 
a je rozdíl v délce přežití mezi pa cienty 
postiženými HPV+ a HPV–  nádory. Zva-
žuje se možnost snížit intenzitu léčby, 
pro kterou zatím není dostatek dat. Sta-
novení HPV je postupně zaváděno do 
denní praxe zatím jako independentní 
prediktor přežití a brzy má být i stratifi -
kačním faktorem u pa cientů s recidivu-
jícím a  metastatickým onemocněním. 
Posner hodnotí HPV tak, že je prokaza-
telně významným bio markerem pro lé-
čebnou odpověď, prognózu a stanovení 
neúčinnější léčby. Bližšímu rozboru jsou 
věnovány následující práce.

HPV je DNA virus onkogenní trans-
formace hostitelské buňky. Přenáší se 
z  kůže na kůži partnera, pohlavní styk 
není pro přenos HPV nutný a  infekt je 
příčinou řady malignit, jako karcinomu 
cervixu, hlavy a krku (nejčastěji patrové 
tonsily), těla děložního, vaginy, penisu 
nebo i nádorů anu. Typ HPV 16 je spojen 
s rakovinou hlavy a krku, 30 % orálních 
karcinomů je příbuzných s HPV infektem 
a  výskyt dnes dosahuje epidemických 
hodnot.

První velkou mezinárodní prezen-
tací byla konference o HPV v  listopadu 
2010 v Amsterdamu. Jednání se účast-
nila většina předních odborníků z  ce-
lého světa, např. Vermorken, Gillisonová, 
Lassenová, Bonner, Psyrriová a řada dal-
ších, zabývajících se problematikou lid-
ského papilomaviru. Následovala celá 
řada konferencí, sympozií a  publikací, 
s  novými informacemi o  vztahu papi-
lomaviru a  ně kte rých lidských nádorů. 
Fakhry v  roce 2014 uvádí, že 80 % žen 
a mužů se za život infi kuje alespoň jed-
ním typem genitálního papilomaviru. 
Velká studie Naghaviho analyzovala 
údaje do roku 2016, kdy bylo ve Spoje-
ných státech zjištěno 48 330 nových pří-
padů nádorů hlavy a krku. To znamená, 
že přes pokles kouření se výskyt nádorů 
ORL, zvláště orofaryngu, zvyšuje a 72 % 
nádorů orofaryngu nemá tradiční pří-
činné faktory. Jako viník byl označen in-
fekt kmeny HPV.

V roce 2007 byla uvedena na trh HPV 
vakcinace pro ochranu proti karcinomu 
čípku. V  Mayo Clinic (Minessota) de-
monstrovali, že většina vakcinovaných 
byla kompletně chráněna proti kme-
nům způsobujícím karcinom (Jacob-
son). V roce 2011 bylo doporučeno po-
dání u mladých mužů z důvodu ochrany 
jejich ženských protějšků. Food and 
drug association (FDA) původně schvá-
lila 3  HPV vakcíny – Gardasil®, Cerva-
rix, Gardasil®9. V roce 2014 FDA akcep-
tovala pouze Gardasil®9, který chrání 
proti 9  vysoce rizikovým typům HPV. 
V roce 2015 studie ukázala, že HPV vak-
cinace Gardasilem®9  může ve Spoje-
ných státech vést k prevenci u více než 
25 000 karcinomů spojených s HPV, což 
představuje většinu invazivních karci-
nomů cervixu, konečníku, orofaryngu, 
vaginy a dalších genitálních karcinomů. 
Není ještě známo, jak dlouho bude trvat 
účinek prvních sérií HPV vakcinace, jen 
delší sledování vakcinovaných v klinic-
kých studiích přinese důležité infor-
mace o  účinku vakcinace na celkovou 

incidenci u karcinomů spojených s HPV 
a hodnocení přežití.

V 50. letech nebylo možné pa cientům 
s pokročilými nádory hlavy a krku, vět-
šinou pokročilého věku a stadia, nabíd-
nout nic jiného než nízkovoltážní ra-
dioterapii, event. paliativní chirurgii 
a  pokrok byl minimální. Z  důvodu ne-
dostatečných léčebných výsledků stan-
dardní léčby se již tehdy objevovaly 
první práce o  možné prevenci příčin 
těchto nádorů. Byl to například prof. Fin-
gerland, který všemi prostředky bojo-
val proti kouření, ale ke snížení výskytu 
nádorů a  zlepšení léčebných výsledků 
nedošlo. V dalších letech se zlepšovaly 
chirurgické postupy, modernější radio-
terapie dosahovala výrazně lepších vý-
sledků, léčba byla rozšířena o  chemo-
terapii. První pokusy o  kombinovanou 
terapii (RTG + metotrexát) byly uveřej-
něny v Klinické onkologii v roce 1966. Vý-
razný pokrok v systémové léčbě nádorů 
ORL oblasti představovalo zavedení cis-
platiny (publikováno v Klinické onkologii 
1981 a 1982), ale zlom nastal až s rozvo-
jem poznatků o vlivu lidského papiloma-
viru a  s  rozvojem použití bio logických 
látek (cetuximabu) a  nyní i  imunotera-
pie, a samozřejmě nedílnou součástí lé-
čebných úspěchů je i pokrok v radiote-
rapii, ať již radiačními technikami, nebo 
plánováním, který umožňuje dodání vy-
sokých dávek záření do přesně defi no-
vaného objemu s maximálním šetřením 
kritických okolních tkání. S nárůstem na-
šich léčebných možností a s prodlužující 
se délkou přežití nabývají významu bio-
logické markery jako HPV infekt, poziti-
vita p16, PDL1 pozitivita, a to nejen ve 
smyslu prognostických faktorů, ale i jako 
prediktory léčebného účinku usnad-
ňující i  tailor ing léčby ve smyslu hesla 
„Správná léčba správnému pa cientovi“.

MU Dr. Zdeněk Mechl, CSc.
MU Dr. Dagmar Brančíková, Ph.D.

Interní hematologická a onkologická 
klinika LF MU a FN Brno
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PŘEHLED

Lidský papilomavirus –  role v karcinogenezi 

cervixu a možnosti jeho detekce

Human Papillomavirus –  Role in Cervical Carcinogenesis 
and Methods of Detection

Bartošík M., Hrstka R., Jiráková L.
RECAMO, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: Perzistentní infekce onkogenním typem lidského papilomaviru (human papillomavi-
rus –  HPV), nejčastěji HPV 16 a HPV 18, může vést k rozvoji řady maligních onemocnění, zejména 
pak ke karcinomu děložního hrdla u žen. Testování na přítomnost HPV DNA se tudíž zavádí jako 
komplementární metoda ke stávajícímu cytologickému vyšetření, mimo jiné i díky vyšší citlivosti. 
Cíl: Tento přehledový článek pojednává o roli HPV v karcinogenezi děložního hrdla, zejména po-
pisuje vznik cervikálních intraepiteliálních lézí (CIN1-3) a molekulární mechanizmus transformace 
buněk. Představuje existující bio markery pro dia gnostiku prekancerózních lézí, mezi které patří 
např. mRNA transkripty genů E6 a E7, protein p16 (inhibitor cyklin-dependentní kinázy regulu-
jící přechod z G1 do S fáze buněčného cyklu), změněné metylační vzorce DNA nebo působení 
specifi ckých miRNA, tj. krátkých nekódujících jednořetězcových RNA o délce 18– 22 nukleotidů, 
které posttranskripčně regulují genovou expresi. Dále rozebírá výhody a nevýhody komerčně do-
stupných HPV testů, a v neposlední řadě představuje nově vyvíjené metody umožňující levnou 
a rychlou dia gnostiku HPV na bázi optické i elektrochemické detekce. Závěr: Nádory děložního 
hrdla i navzdory velkému pokroku v posledních letech stále patří mezi nejrozšířenější ženské ma-
lignity s vysokou mortalitou, zejména v rozvojových zemích. Ke snížení mortality by mohla pomoci 
implementace HPV testování do rutinního screeningového vyšetření. To však bude třeba fi nančně 
zefektivnit tak, aby bylo cenově konkurenceschopné se stávajícími cytologickými vyšetřeními.

Klíčová slova
HPV –  karcinom cervixu –  HPV testování –  hybridizace nukleových kyselin –  mRNA –  metylace 
DNA –  miRNA

Summary
Background: Persistent infection with high-risk human papillomavirus (HPV) strains, especially 
HPV 16 and HPV 18, is associated with the onset of various malignant dis eases, includ ing cervical car-
cinoma in women. HPV DNA test ing is thus be ing implemented as a complementary method to stan-
dard cytological examination, mainly due to its increased sensitivity. Aim: This review outlines the role 
of HPV in cervical carcinogenesis, with a focus on the formation of cervical intraepithelial neoplasias 
(CIN1– 3) and the molecular mechanism underly ing cellular transformation. Current bio markers used 
to screen premalignant lesions are described, includ ing mRNA transcripts of the E6 and E7 genes, pro-
tein p16 (a cyclin-dependent kinase inhibitor that regulates cell cycle progression from G1 to S phase), 
altered DNA methylation patterns, and actions of specifi c microRNAs (short (18– 22 bp), non-coding, 
single-stranded RNA molecules that regulate gene expression at the post-transcriptional level). This 
review also describes the advantages and drawbacks of commercial HPV tests, and depicts novel 
methods for more cost-eff ective and faster HPV dia gnostics based on optical or electrochemical de-
tection. Conclusion: Although great progress has been made, the incidence and mortality rates of 
cervical malignancies remain relatively high , especially in develop ing countries. Incorporation of HPV 
test ing into routine screen ing programs could help to decrease mortality rates; however, the cost of 
such test ing must be reduced if it is to compete with current cytology-based examinations. 

Key words
HPV –  cervical carcinoma –  HPV testing –  nucleic acid hybridization –  mRNA –  DNA methyla-
tion –  microRNA
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Úvod

Infekce lidským papilomavirem (human 
papillomavirus  –  HPV) patří mezi nej-
běžnější pohlavně přenosné choroby. 
Předpokládá se, že až 80 % populace se 
během života setká s infekcí HPV. Celkově 
je známo  >  200  genotypově odlišných 
kmenů lidských papilomavirů [1], ovšem 
ne všechny jsou pro člověka nebezpečné, 
většina z  nich způsobuje pouze kožní 
nebo genitální bradavice (jde o tzv. low-
-risk HPV, LR-HPV). Ně kte ré kmeny však 
vykazují onkogenní charakter (HPV 16, 
18, 36, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 
59, 66, 68, 73, 82, souhrnně high-risk HPV, 
HR-HPV), což znamená, že jejich dlou-
hodobá neléčená přítomnost může vést 
k  maligní transformaci epiteliální tkáně 
a  ke vzniku nádorů cervixu (děložního 
hrdla), vagíny, anální oblasti, nebo do-
konce hlavy a krku. Nejrozšířenějšími on-
kogenními kmeny jsou HPV 16 a HPV 18, 
u kterých se uvádí, že způsobují až 70 % 
všech karcinomů děložního hrdla  [2]. 
Genom HPV je tvořen dvoušroubovico-
vou kruhovou DNA o délce ~ 8 kb (obr. 1), 
rozdělenou do tří oblastí: 
1.  časná oblast (early region) obsahující 

vždy geny E1, E2, E4, E5, E6 a E7, u ně-
kte rých kmenů pak ještě E3 a E8;

2.  oblast obsahující kódující sekvence 
genů pozdní fáze (late region) L1 a L2; 

3.  kontrolní oblast (long control 
region –  LCR)

Proteiny kódované geny časné oblasti 
mají spíše regulační funkci, podílejí se 

např. na replikaci a transkripci genomu, 
buněčné signalizaci nebo apoptóze 
a jsou častěji exprimované v raných fá-
zích infekce (od toho pojmenování 
early). Proteiny pozdní fáze, L1 a L2, tvoří 
virový kapsid. Oblast LCR zahrnuje ze-
jména místo počátku replikace, vazebná 
místa transkripčních faktorů a  promo-
tor P97 zodpovědný za transkripci téměř 
všech genů z časné oblasti. Za normál-
ních okolností je transkripce z  promo-
toru P97 inhibována vazbou proteinu E2, 
čímž je hladina proteinů E6 a E7 udržo-
vána nízká. Genová exprese je polycis-
tronní, více genů má společný promotor 
a  výsledné mRNA transkripty tak závi-
sejí na zvoleném čtecím rámci [3]. Navíc 
díky alternativnímu sestřihu může jeden 
mRNA transkript dát vzniknout více 
proteinům [4].

Role HPV v karcinogenezi cervixu

Zjednodušeně lze vznik cervikálního 
karcinomu rozdělit do čtyř fází –  HPV in-
fekce, virová perzistence, vznik prekan-
ceróz a  invazivní karcinom  [2] (obr.  2). 
Naště stí dokáže imunitní systém člověka 
HPV infekci ve většině případů odstranit. 
V opačném případě se infekce stává per-
zistentní. Vznikají premaligní léze, u kte-
rých je virová DNA v buňce lokalizována 
nejdřív epizomálně, tj. není začleněná 
do chromozomální DNA. Postupně však 
dochází k molekulárním změnám, chro-
mozomální nestabilitě a  integraci vi-
rové DNA do genomu hostitele, která 
vede ke ztrátě regionu E2. Sníží se tak 

hladina proteinu E2, čímž dochází ke 
zvýšené expresi onkoproteinů E6  a  E7, 
jelikož za normálních okolností pro-
tein E2  negativně reguluje transkripci 
genů E6 a E7 vazbou na tzv. E2-vazebné 
místo v rámci LCR. Karcinogenní poten-
ciál proteinů E6  a  E7  je dán tím, že in-
hibují expresi důležitého nádorového 
supresorového proteinu p53, resp. reti-
noblastomového proteinu pRb, což vede 
k deregulaci buněčného cyklu buňky, ke 
snížení exprese proteinů důležitých při 
opravných mechanizmech DNA a k po-
stupné akumulaci buněčných defektů. 

Z histologického hlediska dochází 
k transformaci epiteliální tkáně cervixu, 
vznikají tzv. cervikální intraepiteliální neo-
plazie (CIN) odstupňované dle progrese 
onemocnění jako CIN1, CIN2 a CIN3, při-
čemž u CIN1 a části CIN2 lézí může dojít ke 
spontánní regresi, aniž by byla potřebná 
konizace (mluvíme o tzv. produktivních 
lézích, odpovídajících dle nové nomen-
klatury low-grade skvamózním intraepi-
teliálním lézím (LSIL)). CIN3 a zbylá část 
CIN2  patří do tzv. transformujících lézí 
(odpovídajích high-grade skvamózním 
intraepiteliálním lézím (HSIL)), které jsou 
spojeny se zmíněnou deregulací a nad-
měrnou expresí E6 a E7, přičemž CIN3 je 
posledním předstupněm invazivního 
karcinomu. Bohužel z  morfologického 
hlediska není možné rozlišit produktivní 
a transformující CIN2, a je tedy obtížné 
určit, zda infekce vymizí, nebo povede až 
ke vzniku karcinomu. Kromě samotného 
HPV testování se tak uvažuje o dalších 

E6 E7

E1

E2
E4

E5

L2

L1

LCR
P97

genom HPV16
~8 kbp

Obr. 1. Genom HPV 16.

Schematické zobrazení polohy jednotlivých 
genů v rámci kruhového genomu HPV 16.

Obr. 2. Proces karcinogeneze.

Chronologické zobrazení karcinogeneze od HPV infekce až po vznik karcinomu děložního 
hrdla, včetně lokalizace virové DNA a jednotlivých fází onemocnění.
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nádorové supresorové miRNA jsou miR-
143, miR-145 a miR-214, naopak za on-
kogenní miRNA jsou považovány např. 
miR-21  a  miR-146a  [13,16]. Pro defi ni-
tivní validaci vybraných miRNA bude 
ovšem potřeba provést více nezávislých 
studií a rovněž popsat přesnou roli jed-
notlivých miRNA v karcinogenezi indu-
kované virem HPV.

 
Současné testování HPV

Aktuálně se v ČR na přítomnost HPV tes-
tují pouze 4  % pa cientek s  abnormální 
cytologií s nejasným významem. Cytolo-
gie z tekutého media (liquid-based cyto-
logy –  LBC) je odběrová metoda založená 
na klasickém Pap testu, avšak odebraný 
vzorek se místo přímé fi xace na sklíčku 
umísťuje do vhodného média (komerčně 
pod názvem ThinPrep Pap Test)  [17]. 
Tento postup je vhodný i  pro diagnos-
tiku DNA HPV bez nutnosti dvou odběrů. 
Z roztoku se izolovaná DNA/ RNA testuje 
pomocí komerčně dostupných testova-
cích sad [18]. Většina testovacích sad je 
schopná detekovat přítomnost několika 
HPV typů, a to včetně rozlišení HR/ LR HPV 
a  konkrétní genotypizace. Standardně 
se provádí detekce HPV 16  a  HPV 18
(Cervista HPV 16/ 18 Assay, Hologic), ale 
existují testy, které zvládnou až 37  ge-
notypů současně (LINEAR ARRAY® HPV 
Genotyp ing Test, Roche).

Spousta komerčních HPV testů je zalo-
žena na PCR amplifi kaci a následné hyb-
ridizaci. Hlavní rozdíly mezi testy pak tkví 
v používaných primerech a způsobech 
detekce. Dalším rozdílem je izolace DNA 
pro amplifi kaci, kterou lze provádět po-
mocí kolonek (HC2 High-Risk HPV DNA 
Test, Qiagen) nebo magnetických ku-
liček (RealTime High Risk HPV, Abbott). 
Nevýhodou mnoha testovacích sad je 
jejich zaměření na přítomnost L1 genu 
(kódujícího hlavní kapsidový pro-
tein) [17], který však může být deletován 
v průběhu integrace virové DNA do lid-
ského genomu. V případě, že L1 region 
nebude přítomen, DNA HPV test bude 
falešně negativní  [19]. Na trhu se však 
objevuje stále více testů, které obsahují 
primery i pro E6/ E7 kódující oblast, např. 
AMPLICOR® Human Papillomavirus Test 
(Roche) se schválením CE-IVD, které jsou 
klíčové pro maligní transformaci způso-
benou HPV.

mezi frekvencí metylace v LCR a progresí 
onemocnění [10,11], jiné naopak ukazují 
sníženou metylaci (demetylaci) určitých 
promotorů v LCR u pa cientů s CIN3 a ra-
kovinou děložního hrdla v porovnání se 
zdravými jedinci  [12]. To je pravděpo-
dobně způsobeno různou přípravou kli-
nických vzorků nebo analýzou odlišných 
CpG ostrůvků  [13]. Zřejmě nejkonzis-
tentnější výsledky vykazuje oblast genů 
L1 a L2, kde dochází ke zvýšené metylaci 
u karcinomů [14].

Mezi metody studia metylace DNA, 
které byly nedávno detailněji popsány 
v časopise Klinická onkologie [15], patří 
např. restrikční analýza v kombinaci s kvan -
titativní polymerázovou řetězovou reakcí 
(quantitative polymerase chain reaction –  
qPCR), metylačně specifi cká PCR (methy-
lation-specifi c PCR  –  MSP), MethyLight 
PCR (kombinace MSP a fl uorescenčního 
měření pomocí TaqMan sondy) anebo 
MS-HRM (Methylation-Specifi c High Re-
solution Melting) přístup využívající roz-
dílných teplot tání dvouřetězcových DNA 
v  závislosti na jejich sekvenci. Zmíněné 
metody využívají buď metylačně senzi-
tivní restrikční endonukleázy rozezná-
vající a štěpící konkrétní restrikční místa 
v DNA v závislosti na přítomnosti metyl-
cytosinu, anebo reakci DNA s hydrogensi-
řičitanem sodným (tzv. bisulfi tovou kon-
verzi), který konvertuje cytosin v  DNA 
na uracil, přičemž metylcytosin zůstává 
nezměněn. 

Post-transkripční regulace pomocí 

miRNA

Funkcí miRNA, tj. krátkých nekódují-
cích jednořetězcových RNA o  délce 
18– 22  nukleotidů, je post-transkripční 
regulace genové exprese vedoucí k de-
gradaci cílové mRNA a následnému po-
klesu hladiny příslušného proteinu. 
miRNA vykazují funkci supresorovou 
i onkogenní, a  proto jsou v  současné 
době intenzivně studovány. Uvažuje se 
o  jejich potenciálním využití jako dia-
gnostických či prognostických bio-
markerů, či dokonce v terapii. 

Z těchto důvodů byly provedeny ce-
logenomové studie zaměřené na ex-
presi miRNA v cervikálních lézích, ovšem 
pouze několik miRNA sekvencí se uká-
zalo být konzistentně změněno napříč 
těmito studiemi [13]. Nejčastěji uváděné 

bio markerech, které by přesněji určily 
případy vyžadující léčbu. Mezi tyto mar-
kery patří kupříkladu mRNA transkripty 
genů E6 a E7  (produkty aktivní exprese 
těchto genů), jejichž zvýšená přítomnost 
poukazuje na přítomnost transformující 
léze  [5]. Nedávná korejská studie např. 
uvádí až 91% citlivost a 98,6% specifi citu 
pro detekci CIN2+ lézí (pro 337 vzorků) 
při použití HPV E6/ E7 mRNA testu [6]. Au-
toři ovšem zdůrazňují, že bude zapotřebí 
provést rozsáhlejší klinické studie s hete-
rogennějším výběrem populace s ohle-
dem na geografi cké rozdíly.

Mezi další markery patří protein 
p16INK4a, jehož hladina se zvyšuje inak-
tivací pRb. Jedná se o  inhibitor cyklin-
-dependentní kinázy regulující přechod 
z  G1  do S  fáze buněčného cyklu. I  na-
vzdory velké variabilitě v metodách a in-
terpretacích dat existuje spousta stu-
dií popisujících korelaci mezi zvýšenou 
expresí p16INK4a a  přítomností CIN2+ 
lézí [7]. Americká společnost pro kolpo-
skopii a cervikální patologii dokonce do-
poručila imunohistochemické stanovení 
p16 u dia gnosticky sporných lézí jakožto 
vhodnou metodu pro rozlišení prekan-
ceróz za předpokladu výrazné „blokové“ 
pozitivity stanovení p16 [8]. Jako možné 
bio markery jsou uvažovány i aberantní 
epigenetické změny (zejména v  DNA 
metylaci) nebo změněné hladiny miRNA 
(viz níže).

Epigenetické změny DNA u HPV

Nejvíce studovaným epigenetickým me-
chanizmem ve spojitosti s cervikálními 
lézemi jsou metylace DNA, tj. modifi-
kace 5’-uhlíku cytosinu v  dinukleotidu 
CpG metylovou skupinou (za vzniku me-
tylcytosinu). Například metylace promo-
toru má za následek „vypnutí“ exprese 
příslušného genu, a pokud je tímto pro-
motorem kontrolována exprese nádo-
rového supresorového genu, hyperme-
tylace tohoto promotoru způsobí nižší 
expresi daného nádorového supresoru, 
což může vést až ke karcinogenezi. 

I když jsou změněné metylační vzorce 
virové DNA v souvislosti s progresí kar-
cinomu cervixu dobře známé, data zís-
kaná z různých studií jsou často nekon-
zistentní [9], zejména co se týká asociace 
mezi metylací v  LCR regionu a  CIN2+. 
Ně kte ré práce uvádějí pozitivní korelaci 
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je do značné míry podobný jednorázo-
vým těhotenským testům. Nedávno byl 
vyvinut dipstick test na bázi laterálního 
proudění (lateral fl ow dipstick), obsahu-
jící nitrocelulózovou membránu pokry-
tou DNA vazebnými sondami pro detekci 
13 onkogenních typů HPV [21] (obr. 3). 
Vzorek obsahující HPV DNA byl nej-
dřív amplifi kován pomocí asymetrické 
PCR, jednořetězcové amplikony byly ná-
sledně hybridizovány s vazebnými son-

Cílená detekce E6/ E7 mRNA může spe-
cifikovat stadium onemocnění, neboť 
její hladina s  progresí onemocnění 
stoupá.

Plošné testování HPV, zavedené např. 
ve Spojených státech, prodloužilo inter-
val mezi preventivními cytologickými 
vyšetřeními v podobě Pap testů na dobu 
3 let (naopak v ČR jsou cytologická vyšet-
ření prováděna 1× ročně) a zmíněné HPV 
testování je prováděno každých 5 let (za-
vedeno pro pa cientky nad 30 let) [20].

Nové přístupy detekce HPV

Kromě komerčně dostupných kitů pro 
detekci HPV DNA, popsaných v předešlé 
kapitole, jsou vyvíjeny nové metody, je-
jichž ambicí je učinit existující HPV tes-
tování cenově dostupnější a instrumen-
tálně méně náročné. I  tyto přístupy 
většinou využívají hybridizace DNA mezi 
hledanou sekvencí HPV DNA a vhodnou 
DNA sondou, a to přímo v roztoku nebo 
na vhodném pevném povrchu, např. 
magnetických kuličkách, obvykle s vyu-
žitím fl uorescenčních nebo elektroche-
mických metod detekce.

Jedním z  příkladů uživatelsky pří-
jemné alternativy ke stávajícím přístu-
pům by mohl být tzv. dipstick test, který 

Stále více se také rozšiřuje přístup 
spočívající v  hybridizaci amplifi kované 
DNA na sondy vázané na nitroceluló-
zové proužky, který současně poskytuje 
informace o  genotypu HPV, nicméně 
tato metodika je náročnější na přístro-
jové vybavení (INNO-LiPA HPV Geno-
typing, Innogenetics). Odlišný přístup 
bez nutnosti PCR amplifi kace je použití 
hybridizační techniky k  detekci virové 
DNA pomocí RNA sondy. Po navázání 
vzniká DNA/ RNA duplex, který je zachy-
táván protilátkou specifi ckou pro hyb-
ridní molekuly. Následná detekce pro-
bíhá vazbou další protilátky s vhodnou 
detekční značkou. Příkladem tohoto pří-
stupu může být HC2 High-Risk HPV DNA 
Test (Qiagen). Dalším možným způso-
bem detekce cílené na E6/ E7  oblast je 
test ZytoFast HPV-Typ ing ISH Kit (Zyto-
Vision). Test dokáže pomocí značených 
DNA sond detekovat DNA i RNA a  roz-
poznávat i různé typy HPV. Tento test je 
určen pro hybridizaci in situ (chromoge-
nic in situ hybridization), tudíž je vhod-
nější spíše pro bio ptické vzorky. 

Další možností detekce E6/ E7 oblasti 
HPV může být zaměření se na mRNA, 
např. pomocí testu Aptima HPV Assay 
(Hologic), také se schválením CE-IVD. 
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Obr. 4. Elektrochemický test pro detekci 

virové DNA.

Test je založený na hybridizaci virové DNA 
se dvěma sondami – vazebnou sondou 
(sonda 1) připevněnou na magnetické ku-
ličky, a detekční sondou (sonda 2) znače-
nou antigenem (nahoře). Po hybridizaci 
jsou magnetické kuličky přitáhnuté k po-
vrchu elektrody pomocí magnetu (upro-
střed) a je elektrochemicky měřen signál 
z enzymatické reakce křenové peroxidázy 
(HRP), která je konjugována s protilátkou 
(Ab) specifi ckou vůči antigenu (dole).
HRP – křenová peroxidáza, 
S – substrát, P – produkt. 
Převzato z [27].

Obr. 3. Fluorescenční dipstick.

Roztok DNA se po nakápnutí na jeden konec dipsticku laterálním prouděním dostane až 
k testovacím proužkům obsahujícím vazebné DNA sondy komplementární k 13 typům 
HPV DNA. Dochází k hybridizaci a po následném přidání fl uorescenčně značených DNA 
sond i k fl uorescenci. Absorbující podložka zachytává zbytek roztoku. 
Převzato z [21].
ROX – 6-carboxy-X-rhodamine, FAM – 6-carboxyfl uorescein
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tomnosti nukleové kyseliny vysoce rizi-
kových kmenů HPV v cervikálním stěru 
hrazeno pouze ženám se sporným cy-
tologickým nálezem nebo jako kontrola 
konizačního či ablačního výkonu (kon-
krétně se jedná o výkon č. 95201). Před-
pokládá se, že implementace HPV tes-
tování do rutinního screeningového 
vyšetření by mohla ještě výrazněji na-
pomoci ke snížení mortality. Avšak aby 
k tomu skutečně došlo, bude zřejmě za-
potřebí zlevnit HPV testování tak, aby 
bylo cenově konkurenceschopné se stá-
vajícími cytologickými vyšetřeními.
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sledky z kartáčkových stěrů dobře kore-
lovaly se standardními metodami. Pro 
širší použití elektrochemických metod je 
nicméně zapotřebí jejich rozsáhlejší vali-
dace na klinických vzorcích.

Další zajímavou a  relativně jednodu-
chou možností je amplifikace virové 
DNA spojená s  kolorimetrickou  [28,29] 
nebo turbidimetrickou detekcí [30], a to 
bez nutnosti hybridizace s  DNA son-
dou. Jinými slovy, pokud neznámý vzo-
rek obsahuje virovou DNA, dojde k  její 
amplifi kaci a díky exponenciálnímu ná-
růstu množství DNA ve vzorku dochází 
i ke změně vlastností roztoku, případně 
dochází k  četnějším interakcím ampli-
konů s vhodně zvolenou látkou. Pokud 
se kupříkladu do reakce přidá komplex 
kalceinu a  iontů manganu, je možné 
detekovat vznik amplikonů kolorime-
tricky. Během amplifi kace se uvolňuje 
pyrofosfát, který ionty manganu váže 
na sebe, tím je kalcein uvolněn do roz-
toku a dochází ke změně barvy z oran-
žové na žlutozelenou  [28]. Turbidime-
trické měření využívá skutečnosti, že 
během amplifikace nastává vysrážení 
uvolněného pyrofosfátu v  přítomnosti 
hořečnatých iontů, což vede k zakalení 
roztoku (zvýšení turbidity)  [30]. Výho-
dou obou metod je možnost stanovení 
přítomnosti virové DNA pouhým okem 
(díky změně barvy, resp. zákalu), ovšem 
za cenu poněkud nižší citlivosti.

Závěr a výhled do budoucnosti

I když dia gnostika i  prevence cervikál-
ních lézí za poslední léta doznala vel-
kého pokroku, a to zejména díky zave-
dení LBC či HPV testování, resp. díky 
vývoji vakcín proti onkogenním geno-
typům HPV a  jejich zavedení do praxe, 
nádory děložního hrdla stále patří mezi 
nejrozšířenější ženské malignity s vyso-
kou mortalitou zejména v  rozvojových 
zemích, kde spolehlivé screeningové 
programy chybí.

V ČR je stav lepší, i když i zde je morta-
lita v porovnání se zeměmi západní Ev-
ropy relativně vysoká. Zřejmě i díky ad-
resnému zvaní na preventivní prohlídky 
(zavedenému v  roce 2014) však roste 
počet žen, které podstupují screenin-
gové vyšetření (čímž roste i  incidence), 
zároveň však dochází k mírnému poklesu 
mortality. V současnosti je vyšetření pří-

dami na různých místech membrány 
a detekce byla provedena pomocí DNA 
sond fl uorescenčně značených moleku-
lami ROX a  FAM. Zvýšená fl uorescence 
jedné z fl uo rescenčních barev, vždy na 
jiném místě membrány, pak znamenala 
přítomnost daného HPV typu. Dipstick 
byl úspěšně validován na klinickém ma-
teriálu s > 98% konkordancí s komerčně 
dostupným kitem GenoArray (Hybribio ). 
Další dipstick test s fl uorescenční detekcí 
využil namísto PCR tzv. izotermální ampli-
fi kaci [22]. Na rozdíl od PCR reakce, která 
vyžaduje termocykler (z  důvodu cyklo-
vání teplot) a delší čas, dokáže speciální 
polymeráza, při izotermální amplifi kaci 
amplifi kovat DNA při konstantní teplotě 
(obvykle kolem 60 °C) během kratší doby 
(za < 1 hod). Autoři prezentovali úspěšné 
rozlišení kmenů HPV 16 a HPV 18 u klinic-
kých vzorků a  předpokládají, že by test 
mohl být aplikován v  menších nemoc-
nicích a klinikách. Výhodou fl uorescenč-
ního měření je vysoká citlivost a možnost 
paralelního stanovení velkého množství 
vzorků současně (několik desítek až sto-
vek). Často ovšem vyžaduje náročnější 
instrumentaci a  relativně drahé fluo-
rescenční barvy.

Elektrochemická analýza představuje 
zajímavou, i když zatím méně používa-
nou alternativu ve srovnání se stávají-
cími metodami založenými zejména na 
optické detekci  [23]. Nabízí relativně 
levnou, rychlou a  přístrojově nenároč-
nou možnost detekce na miniaturizova-
ných čipech. V  posledních několika le-
tech pozorujeme výrazný nárůst počtu 
prací na téma elektrochemické detekce 
DNA, zejména co se týká aplikace v on-
kologickém výzkumu  [24]. Objevilo se 
i několik strategií pro stanovení přítom-
nosti DNA pocházející z HPV 16 [25,26], 
ovšem ne všechny práce demonstrovaly 
použitelnost metody na klinických vzor-
cích. Nedávno byl vyvinut rychlý elekt-
rochemický test pro detekci HPV 16 apli-
kovatelný i na klinickém materiálu [27]. 
Pomocí magnetických kuliček byla ze 
vzorků DNA (izolovaných z  kartáčko-
vých stěrů) separována virová DNA 
z HPV 16 a po PCR amplifi kaci byla sledo-
vána elektrochemická odezva na elektro-
dových čipech, které umožňují paralelní 
detekci více vzorků (obr. 4). Test dokázal 
úspěšně rozlišit HPV 16 od HPV 18 a vý-
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REVIEW

Long Non-cod ing RNAs as Regulators 

of the Mitogen-activated Protein Kinase 

(MAPK) Pathway in Cancer

Dlouhé nekódující molekuly RNA jako regulátory mitogenem 
aktivované proteinkinázové dráhy (MAPK) v nádorech

Tasharrofi  B., Ghafouri-Fard S.
Department of Medical Genetics, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran

Summary
Background: The mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway contributes to regulation 
of many cellular functions, such as cell proliferation and diff erentiation, mobility and apopto-
sis. Extracellular signal-regulated kinase 1/ 2 (ERK1/ 2), c-Jun N-terminal kinase (JNK)/p38 and 
ERK5 construct the three main modules in this pathway. The Raf-ERK1/ 2 and JNK cascades con-
tribute in cell proliferation, migration, and survival and are principal regulators of malignant 
phenotype. This pathway is itself regulated by several outside signals as well as lateral signals 
from other pathways, which construct a complex network. Long non-cod ing RNAs (lncRNAs) as 
principal modulators of gene expression at transcriptional and post-transcriptional levels also 
regulate this pathway. In addition, lncRNA signature can be used as bio marker and target of 
novel treatment strategies in cancer patients. Aim: To explore the role of lncRNAs in regulation 
of MAPK pathway. Conclusion: Consider ing the role of this pathway in the pathogenesis of 
several cancers, alterations in lncRNA expression lead to changes in MAPK pathway result ing 
in inhibition of apoptosis and induction of cell proliferation and migration. Moreover, some 
lncRNAs participate in cross-talk between MAPK and other cancer-related pathways, such as 
PI3K/ Akt pathway through regulation of certain shared proteins between these pathways. 
Based on the availability of certain anticancer drugs that modulate this pathway, identifi cation 
of lncRNAs that aff ect this pathway would help in establishment of eff ective ther apies.

Key words
RNA – long noncoding – mitogen-activated protein kinases – signal transduction

Souhrn
Úvod: Mitogenem aktivovaná proteinkinázová dráha (MAPK) přispívá k regulaci mnoha buněč-
ných funkcí, jako je proliferace a diferenciace buněk, mobilita a apoptóza. Extracelulární signálně 
regulovaná kináza 1/ 2 (ERK1/ 2), c-Jun N-terminální kináza (JNK)/ p38 a ERK5 jsou tři hlavní moduly 
v této dráze. Kaskády Raf-ERK1/ 2 a JNK přispívají k proliferaci buněk, migraci a přežití a jsou hlav-
ními regulátory maligního fenotypu. Tato dráha je sama regulována několika vnějšími signály, 
stejně jako bočními signály z jiných signálních drah, které vytvářejí komplexní síť. Dlouhé nekó-
dující RNA (lncRNA) jako hlavní modulátory genové exprese na transkripční a posttranskripční 
úrovni a také regulují tuto dráhu. Kromě toho můžou lncRNA sloužit jako bio marker a cíl nových 
léčebných strategií u pa cientů s nádory. Cíl: Prozkoumat roli lncRNA v regulaci dráhy MAPK. Závěr: 
Vzhledem k úloze této dráhy v patogenezi několika typů nádorů dochází ke změnám exprese 
lncRNA, které vedou ke změnám v dráze MAPK, což vede k inhibici apoptózy a indukci buněčné 
proliferace a migrace. Ně kte ré lncRNA se navíc podílejí na spojení mezi MAPK a jinými drahami 
souvisejícími s nádory, jako je dráha PI3K/ Akt prostřednictvím regulace určitých sdílených pro-
teinů mezi těmito drahami. Na základě dostupnosti ně kte rých protinádorových léčiv, modulujících 
tuto dráhu, by identifi kace lncRNA, ovlivňující tuto dráhu pomohla při vytváření účinných terapií.

Klíčová slova
RNA – dlouhé nekódování – mitogenem aktivované proteinové kinázy – signální transdukce
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Introduction

The mitogen-activated protein kinase 
(MAPK) pathway contributes to a wide 
range of cellular functions, such as 
cell proliferation and differentiation, 
mobility and apoptosis. Several lines 
of evidence suggest that this pathway 
does not work as a  linear signal ing 
pathway that directly conveys certain 
signals to a  defi nite cellular response. 
Instead, several outside signals as well 
as lateral signals from other pathways 
contribute to construction of a complex 
network through which MAPK pathway 
operates  [1]. Abnormal regulation of 
this pathway participates in the patho-
genesis of several malignancies  [2]. 
Extracellular signal-regulated kinase 1/ 2 
(ERK1/ 2), c-Jun N-terminal kinase (JNK)/  
p38 and ERK5 construct the three main 
modules in this pathway  [2]. The Raf-
ERK1/ 2 and JNK cascades contribute to 
cell proliferation, migration, and survival 
and are principal regulators of malignant 
phenotype [3].

Among putative regulators of this 
pathway are long non-cod ing RNAs 
(lncRNAs). LncRNAs make a  high pro-

portion of human transcripts, which 
are not translated to proteins [4,5]. With 
sizes more than 200  base pairs, they 
regulate expression of protein cod ing 
genes a well as microRNAs (miRNAs) [6]. 
Subsequently, they aff ect telomere bio-
logy, chromatin dynamics, genome 
structure organization [7], DNA repair [8]
and tissue homeostasis  [9]. They also 
participate in tumorigenesis process 
via different mechanisms, such as 
transcription repression [10], induction 
of epithelial-mesenchymal transition 
(EMT) [11], inhibition of tumor suppres-
sors expression [12,13], over-expression 
of certain oncogenes [14,15], regulation 
of tumor-associated signal ing path-
ways [16] as well as modulation of tumor
microenvironment [17]. Recently, a hand -
ful of lncRNAs have been shown to 
regulate the MAPK pathway through 
modulation of the expression of diff erent 
proteins within this pathway. We discuss 
specific roles of these lncRNAs in the 
follow ing sections. Special site of their 
action in the MAPK pathway has been 
demonstrated in Fig.  1. In addition, their 
characteristics, such as their genomic 

location and their expression pattern in 
cancers have been summarized in Tab. 1.

Antisense RNA in the INK4 locus 

(ANRIL)

Aberrant expression of ANRIL has been 
detected in a variety of cancers includ-
ing glioma in which its expression has 
been associated with tumor grade and 
patients survival. In vitro studies have 
shown that ANRIL silenc ing results in 
suppression of cell proliferation as well 
as induction of cell cycle arrest and 
apoptosis in glioma cells by modulation 
of expression of ERK, JNK and p38 from 
MAPK signal ing pathway [18].

BMP/ OP-Responsive Gene (BORG)

The expression levels of this lncRNA 
have been associated with invasive and 
metastatic potential of breast tumors. 
Its role in breast cancer pathogenesis 
is exerted through bind ing with 
Tripartite Motif Contain ing 28 (TRIM28) 
protein and subsequent enhancement 
of its localization and transcriptional 
repressive activity. BORG-express ing 
breast cancer cells attain metastatic 
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monstrated in red terapeziuses) regulate this pathway at several points.
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Tab. 1. Detailed characteristics of long non-coding RNAs that regulate MAPK pathway.

LncRNAs Location Expression 

pattern

Cancer Role

UCA1 19p13.12 up bladder regulation of expression and phosphorylation of AKT and CREB

Linc-ROR 18q21.31 up breast decreasing the stability of negative regulator of ERK 
(phosphatase DUSP7)

PTENP1 9p21 down breast regulation of the expression of PTEN, inhibition of cell 
proliferation and growth, cell cycle and migration

CYTOR 2p11.2 up breast cell proliferation, cell migration, cytoskeletal organization

BORG - up breast regulation of p38 MAPK activity

CRNDE 16q12.2 up colorectal regulation of Tiam1, GRB2 and RIN1 expression

BANCR 9q21 up endometria regulation of cancer cell proliferation andinvasion by regulating 
MMP2 and MMP1

MALAT1 11q13.1 up gallbladder carcino-
 ma, neuroblastoma

regulation of proliferation and metastasis, growth rate and 
invasion

CASC2 10q26.11 down gastric regulation of proliferation via ERK1/2 and JNK inactivation

ANRIL 9p21.3 up glioma regulation of proliferation via p38, ERK1/2 and JNK activation

MALAT1 11q13.1 down glioblastoma regulation of phosphorylated ERK1/2 levels

HULC 6p24.3 up glioma important role in angiogenesis and tumor aggravation

MALAT1 11q13.1 up several cancers regulation of cell proliferation and invasion by changing MMP2 
expression

CASC2 10q26.11 down hepatocellular 
carcinoma

regulation of cell proliferation, migration, invasion and apoptosis 
via p38, ERK1/2 and JNK activation

Igf2as 11p15.5 up hepatocellular 
carcinoma

regulation of cell proliferation, apoptosis and invasion

BANCR 9q21 up melanoma regulation of cell proliferation and migration via ERK1/2 and JNK 
activation

RMEL3 up melanoma increase cell survival and proliferation 

LncRNA-LET down nasopharyngeal 
carcinoma

induction of cell cycle arrest in G0/G1 phase by phosphorylation 
of ERK1/2

TUG1 22q12.2 down non-small cell lung 
cancer

control of cell proliferation through control of HOXB7

MEG3 14q32.2 down breast regulation of cell proliferation, invasion, and angiogenesis by 
downregulating PCNA, MMP-9 and VEGFA

MHENCR 20q13.33 up melanoma regulation of cell proliferation, cell cycle arrest, apoptosis and 
migration by bounding to miR-425 and miR-489, upregulation of 
their target genes IGF1 and SPIN1 expression

MRCCAT1 5q15 up clear cell renal cell 
carcinoma

regulation of metastasis, proliferation and migration via 
inhibiting NPR3 by recruiting PRC2 to NPR3 promoter

ENST004
62717

down glioma regulation of cell proliferation, survival and migration by 
inhibiting MDM2

AWPPH up hepatocellular 
carcinoma

regulation of YBX1-mediated activation of SNAIL1 translation

URHC 2q31 up hepatocellular
carcinoma

regulation of proliferation and apoptosis via ZAK

lncARSR up hepatocellular 
carcinoma

regulation of drug response via decreasing PTEN expression

CCHE1 10q21.1 up hepatocellular 
carcinoma

regulation of cell growth and apoptosis

CCAT1 8q24.21 up medulloblastoma regulation of cell proliferation and metastasis
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In addition, many of CRNDE-induced 
Ras/ MAPK signal ing genes participate in 
CRC development [37].

Cytoskeleton regulator RNA (CYTOR)

This intergenic lncRNA has a  crucial 
role in cell proliferation, cell migration, 
and cytoskeletal organization. Its ex-
pression has been increased in all sub -
types of breast cancer as well as a variety 
of other malignancies includ ing thyroid, 
stomach, lung, renal, and liver cancers. 
Us ing an innovative method based on 
the recognition of correlations between 
the expression of lncRNA and protein-
cod ing genes which participate in certain 
functions, CYTOR has been shown to be 
associated with the epidermal growth 
factor receptor (EGFR), mammalian 
target of rapamycin (mTOR), and MAPK 
pathways [38].

Insulin-like growth factor 2 

antisense 1 (Igf2as)

The expression of this lncRNA has been 
increased in HCC cells and tissues. Its 
silenc ing inhibited cell proliferation 
and migration and induced apoptosis 
through inactivation of ERK/ MAPK 
signal ing pathway [39].

LincRNA regulator of reprogramm ing 

(linc-RoR)

This lncRNA was initially recognized to alter 
reprogramm ing of induced pluripotent 
stem cells [40]. Subsequently, it has been 
demonstrated to act as a miRNA sponge 
which changes the expression of the 
principal transcription factors in human 
embryonic stem cells  [41]. Besides, it 
both inhibits p53  translation  [42] and 
enhances c-Myc expression through 
interaction with heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein I  (hnRNP I)  [43]. 
While in triple negative breast cancer, 
linc-RoR increases cell invasion via 
miR-145/ ARF6 pathway [44], in estrogen 
receptor positive breast tumors it 
activates MAPK/ ERK pathway through 
diminish ing the stability of dual spe-
cificity phosphatase 7  (DUSP7) which 
down-regulates ERK [45].

LncRNA-AWPPH

This lncRNA has been fi rstly identifi ed 
as an over-expressed lncRNA in HCC 

gu lation of expression of PIAS3  and 
STAT3  downstream genes and sub-
sequent suppression of CRC cell prolife-
ration  [28]. More recently, its aberrant 
expression has been demonstrated 
in hepatocellular carcinoma (HCC) 
and gastric cancer where it has been 
shown to exert its role via inhibition of 
MAPK pathway  [29,30]. In CASC2  over-
expressed CRC cells, phosphorylation of 
ERK and JNK was decreased show ing the 
role of CASC2  in inhibition of the MAPK 
pathway [29].

Colon cancer-associated 

transcript-1 (CCAT1) 

The expression levels of CCAT1  increase 
in a  variety of tumors includ ing me -
dulloblastoma. Its silenc ing has remark-
ably suppressed cell proliferat ion, 
induced cell cycle arrest in medullo-
blastoma cells and decreased phosphor-
yl ated levels of MAPK, ERK and MEK. 
So the oncogenic roles of CCAT1  in 
medulloblastoma is possibly exerted via 
regulat ing the MAPK pathway [31].

Colorectal neoplasia diff erentially 

expressed (CRNDE)

The elevated expression of this lncRNA 
has been detected in colorectal ade-
nomas and cancers compared with nor-
mal colon epithelia  [32]. In addition, 
high plasma levels of a  certain splice 
variant of CRNDE is a  putative plasma 
bio marker for CRC with a  sensitivity 
of 87% and specifi city of 93% [32]. Up-
regulation of this lncRNA has been
demonstrated in lymphocytic leuke mias
as well as various solid tumors  [33]. 
Notably, in addition to anti-apoptotic 
effects, CRNDE has a  role in enhan-
cement of proliferation, migration and 
invasion of glioma stem cells  [34]. Its 
over-expression has been associated 
with poor patients‘ outcome in ovarian 
cancer [35] and CRC patients [36]. More 
recently, over-expression of this lncRNA 
has been demonstrated in a  large 
cohort of CRC patients with remarkable 
associations between its high expression 
and advanced cancer stages as well as 
poor prognosis [37]. Notably, the mRNA 
expression profile of CRNDE-knocked 
out CRC cells shows its regulatory 
function on the Ras and MAPK pathways. 

characteristics through inhibition of 
p38 MAPK activity and enhancement of 
ERK1/ 2  function. This BORG-mediated 
alteration in MAPK function was TRIM28 
dependent as demonstrated by high 
p38  MAPK : ERK1/2  activity ratios in 
TRIM28 silenced cells [19].

BRAF-activated non-cod ing RNA 

(BANCR)

Elevated expression of BANCR has been 
detected in human malignant melanoma 
cell lines and tissues. BANCR silenc ing has 
suppressed proliferation of tumor cells 
and inhibited MAPK pathway through 
down-regulation of ERK1/ 2 and JNK [3]. In 
addition, BANCR silenc ing in endometrial 
cancer cells inhibited their proliferation 
and arrested the cell cycle at G0/ G1. BANCR 
anti-apoptotic role is possibly exerted 
through up-regulation of Cyclin D1 and 
Bcl-2. Besides, BANCR activates ERK/ MAPK 
pathway and then induces expression 
of matrix metalloproteinases 1  and 2
(MMP1  and MMP2) in endometrial can-
cer cells lead ing to enhancement in 
proliferation, migration, and invasion 
of these cells  [20]. In colorectal cancer 
(CRC) and lung cancer, BANCR activates 
mitogen-activated protein kinase 
(MEK)/ ERK and JNK/ MAPK pathways, 
resp. [21,22].

Cancer susceptibility candidate 2

(CASC2)

Its role as a  tumor suppressor gene 
was fi rst demonstrated in endometrial 
cancer in which its down-regulation has 
been detected [23,24]. Subsequently, its 
down-regulation has been confirmed 
in glioma and renal cell carcinoma 
tissues and cell lines where CASC2 exerts 
its tumor suppressive role through 
down-regulation of miR-21  [25,26]. In 
lung cancer, its down-regulation was 
signifi cantly correlated with advanced 
tumor, node and metastasis (TNM) 
stage and tumor size indicat ing its role 
as an independent predictor for over-
all survival (OS) of these patients  [27]. 
Furthermore, lower expression of this 
lncRNA in CRC patients was associat -
ed with advanced TNM stage. In vitro 
studies have shown that it functions 
as a  compet ing endogenous RNA 
(ceRNA) for miR-18  lead ing to up-re-
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of melanoma patients. Its silenc ing has 
resulted in inhibition of cells proliferation 
and migration as well as enhancement of 
cell cycle arrest and apoptosis. It acts as 
a ceRNA for miR-425 and miR-489 lead-
ing to over-expression of their target 
genes IGF1  and SPIN1  and subsequent 
activation of PI3K-Akt pathway  [62]. 
Consider ing the role of miR-489  in 
regulation of MAPK signaling  [63], 
MHENCR might be involved in regulation 
of this pathway as well.

PTEN pseudogene-1 (PTENP1) 

Its over-expression in MCF7 breast can -
cer cells has resulted in inhibition of 
cell proliferation and migration as well 
as down-regulation of cyclin A2, CDK2,
p-AKT, p-p44/ 42 MAPK and p-p38 MAPK, 
so this lncRNA can impede the prol i-
feration and migration of breast cancer 
cells through modulation of AKT and 
MAPK signal ing pathways [64].

RMEL3 (ENSG00000250961)

Elevated expression of RMEL3  in mela-
noma is significantly linked with the 
existence of BRAFV600E mutation. Its 
knock-down has considerably decreased 
colony formation in melanoma cell 
lines that harbor this mutation. Its 
expression levels have been correlated 
with the expression of several MAPK 
and PI3K pathways genes. Besides, its 
silenc ing has diminished expression of 
pAKT and BRAF in addition to several 
activators or eff ectors of MAPK and PI3K 
pathways such as FGF2, FGF3, DUSP6, 
ITGB3  and GNG2. Consequently, both 
in silico analysis and experimental data 
confirmed its role in MAPK and PI3K 
signaling [65].

Taurine-upregulated gene 1 (TUG1)

This lncRNA has a  role in regulation of 
gene expression through engagement 
of PRC2. Its down-regulation has been 
demonstrated in a  variety of cancers 
includ ing non-small cell lung carcinoma 
(NSCLC) tissues in which its down-
expression has been associated with 
higher TNM stage and tumor size, as well 
as poor patients‘ outcome. It has been 
shown to be a  direct transcriptional 
target of p53 whose silenc ing leads to 
enhancement of cell proliferation and 

of numerous metastasis related genes 
includ ing Glypican 6  (GPC6) and C-X-C 
motif chemokine 5 (CXCL5) [51] both of 
which participate in regulation of MAPK 
pathway  [52,53]. Notably, MALAT1  has 
been one of the most considerably 
up-regulated lncRNAs dur ing neuro-
blastoma-derived Neuro-2a (N2a) cell 
differentiation whose silenc ing has 
impaired neurite outgrowth and induced 
cell death possibly via inactivation 
of MAPK signal ing pathway as well 
as aberrant activation of Peroxisome 
proliferator-activated receptor (PPAR) 
and P53 signal ing pathway [54].

Metastatic renal cell carcinoma-

-associated transcript 1 (MRCCAT1)

This lncRNA is over-expressed in meta-
static clear cell renal cell carcinoma 
(ccRCC) tissues. Its expression is asso-
c iated with the metastatic phenotype of 
these cells as well as patients‘ outcome. 
MRCCAT1  inhibits Natriuretic Peptide 
Receptor 3 (NPR3) transcription by recruit-
ing polycomb repressive complex  2
(PRC2) to NPR3  promoter lead ing 
to activation of p38-MAPK signal ing 
pathway. Forced over-expression of 
this lncRNA has resulted in elevation 
of phosphorylated p38 levels while the 
phosphorylation levels of ERK and JNK 
have not been altered [55].

Maternally expressed gene 3 (MEG3) 

This imprinted gene is expressed in 
a variety of normal tissues [56]. On the 
other hand, its expression has been 
decreased or lost in several tumors 
includ ing glioma [57], meningiomas [58], 
hepatoma [59], gastric cancer  [60] and 
breast cancer [61]. Its tumor suppressive 
effects have been demonstrated by 
several in vitro studies [57,60]. In breast 
cancer cells, it has a  fundamental 
role in regulation of cell proliferation 
and invasion as well as expression of 
angiogenesis-related factors which is 
at least partially exerted through AKT 
signal ing pathway [61].

Melanoma highly expressed 

noncod ing RNA (MHENCR)

Its expression has been increased in 
melanoma tissues and metastatic me-
lanoma in association with poor survival 

whose expression was correlated with 
invasion, advanced TNM stage as well 
as poor recurrence-free and OS. In vitro 
studies have shown its interaction with 
Y-Box Bind ing Protein 1  (YBX1) which 
leads to up-regulation of SNAIL1  and 
PIK3CA expressions and activation of the 
PI3K/ AKT pathway [46].

Lnc00462717

In glioma tissues, its low expression was 
associated with the malignant status. 
In vitro studies have shown its suppressive 
effect on glioma cell proliferation, 
survival and migration, which is pos-
sibly due to its negative effect on 
MDM2  expression. In addition, it has 
a  regulatory role on MAPK pathway 
through decreas ing the phosphorylation 
of p38, ERK1/ 2, and JNK [47].

LncRNA-low expression in tumor 

(LET)

It is a tumor suppressor lncRNA, which 
is down-regulated in a  variety of ma-
lignancies includ ing nasopharyngeal 
carcinoma (NPC). In vitro studies have 
demonstrated its role in regulation of cell 
proliferation, adhesion and invasion of 
NPC through modulation of MAPK/ ERK 
pathway genes. p-ERK1/ 2  and p-MEK 
were considerably down-regulated in 
LET over-expressed cells with no change 
in total-ERK1/ 2 and total-MEK levels. So 
LET inhibits the cell growth and invasion 
of NPC cells via suppression of ERK 
signal ing pathway [48].

Metastasis-associated lung 

adenocarcinoma transcript 1

(MALAT1)

This lncRNA has been known as an onco-
gene associated with metastasis potent -
ial of several cancers. MALAT1 enhances 
cancer cell migration and the EMT by 
modulation of the expression of several 
genes  [49]. MALAT1  silenc ing in gall 
bladder cancer (GBC) cell lines has led 
to suppression of the proliferation and 
metastasis of these cell in addition to 
down-regulation of the expression of 
phosphorylated MEK1/ 2, ERK 1/ 2, MAPK, 
and JNK 1/ 2/ 3  lead ing to inhibition 
of MAPK pathway  [50]. Moreover, 
knockout of MALAT1  in lung cancer 
cells has resulted in down-regulation 
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each other at multiple levels. However, 
as revealed by both in silico and 
experimental studies, such interactions 
are context-dependent  [75] which is 
in line with the proposed background-
reliant role of lncRNAs in regulation of 
these pathways. 

Consider ing the advent of pathway-
based therapeutic modalities for cancer 
especially in the context of precision 
medicine  [76], expression analysis of 
lncRNAs that modulate certain can-
cer related pathways is of clinical 
importance. Future studies are needed 
to elaborate function of lncRNAs in these 
pathways in each cancer type.
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Souhrn
Východiska: Lidský papilomavirus (human papillomavirus – HPV) může být příčinou karcinomů 
cervikálních, jiných genitálních, análních a karcinomů hlavy a krku. Incidence orofaryngeálního 
dlaždicobuněčného karcinomu (oropharyngeal squamous cell carcinoma – OSCC) – malignity 
hlavy a krku, u které je HPV infekce nejčastěji přítomna, se zvyšuje. Prevalence HPV infekce je 
výrazně menší v orální než v genitální oblasti, ale infekce v obou lokalitách je silně závislá na 
sexuálním chování. Ačkoliv přirozený průběh cervikální a orální HPV infekce se příliš neliší, zdá 
se, že schopnost viru infi kovat současně orální a genitální oblast je raritní a neobvyklá. Na dru-
hou stranu, poměr standardizované incidence OSCC je vyšší u pacientek s karcinomem dělož-
ního hrdla než u ostatní populace. Navíc ženy s OSCC mají významně zvýšené riziko rozvoje 
genitálních karcinomů v souvislosti s HPV. Vakcinace proti HPV u obou pohlaví nepochybně 
dramaticky změní epidemiologii HPV asociovaných karcinomů. Cíl: Souhrnný přehled literatury 
a odhad rizika OSCC u žen s HPV anogenitální infekcí. Závěr: Biologický vztah mezi různými 
HPV infi kovanými lokalitami může být komplexní, ale vyšší prevalence HPV infekce ve vzorcích 
z dutiny ústní mezi ženami s anogenitální HPV infekcí naznačuje, že tyto infekce nejsou na sobě 
zcela nezávislé. Sexuální aktivita hraje roli v riziku prevalence souběžné anogenitální a orální 
koinfekce, ale je také možné, že infekce jedné lokality slouží jako rezervoár, který může zvyšovat 
riziko autoinokulace v anatomicky vzdálených lokalitách nebo koinfekce může být důsledkem 
jiných vlivů (např. imunodefi cience). Nicméně pacientky s HPV asociovanou malignitou geni-
tálu mají nepochybně vyšší riziko OSCC.

Klíčová slova
lidský papilomavirus – HPV – orální HPV infekce – genitální HPV infekce – orofaryngeální dlaždi-
cobuněčný karcinom – poměr standardizovaných incidencí – karcinom hlavy a krku
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Úvod

Infekce lidským papilomavirem (human 
papillomavirus – HPV) se nejčastěji pře-
náší při sexuálních aktivitách, postihne 
alespoň jednou za život asi 80  % se-
xuálně žijících lidí a  je tak považována 
za nejčastější pohlavně přenosné one-
mocnění [1]. Předpokládá se, že vysoce 
rizikové (high-risk – HR) genotypy způ-
sobí přibližně 5 % všech lidských karci-
nomů a spolu s Helicobacter pylori a viry 
hepatitidy B a C jsou tak HPV nejčastější 
infekční příčinou malignit [1,2]. Nejvyšší 
prevalence HPV (99,7 %) je prokazována 
u dlaždicobuněčných karcinomů dělož-
ního hrdla. Také velká část dlaždicobu-
něčných prekanceróz a karcinomů anu, 
vulvy, vaginy, penisu, hlavy a krku je způ-
sobena infekcí HR HPV [1–3].

Orofaryngeální dlaždicobuněčný 

karcinom

Orofaryngeální dlaždicobuněčný karci-
nom (oropharyngeal squamous cell car-
cinoma – OSCC) je nejčastější maligní 
epiteliální neoplazií dutiny ústní (90 %), 
tvoří až 5 % všech malignit u mužů a 2 % 
u žen [4,5]. Incidence OSCC signifi kantně 
roste ve všech zemích o 0,6–6,7 % ročně, 
celosvětově se jedná o 6. nejčastější ma-
lignitu [1,5,6]. Vedle tradičních rizikových 
faktorů (kouření, žvýkání tabáku, konzu-
mace alkoholu) ovlivňuje maligní proces 
HPV infekce, která může být i primárním 
onkogenním faktorem indukujícím kan-
cerogenezi u pacientů bez tradičních rizi-
kových faktorů [1,5]. HPV DNA obsahuje 

sekvence kódující proteiny s onkogenní 
kapacitou E6  a  E7, které způsobí naru-
šení funkce dvou tumor supresorových 
genů p53  a  pRb, tím utlumí buněčnou 
apoptózu a umožní nekontrolované bu-
něčné dělení [5].

Ně kte ré studie potvrzují zastoupení 
HPV infekce u OSCC až v 85 %, dříve se 
udávala asociace výrazně nižší [7,8]. Re-
centní metaanalýza článků z  let 1995–
2015 zjistila 39,27% pozitivitu HPV u cel-
kem 1  497  karcinomů dutiny ústní  [9]. 
Jiná metaanalýza uvádí přítomnost HPV 
u  23–35  % bio psií OSCC s  maximem 
v dutině ústní (45–90 %) a s dominancí 
HR genotypu HPV 16  (68–90  %)  [10]. 
Původní česká práce v  souboru 41  pa-
cientů s nádorem hlavy nebo krku zjistila 
infekci HPV 16  u  94  % dlaždicobuněč-
ných karcinomů této oblasti a v jednom 
případě byl detekován HPV 33 [11].

Orální HPV infekce

Hodnoty prevalence orální HPV in-
fekce ve zdravé populaci se liší od pre-
valence 0,6  % v  Japonsku  [12] až k  zá-
chytu 95,4 % u britské bílé populace [13]. 
Všechny práce ale potvrzují jasnou do-
minanci genotypu HPV 16  [3–5,12,14–
16]. Recentní metaanalýza 29  studií na 
celkem 10 124 mužích a 12 623 ženách 
uvádí orální HPV prevalenci u 2,9 % žen, 
u 4,7 % heterosexuálních mužů a nejvíce 
u 12,2 % homosexuálních mužů [15]. Ku-
podivu, statisticky významná asociace 
mezi orální HPV infekcí a orálním sexem 
byla nalezena pouze u  mužů a  nikoliv 

u žen. Na druhou stranu, kouření je jed-
noznačně více rizikovým faktorem orální 
HPV infekce u žen (OR 2,19; 95% CI 1,26–
3,82; p  =  0,0058)  [15]. V  metaanalýze 
z 18 studií na 4 581 zdravých lidech byla 
zjištěna prevalence orální HPV infekce ve 
4,5 % (95% CI 3,9–5,1) s významně vyš-
ším záchytem v rozvojových zemích [14]. 
Samostatný výzkum na největším vzorku 
populace 5 501 jedinců starých 14–69 let 
byl proveden ve Spojených státech  [4]. 
Prevalence orální HPV infekce byla dete-
kována v průměru u 6,9 % (95% CI 5,7–8,3) 
populace a byla zjištěna 3× vyšší u mužů 
než u žen (10,1 vs. 3,6 %; p < 0,001), s prů-
kazem genotypu HPV 16 u 1,0 % lidí za-
řazených do studie. Nejvyšší prevalence 
byla prokázána ve věku 30–34 let, signi-
fi kantně se zvyšovala s  větším počtem 
sexuálních partnerů a také u silných ku-
řáků  [4]. Většina orálních HPV infekcí 
je přechodná. Ve Spojených státech se 
60,6 % orálních HPV infekcí u žen eradiko-
valo během 3 měsíců [12] a dalších 20,0 % 
během následujících 3 měsíců [17]. Také 
jen necelá polovina (42  %) infekcí nej-
častějšími HR HPV genotypy přetrvávala 
déle než 3 měsíce [12,17]. U HIV– infekce 
HR genotypy perzistovala 6,9 měsíce, ale 
genotyp HPV 16 zůstával přítomen v prů-
měru 37,1  měsíce a  u  HIV+ dokonce až 
42,3–48,3 měsíce [17].

Anogenitální HPV infekce jako 

rizikový faktor OSCC

Prevalence genitální a orální HPV infekce 
je velmi rozdílná, přirozený průběh ge-

Summary
Background: Human papillomavirus (HPV) can cause cervical, other genital, anal, head, and neck cancers. The incidence of oropharyngeal squamous 
cell carcinoma (OSCC), the head and neck cancer most commonly caused by HPV infection, is increasing. The prevalence of oral HPV infections is 
considerably lower than that of genital HPV infections;  however, infection of both sites is strongly associated with sexual behavior. Although the 
natural histories of cervical and oral HPV infections do not markedly diff er, the virus seems to rarely infect oral and genital sites simultaneously. On the 
other hand, the standardized incidence ratio of OSCC is higher in cervical cancer patients than in other populations. Furthermore, women with OSCC 
have a signifi cantly increased risk of developing HPV-related genital cancers. Administration of the HPV vaccine to both genders will undoubtedly 
dramatically change the epidemiology of HPV-related cancers. Aim: This work provides an overview of the literature and estimates the risk of OSCC 
in women with anogenital HPV infections. Conclusion: The bio logical relationship between diff erent HPV-infected sites might be complex; however, 
the increased prevalence of HPV in oral samples of women positive for anogenital HPV  indicates that such infections are unlikely to be independent 
of one another. Sexual activity likely aff ects the risk of concurrent anogenital and oral coinfections. However, it is also possible that one infection site 
provides a reservoir that can increase the risk of autoinoculation at anatomically distant locations or that coinfections develop as a result of other 
factors, such as immunodefi ciency. Nevertheless, women with HPV-associated malignancy undoubtedly have a higher risk of developing OSCC.

Key words
human papillomavirus – HPV – genital HPV infection – oral HPV infection – oropharyngeal squamous cell carcinoma – standardized incidence 
ratio – head and neck cancer
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z Brazílie naznačují, že genitální a orální 
HPV infekce nejsou izolované, ale vzhle-
dem k  malému počtu případů nebyly 
tyto výsledky statisticky významné.

Brouwer et al analyzovali data ze sys-
tému NHANES (National Health and Nu-
trition Examination Survey, National 
Center for Health Statistics) ve Spoje-
ných státech z let 2003–2012, ve kterém 
se mimo jiné archivují výsledky HPV va-
ginálních stěrů žen a výsledky HPV z la-
váží ústní dutiny mužů a žen [25]. Ana-
lýza odhalila u  33  % žen s  orální HPV 
infekcí genotypově konkordantní cer-
viko-vaginální HPV infekci, ale tento ge-
notypový soulad mezi genitální a orální 
infekcí se velmi lišil podle věku. Naopak 
pouze 3 % žen s cerviko-vaginální infekcí 
bylo infi kováno identickými genotypy 
také v dutině ústní [25].

Cañadas et al odebrali v  nemoc-
nici v  Oviedo (Španělsko) odběry na 
genotypizaci HPV u  188  prostitutek 
z  děložního hrdla, pochvy, vulvy, anu 
a  dutiny ústní  [26]. Prevalence HPV in-
fekce byla zjištěna ve 27,8  % cervikál-
ních, 26,1  % vaginálních, 22,9  % vul-
válních, 15 % análních a 7,9 % orálních 
vzorků. Nejčastěji zastoupeným geno-
typem ve všech lokalitách byl geno-
typ HPV 16. Soulad prevalence HPV in-
fekce v hrdle děložním vypočítaný podle 
koefi cientu shody kappa byl pro vagi-
nální HPV infekci 0,932 (p < 0,0001), pro 
vulvální 0,508  (p  <  0,0001), pro anální 
0,41 (p < 0,001) a pro orální HPV infekci 
0,72  (p  =  0,191). Také tato studie tedy 
nepotvrdila statisticky významnou zá-
vislost prevalence orální HPV infekce na 
přítomnost souběžné cervikální HPV in-
fekce na rozdíl od souběžné HPV infekce 
v jiných lokalitách [26].

Visalli et al do své studie ve městě Me-
ssina (Itálie) zařadili 100  nevakcinova-
ných žen (věk 22–52  let) s HPV asocio-
vanou cervikální lézí (58  žen s  HR HPV 
infekcí a 42 s low-risk (LR) HPV) a 25 ne-
vakcinovaných žen (věk 20–49  let) bez 
genitální léze jako kontrolní skupinu [5]. 
Pomocí PCR zjistil přítomnost HPV DNA 
ve slinách pacientek u  24  %  (24/ 100) 
žen s cervikální lézí a u 8 % (2/ 25) v kon-
trolní skupině. Nejvíce frekventním ge-
notypem byl HPV 16 následovaný HPV 
18 a HPV 45. Nebyla zjištěna statistická 
závislost u  pacientek HPV pozitivních 

mělo zcela shodné genotypy. V této stu-
dii HPV infekce nebyla v ústech a dělož-
ním hrdle nezávislá, ačkoliv typově spe-
cifi cká shoda byla nízká [16].

V kohortě 174 žen ve věku 15–23  let 
provedli Du et al odběry na HPV z hrdla 
dělohy i z dutiny ústní [20]. Cervikální HPV 
infekce byla přítomna u 74,1 % (129/ 174) 
žen. Orální HPV infekce byla téměř 4× čas-
tější u mladých žen s cervikální HPV in-
fekcí (17,1  %; 22/ 129) oproti skupině 
bez cervikální HPV infekce (4,4 %; 2/ 45 
p  =  0,043). Celkem 91,7  %  (22/ 24) žen 
s přítomnou orální HPV infekcí mělo také 
cervikální HPV infekci a  u  91  %  (20/ 22) 
z  nich byly orální HPV genotypy zcela 
identické s HPV genotypy v hrdle dělož-
ním s  jasnou dominancí genotypu HPV 
16. Také tato studie naznačila určitou zá-
vislost, i  když genotypy v  hrdle dělož-
ním nebyly zcela shodné s HPV genotypy 
v dutině ústní [20].

Termine et al zpracovali metaanalýzu 
10 studií (n = 1 017) a zjistil souběžnou 
cerviko-orální HPV infekci u 18,1 % žen 
(95% CI 10,3–25,9) se statisticky signifi -
kantní genotypově konkordantní infekcí 
u 27,0 % (95% CI 12,3–41,7; p = 0,002) in-
fi kovaných žen. Riziko orální HPV infekce 
a také výskyt identických genotypů zvy-
šovala jen HIV pozitivita a  začátek po-
hlavního života před 18. rokem života. 
Ostatní potenciální rizikové a protektivní 
faktory nebyly statisticky významné [21].

Marques et al na malém vzorku 43 bra-
zilských žen s HPV asociovanou lézí dě-
ložního hrdla (těžká cervikální prekance-
róza nebo invazivní cervikální karcinom) 
a 22  jejich sexuálních partnerů deteko-
vali orální infekci jen u jedné ženy (1/ 43; 
2,3  %) a  u  tří mužů (3/ 22; 13,6  %)  [22]. 
K  podobným výsledkům dospěli Oli-
veira et al, kteří zjistili pomocí PCR cer-
vikální HPV infekci u  9,2  % žen (7/ 76) 
a orální u 5,3 % žen (4/ 76), pouze jedna 
žena měla souběžnou genitálně-orální 
HPV infekci (1,3 %) [23]. Také Meyer et al 
vyšetřili 129  brazilských žen na přítom-
nost HPV orální laváží a  pomocí kar-
táčku z  tonsil a  z  děložního hrdla. Cel-
kem 54,3  %  (70/ 129) žen mělo HPV 
infekci v hrdle a z této subkohorty bylo 
5,7  %  (4/ 70) infi kováno HPV i  v  dutině 
ústní. U  5,1  %  (3/ 59) žen v  hrdle nega-
tivních byla prokázána HPV infekce jen 
v orofaryngu [24]. Výsledky těchto prací 

nitální a  orální HPV infekce se ale pří-
liš neliší v  podobné délce perzistence 
(tzv. clearing time 1,5–2 roky) [18]. Ně-
kolik studií sledovalo přítomnost geni-
tální HPV infekce nebo HPV asociované 
genitální léze jako rizikového faktoru pro 
výskyt orální HPV infekce. Smith et al již 
v roce 2004 uveřejnili výsledky opakova-
ného vyšetření na HPV děložního hrdla 
a dutiny ústní pomocí polymerázové ře-
tězové reakce (polymerase chain reac-
tion – PCR) u 577 těhotných žen a také 
u  23  jejich partnerů. V  děložním hrdle 
bylo infi kováno 35 % jednou a 20 % žen 
při dvou kontrolách. V této práci nebyl 
zjištěn statisticky významný genotypový 
soulad ani mezi dvěma konsekutivními 
odběry z děložního hrdla, ani mezi od-
běry z děložního hrdla a dutiny ústní tě-
hotných a ani mezi odběry u žen a jejich 
partnerů [19].

Velká studie zaměřená na vztah vagi-
nální a orální HPV infekce byla publiko-
vána v roce 2016. Celkem 3 463 žen (prů-
měrný věk 37,5 roku) bylo testováno na 
orální a vaginální HPV infekci. Vaginální 
HPV infekce se vyskytovala u 1 568 žen 
(45,2 %) a orální u 141 subjektů (4,1 %). 
Vaginální infekce bez přítomné orální in-
fekce byla pozorována u 1 461 (42,2 %) 
a orální bez vaginální u 107 žen (1,0 %). 
Souběžná infekce v  obou lokalitách 
s  odlišnými HPV genotypy byla dete-
kována u  107  (3,1  %) a  konkordantní 
infekce s  identickými HPV genotypy 
u 41 žen (1,1 %). Ačkoliv pouze 6,8 % va-
ginálně pozitivních mělo duální infekci, 
3/ 4 (75,9 %) orálně pozitivních žen bylo 
infi kováno i v pochvě [18].

Steinau et al zjistili v kohortě 1 812 žen 
ve věku 18–59 let prevalenci HPV v du-
tině ústní 3,8 % (95% CI 2,7–4,4) a v cer-
vixu 42,7 % (95% CI 39,3–46,3), v obou 
lokalitách bylo HPV+ 3  % žen (95% CI 
2,1–4,3)  [16]. Prevalence souběžné cer-
viko-orální HPV infekce byla vyšší u žen 
s  více než třemi životními sexuálními 
partnery. Prevalence orální HPV infekce 
byla 5× vyšší u  žen s  pozitivitou v  cer-
vixu než bez infekce v  hrdle (7,0  vs. 
1,4 %, PR 4,9; 95% CI 2,7–8,7). Z žen se 
souběžnou infekcí v  obou orgánech 
mělo 43,2 % (95% CI 28,3–59,5) nejméně 
jeden identický genotyp, u 50,4 % (95% 
CI 34,3–66,4) byly genotypy zcela od-
lišné a  pouze 6,4  %  (95% CI 2,3–16,8) 
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vány a  jsou dia gnostikovány v  pozděj-
ších stadiích  [8,10]. Pacienti s  orofa-
ryngeálním karcinomem asociovaným 
s  HPV infekcí umírají 2–5× častěji než 
pacienti s  tímto karcinomem bez pro-
kázané HPV infekce  [9,10]. Podle ji-
ných studií ale pacienti s  HPV asocio-
vanými orofaryngeálním karcinomem 
žijí déle (OS 82,4 vs. 57,1 %; p < 0,001) 
a vykazují i delší bezpříznakové období 
(73,7 vs. 43,5 %; p < 0,001) [30]. Zatímco 
incidence OSCC se u kuřáků snižuje, inci-
dence HPV pozitivních OSCC se neustále 
zvyšuje. Tento nárůst je přičítán zvyšující 
se prevalenci orální HPV infekce v sou-
vislosti se změnami sexuálního chování. 
Například ve Francii se počet žen udá-
vající aktivní praktikování orálního sexu 
zvýšil z 51 % (1970) na 91 % (2006). Po-
dobně i u mužů byl zaznamenán nárůst 
praktikování orálního sexu za stejné ob-
dobí z 55 na 94 % [31].

U zdravých jedinců je orální HPV in-
fekce opakovaně detekována podstatně 
méně často než v oblasti anogenitální [2], 
což souvisí nejspíše se snadnějším pří-
stupem HPV do anogenitální oblasti, 
s  různou afi nitou epitelů a  s  výskytem 
protektivních látek (lysozymy, lactofe-
riny, imunoglobulin A, cytokiny) ve sli-
nách  [21]. Zatímco prevalence cervi-
kální HPV infekce klesá se vzrůstajícím 
věkem, prevalence orální infekce a také 
souběžné cerviko-orální infekce zů-
stává v  průběhu života stabilní  [16]. 
U žen se souběžnou cerviko-orální HPV 
infekcí je také doba potřebná k  eradi-
kaci orální HPV infekce téměř 2× delší 
(50,0  měsíce) než u  žen bez přítomné 
cervikální infekce (28,2 měsíce) [17,32]. 
Prevalence orální HPV infekce je opa-
kovaně nalézána nižší u žen než mužů. 
Existuje několik hypotéz, proč tomu 
tak je:
1.  muži mají více sexuálních partnerů, 

a tím větší expozici HPV infekce;
2.  přenos infekce při orálním sexu je snad-

nější při přenosu z ženských infi kova-
ných sliznic genitálu než z mužského 
keratinizovaného epitelu penisu; 

3.  ženy mají díky častější cervikální in-
fekci určitý stupeň systémové imu-
nity, která je pravděpodobně může 
částečně chránit i proti orální HPV in-
fekci, kdežto u mužů nebyla obdobná 
ochrana pozorována [3] 

vání také na chlapce, zejména z důvodu 
stejné ochrany HPV vakcinace před zá-
važným onemocněním karcinomů oro-
faryngu a  rekurentní papilomatózy 
u dívek i chlapců.

Přestože by zejména homosexuální 
muži profi tovali z plošné HPV vakcinace, 
pouze Spojené státy, Kanada, Austrá-
lie, Rakousko, Nový Zéland a Mexiko do-
poručují plošnou HPV vakcinaci u obou 
pohlaví [28]. V září 2011 Food and Drug 
Administration (FDA) sice uvolnila ve 
Spojených státech kvadrivalentní vak-
cínu k  prevenci genitálních kondylo-
mat, analní intraepiteliální neoplazie 
(AIN) a análního karcinomu pro chlapce 
a muže ve věku 9–26 let, nicméně ACIP 
(Advisory Committee on Immunization 
Practices) při CDC (Centers for Disease 
Control) doporučila volnější přístup 
k HPV vakcinaci mužů na rozdíl od strikt-
ního doporučení vakcinovat všechny 
ženy a dívky. Výjimkou zůstává doporu-
čení pro homosexuální muže, které do-
poručuje očkovat i muže starší [28].

Základním argumentem proti plošné 
HPV vakcinaci mužů je finanční nevý-
hodnost založená na ekonomických mo-
delech. Transmise HPV probíhá prakticky 
výhradně při sexuálních aktivitách a sa-
motné vysoké pokrytí ženské populace 
poskytuje výrazný benefi t i pro chlapce 
se signifi kantním poklesem výskytu HPV 
asociovaných onemocnění u obou po-
hlaví. Podle norské práce by pokrytí vak-
cinací u 90 % dívek mělo větší účinnost 
na zdraví celé populace a  bylo by lev-
nější než 71% proočkovanost obou po-
hlaví [29]. V ČR je od 1. 1. 2018 HPV vak-
cinace hrazena ze zdravotního pojištění 
také pro chlapce ve věku 13–14 let.

Diskuze

Spojitost mezi HPV infekcí a  orofaryn-
geálním karcinomem je zvažována 
>  20  let. Většina HPV infekcí vymizí 
během 1  roku nebo 2  let díky půso-
bení přirozených imunitních mechani-
zmů, ně kte ré infekce však mohou per-
zistovat a způsobit maligní transformaci. 
Lidé s orální HPV infekcí mají přibližně 
50× vyšší riziko rozvoje OSCC asociova-
ného s HPV [4,5]. Pacienti s HPV+ OSCC 
jsou v průměru o 10 let mladší, častěji se 
jedná o nekuřáky a abstinenty [2,7,10]. 
HPV+ nádory bývají méně diferenco-

v  obou místech v  souvislosti s  věkem, 
kouřením, konzumací alkoholu, sexuál-
ními praktikami a  sociálními charakte-
ristikami obou skupin. Naopak byla zjiš-
těna závislost detekce HPV 16  a/ nebo 
HPV 18 ve slinách na přítomnost těžké 
cervikální léze (OR 3,747; 95% CI 1,39–
10,09; p = 0,0069) [5].

Možnosti vakcinace proti HPV

Prvním impulzem k  úspěšnému vý-
voji profylaktických vakcín proti in-
fekci HPV byla identifikace příčin-
ného vztahu mezi infekcí genotypy 
HPV 16 a HPV 18 a etiopatogenezí kar-
cinomu děložního hrdla. V současnosti 
jsou k dispozici tři komerčně vyráběné 
profylaktické vakcíny – bivalentní Cer-
varix® (HPV 16/ 18), kvadrivalentní Sil-
gard® (HPV 6/ 11/ 16/ 18) a nově také no-
navalentní Gardasil 9® (HPV 6/ 11/ 16/ 18
/ 31/ 33/ 45/ 53/ 58). HPV vakcinace je pro 
dívky ve věku mezi 13 a 14 lety hrazena 
v ČR z prostředků zdravotního pojištění, 
v roce 2015 využilo tuto možnost 65 % 
dívek registrovaných u VZP [27]. Charak-
teristiky všech dostupných vakcín proti 
HPV infekci zobrazuje tab. 1.

Když došlo ke schválení nových indi-
kací postupně pro všechny HPV vakcíny 
v  prevenci premaligních análních lézí 
a análních karcinomů, byla také v ČR za-
hájena diskuze o možnosti úhrady očko-
vání proti HPV infekci z veřejného zdra-
votního pojištění pro chlapce ve věku 
13–14  let. S  ohledem na prozatím ne-
jednotný názor mezi českou odbornou 
veřejností na zavedení HPV vakcinace 
chlapců do očkovacího kalendáře Ná-
rodní imunizační komise zatím pouze 
doporučila sledovat a  vyhodnocovat 
všechna dostupná data týkající se účin-
nosti a cost-benefi tu plošného očkování 
chlapců proti HPV ve světě. Česká vakci-
nologická společnost zaujala v případě 
plošného očkování chlapců zatím zdr-
ženlivý postoj. Ve svém stanovisku mimo 
jiné uvádí, že asociace mezi HPV infekcí 
a karcinomem rekta není tak silná a ne-
jsou dostupná jednoznačná data pro-
kazující dostatečnou účinnost a ekono-
mickou výhodnost očkování v profylaxi 
rektálního karcinomu. Naproti tomu 
Česká společnost otorinolaryngologie 
a  chirurgie hlavy a  krku ČSL JEP pova-
žuje za potřebné rozšířit úhradu očko-
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Tab. 1. Základní charakteristiky registrovaných HPV vakcín.   

Název Cervarix™ 

injekce 0,5 ml
Silgard® 

injekce 0,5 ml
Gardasil 9® 

injekce 0,5 ml

Výrobce GlaxoSmithKline Biologicals S.A. 
(GSK), Rue de l‘Institut 89 B-1330 
Rixensart, Belgie

Merck Sharp & Dohme, B. V. (MSD), 
Waarderweg 39 
2031 BN Haarlem, Nizozemsko

Merck Sharp & Dohme, B. V. (MSD), 
Waarderweg 39 
2031 BN Haarlem, Nizozemsko

Registrace 20. září 2007 20. září 2006 10. června 2015

HPV

VLP L1

HPV 16, 18
VLP 20, 20 μg

HPV 6, 11, 16, 18
VLP 20, 40, 40, 20 μg

HPV 6, 11, 16, 18,
VLP 30, 40, 60, 40 μg
HPV 31, 33 35, 45, 52, 58
VLP 20, 20, 20, 20, 20, 20 μg

Adjuvantní 

system

50 μg monofosforyl lipid A (MPL) 
adsorbovaný na 500 μg aluminium 
hydroxidu (AS04)

225 μg amorfní aluminium – hydro-
xyfosfát-sulfát (AAHS)

500 μg amorfní aluminium – 
hydroxyfosfát-sulfát (AAHS)

Obsah hliníku 500 μg 225 μg 500 μg

Technologie expresní systém bakulovirů,
hmyzí buňky Trichoplusia ni, 
L1 protein ve formě VLP vyrobený 
rekombinantní DNA technologií

expresní systém kvasinek 
Saccharomyces cerevisiae, L1 pro-
tein ve formě VLP vyrobený rekom-
binantní DNA technologií

expresní systém kvasinek 
Saccharomyces cerevisiae, L1 pro-
tein ve formě VLP vyrobený re-
kombinantní DNA technologií

Aplikace deltový sval deltový sval nebo horní anterolate-
rální oblast stehna

deltový sval nebo horní anterola-
terální oblast stehna

Věk jedinci (tzn. ženy i muži) od 9 
let, horní věková hranice není 
stanovena;
bezpečnost prokázána u žen 
do 72 let a mužů do 18 let věku

jedinci (tzn. ženy i muži) od 
9 let, horní věková hranice není 
stanovena;
bezpečnost prokázána u žen 
do 45 let a mužů do 26 let věku

jedinci (tzn. ženy i muži) od 
9 let, horní věková hranice není 
stanovena;
bezpečnost a účinnost přípravku 
u žen ve věku 27 let a více nebyla 
studována

Schéma 

očkování

9 až 14 let (v době podání první in-
jekce) – dvě dávky (druhá dávka za 
5–13 měsíců po první), při podání 
druhé dávky do 5 měsíců 
po první dávce má být aplikována 
i třetí dávka
od 15 let (0, 1, 6 měsíců) – tři dávky 
s variacemi, všechny dávky by měly 
být aplikovány během 12 měsíců

9 až 13 let (0, 6 měsíců) – dvě 
dávky, při podání druhé dávky do 6 
měsíců po první dávce má být apli-
kována i třetí dávka
od 14 let (0, 2, 6 měsíců) – cel-
kem tři dávky s variacemi, všechny 
dávky by měly být aplikovány 
během 12 měsíců

9 až 14 let (v době podání první 
injekce) – dvě dávky (druhá dávka 
za 5 až 13 měsíců po první), při po-
dání druhé dávky do 5 měsíců po 
první dávce má být aplikována 
i třetí dávka
od 15 let: 0, 2, 6 měsíců (celkem 
tři dávky) s variacemi, všechny 
dávky by měly být aplikovány 
během 12 měsíců

Indikace k 

prevenci

premaligní anogenitální léze (cer-
vikální, vulvální, vaginální a anální) 
a karcinomy, které jsou způsobeny 
určitými onkogenními typy HPV

premaligní cervikální, vulvální, vagi-
nální, anální léze a karcinomy v pří-
činné souvislosti s jistými onkogen-
ními typy HPV;
bradavice genitálu (condyloma 
acuminata) v příčinné souvislosti se 
specifi ckými typy HPV

premaligní léze a cervikální, vul-
vální, vaginální a anální karcinomy 
způsobené HPV typy obsaženými 
v očkovací látce;
genitální bradavice (condyloma 
acuminata) způsobené specifi c-
kými HPV typy

Doba ochrany nestanovena,
prokázaná imunogenita 9,4 roku

nestanovena, 5 let prokázaná imu-
nogenita, 10 let po očkování
78–98 % séropozitivních subjektů 
v závislosti na typu HPV

nestanovena, prokázaná imunoge-
nita až 5,6 roku

Booster nestanoven nestanoven nestanoven

HPV – lidský papilomavirus, VLP – virům podobné částice   
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HPV infekce nebyla jako rizikový fak-
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ganizovaný screening onemocnění du-
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tomností dalších rizikových faktorů (kou-
ření, genetická predispozice, HIV poziti-
vita)  [5,18]. Detekce HR HPV genotypů 
v  dutině ústní patří k  rizikovým fakto-
rům. Pacienti s OSCC asociovaným s LR 
HPV genotypy a s dalšími nepříznivými 
aspekty (nízká diferenciace tumoru, ex-
trakapsulární šíření, metastázy v lymfa-
tických uzlinách) žijí o  2  roky déle než 
pacienti, u kterých byly detekovány HR 
HPV genotypy [7,9,30].

Závěr

Prevalence HPV infekce je výrazně nižší 
v dutině ústní než v oblasti anogenitální 
a liší se i u obou pohlaví. Je ale nutné pro-
vést další prospektivní studie k doplnění 
mezer ve znalostech o průběhu HPV in-
fekce  [3]. Vzhledem k  nízké prevalenci 
orální HPV infekce je třeba studií na vel-
kých vzorcích populace ke zhodnocení 
přirozeného průběhu a  možností pře-
nosu HPV infekce. Pravděpodobně exis-
tuje určitá závislost v  přítomnosti HPV 
infekce mezi dutinou ústní a genitálem, 
která ale není příliš silná a může souviset 
s jinými predispozicemi (např. imunode-
fi cience). Nicméně pacientky s HPV aso-
ciovanou malignitou genitálu mají pro-
kazatelně vyšší riziko OSCC. Stále není 
zcela jasné, jakou účinnost bude mít za-
vedení plošné HPV vakcinace na inci-
denci OSCC, ně kte ré práce ale dokládají 
snížení prevalence orální HPV infekce po 
vakcinaci [36].

HPV se nejčastěji přenáší při sexuál-
ních (koitálních i  nekoitálních) aktivi-
tách, ale relativně časté jsou i  přenosy 
kontaktem genitál-genitál, anus-genitál 
a ústa-genitál nebo pomocí sexuálních 
pomůcek či rukou od jiné osoby i autoi-
nokulací (tzn. přenos mezi anem, geni-
tálem a dutinou ústní vlastní rukou) [3]. 
Zatímco genito-anální HPV infekce jsou 
silně provázané [33], souběžná genito-
-orální HPV infekce je relativně vzácná 
a genotypově specifi cká shoda v obou 
lokalitách je poměrně nízká. Biologický 
vztah mezi oběma lokalitami může být 
komplexní, ale vyšší prevalence HPV in-
fekce ve vzorcích z dutiny ústní mezi že-
nami s cervikální HPV infekcí naznačuje, 
že určitý stupeň závislosti existuje [16]. 
Sexuální aktivita hraje roli v riziku preva-
lence souběžné genitální a orální koin-
fekce, ale je také možné, že infekce jedné 
lokality slouží jako rezervoár, který může 
zvyšovat riziko autoinokulace v  anato-
micky vzdálených lokalitách  [16]. Tato 
hypotéza je podpořena daty ze Swedish 
Cancer Registry. Z analýzy 17  556  pa-
cientek s  invazivním karcinomem dě-
ložního hrdla vyplynulo, že zvláště ženy 
ve věku ≥ 50 let mají vyšší riziko sekun-
dární HPV asociované malignity [34]. Pa-
cientky s  anamnézou karcinomu dě-
ložního hrdla měly poměr incidence 
onemocnění ve vztahu ke standardní in-
cidenci téhož onemocnění v  populaci 
(standardized incidence ratio – SIR) se-
kundárního karcinomu laryngu odpoví-
dající hodnotě 4,40 (95% CI 1,88–8,72), 
SIR 4,98  (95% CI 1,57–11,71) pro kar-
cinom hypofaryngu a  SIR 2,60  (95% CI 
1,18–4,95) pro karcinom dutiny ústní. Na 
druhou stranu nebyla prokázána statis-
ticky významná vyšší incidence jiných 
HPV asociovaných malignit (tonsily, 
kořen jazyka) u těchto žen [34]. K podob-
ným výsledkům dospěli Chaturvedi et al 
s využitím údajů z 13 onkologických re-
gistrů v Dánsku, Norsku, Švédsku, Finsku 
a Spojených státech u 85 109 pacientek 
s  dlaždicobuněčným karcinomem dě-
ložního hrdla. SIR u všech sekundárních 
HPV asociovaných karcinomů bylo sta-
noveno na 2,30 (95% CI 2,18–2,43). Podle 
očekávání nejvyšší SIR 5,00 (95% CI 4,55–
5,50) bylo u jiných sekundárních malig-
nit genitálu, ale poměrně vysoké bylo 
SIR 2,69 (95% CI 2,57–2,83) také pro ma-
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Úvod do problematiky léčby 

zhoubných nádorů ledvin

Treatment of Metastatic Renal Cell Carcinoma

Richter I1,2, Dvořák J.2
1 Onkologické oddělení, Krajská nemocnice Liberec
2 Onkologická klinika 1. LF UK a Thomayerova nemocnice, Praha

Souhrn
Východiska: Zhoubné nádory ledvin představují přibližně 2–3  % všech malignit. Česká re-
publika celosvětově dosahuje prvenství v incidenci zhoubných nádorů ledvin. Nejčastější je 
světlobuněčný karcinom, který představuje přibližně 70 % všech renálních karcinomů. V léčbě 
metastatického renálního karcinomu (metastatic renal cell cancer – mRCC) došlo v poslední 
době k významnému rozšíření léčebných možností. Léčba zahrnuje antiangiogenní přístup 
inhibicí receptoru pro vaskulární endoteliální růstový faktor, inhibice dráhy mTOR (mechanis-
tic target of rapamycin) a imunoterapii. Cíl: Cílem přehledového článku je pohled na aktuální 
léčebné možnosti mRCC. U pacientů v dobrém výkonnostním stavu a s menším rozsahem sys-
témové diseminace lze zvážit provedení cytoredukční nefrektomie. V případě oligometastatic-
kého onemocnění lze zvážit použití ablačních metod, např. stereotaktické radioterapie. V 1. linii 
léčby mRCC dominuje podání sunitinibu nebo pazopanibu, které lze považovat v účinnosti za 
rovnocenné. K výrazné změně dochází v léčbě 2. a vyšší linie, kde se uplatňují nové léky jako 
kabozantinib či možnosti imunoterapie zastoupené nivolumabem. Optimální sekvence léčby 
mRCC je otázkou aktuální diskuze. Dále probíhá mnoho klinických studií, které hodnotí kom-
binovanou terapii, jiné práce se věnují hledání využitelného prediktivního bio markeru. Problé-
mem bio markerů je nádorová heterogenita karcinomu ledviny. Závěr: Léčba mRCC aktuálně 
prochází významnými změnami na podkladě výsledků proběhlých klinických studií. Nové po-
stupy budou zahrnovat kombinovanou léčbu, hlavně s využitím imunoterapie. Tato skutečnost 
se postupně promítá do změny léčebných standardů tohoto onemocnění.

Klíčová slova
karcinom ledviny – cílená terapie – imunoterapie – metastázy – bio markery

Abstract
Introduction: Renal cell cancer accounts for approximately 2–3% of all cases of malignancy. The 
incidence of kidney cancer in the Czech Republic is the highest in the world. Approximately 
70% of renal cell carcinomas are clear-cell renal cancer. Various treatment options for meta-
static renal cell cancer (mRCC) have been developed. Treatment regimens comprise antiangio-
genic drugs in combination with vascular endothelial growth factor receptor inhibitors, mTOR 
inhibitors, and immunotherapy. Aim: This review provides an overview of the current treatment 
options for mRCC. Patients with a good performance status and a low systemic disease burden 
are candidates for cytoreductive nephrectomy. Ablative methods, such as stereotactic radio-
therapy, can be used in patients with oligometastatic disease. Sunitinib and pazopanib are 
preferred fi rst-line treatments for mRCC and provide similar outcomes. Second-line and higher 
line treatments markedly changed with the development of new drugs, such as cabozantinib 
and the immunotherapy nivolumab. The optimal treatment sequence for mRCC is discussed. 
Ongoing studies are evaluating combined treatments and searching for potential bio markers. 
However, the tumor heterogeneity of renal cell cancer complicates the use of bio markers. Con-
clusion: The results of clinical trials have markedly changed the treatment guidelines for mRCC. 
New strategies include combinatorial approaches, which mainly incorporate immunotherapy.
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renal cancer – targeted therapy – immunotherapy – metastases – bio markers
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Zhoubné nádory ledvin představují při-
bližně 2–3 % všech malignit [1]. ČR celo-
světově dosahuje prvenství v  incidenci 
zhoubných nádorů ledvin. Incidence 
v ČR byla v roce 2015 28,34 a mortalita 
10,94 na 100 000 obyvatel [2,3]. Renální 
karcinom (renal cell cancer – RCC) před-
stavuje heterogenní skupinu tumorů vy-
cházejících z  nefronu. Modernější Van-
couverská klasifi kace renálních tumorů 
vychází nejenom z  patologické klasifi -
kace, ale hodnotí i molekulární charak-
teristiky jednotlivých typů RCC  [4]. Ak-
tuální histopatologická klasifi kace byla 
publikovaná v  roce 2016  [5]. Přibližně 
70  % zhoubných nádorů ledvin před-
stavuje světlobuněčný karcinom, který 
je dominantně asociován s  dysfunkcí 
v  genu von Hippel-Lindau (VHL). Tato 
porucha je spojena s akumulací hypoxia 
indukovaného faktoru (HIF), v důsledku 
čehož dochází k podobným metabolic-
kým jevům jako při hypoxii. Výsledkem 
je indukce vaskulárního endoteliálního 
růstového faktoru (vascular endothe-
lial growth factor – VEGF) s  následnou 
stimulací angiogeneze [6]. Podobně při 
analýze světlobuněčného karcinomu 
byly zjištěny i dysfunkce v dráze mTOR 
(mechanistic target of rapamycin), která 
je spojena s  tumorovou progresí  [7,8]. 
Obě skutečnosti se staly podkladem kli-
nického využití cílené léčby proti recep-
torům pro VEGF (VEGFR) a dráze mTOR. 
S  dalším vývojem došlo v  posledních 
letech i  k  rozvoji imunoterapie v  kli-
nické praxi, hlavně ovlivněním kontrol-
ních bodů imunitní reakce  [9]. Zatím 
nemáme k dispozici prognostické či pre-

diktivní bio markery použitelné v běžné 
klinické praxi při léčbě metastatického 
RCC (mRCC). Proto na podkladě klinic-
kých či laboratorních ukazatelů existují 
skórovací systémy, které klasifi kují ne-
mocné do prognostických skupin. Ši-
roce se v praxi používá hlavně klasifi kace 
podle Memorial Sloan Kettering Cancer 
Center (MSKCC), jejíž výsledky vycházejí 
z klinických studií hodnotících imunote-
rapii založenou na cytokinech. Skupina 
bez rizikových faktorů (dobrá prognóza) 
prokázala celkové přežití (overall survi-
val – OS) 30 měsíců, skupina nemocných 
s jedním až dvěma faktory (střední pro-
gnóza) dosáhla OS 14  měsíců, skupina 
se třemi a více faktory (špatná prognóza) 
měla OS jenom 5 měsíců [10]. Pro indi-
kaci léčby temsirolimem se doporučují 
modifi kovaná MSKCC kritéria podle Hu-
dese [11]. Novější klasifi kaci představuje 
Hengův model, který vychází z dat no-
vější cílené terapie [12]. Podle této kla-
sifi kace pacienti v  dobré prognostické 
skupině prokázali OS 43 měsíců ve srov-
nání s nemocnými se špatnou prognó-
zou, kde bylo OS jenom 8 měsíců  [13]. 
Ve výsledcích délky OS obou modelů 
lze pozorovat zlepšení léčebných vý-
sledků po zavedení cílené terapie ve 
srovnání s léčbou cytokiny. Přehled skó-
rovacích systémů je podrobně uveden 
v Modré knize České onkologické spo-
lečnosti (ČOS)  [14]. I  v  době cílené te-
rapie a imunoterapie má své postavení 
provedení cytoredukční nefrektomie 
u pacientů s mRCC. Nemocní, kteří ab-
solvovali cytoredukční nefrektomii, 
měli delší OS než pacienti bez nefrekto-

mie (17,1 vs. 7,7 měsíce; p < 0,001) [15]. 
Obecně lze doporučit provedení cyto-
redukční nefrektomie u pacientů v dob-
rém výkonnostním stavu a s méně roz-
sáhlým metastatickým postižením [16]. 
Cytoredukční nefrektomii lze indiko-
vat i  s  odstupem po zahájení systé-
mové cílené terapie bez zhoršení přežití 
bez známek progrese (progression-free 
survival – PFS), jak bylo prezentováno 
na loňském ESMO (European Society 
for Medical Oncology) 2017  [17]. Další 
text se zabývá možnostmi systémové 
léčby mRCC.

Systémová léčba karcinomu 

ledviny

V léčebných možnostech systémové 
léčby mRCC došlo v  posledních le-
tech k významným změnám vycházejí-
cím z výsledků randomizovaných klinic-
kých studií, převážně fáze III. Aktuálně 
představují dominantní roli cílená léčba 
a  imunoterapie. Hormonální léčba či cy-
totoxická chemoterapie neprokázaly vý-
raznější účinnost u  tohoto onemocnění. 
Menší část pacientů s  mRCC profi tovala 
z podání vysokodávkového interleukinu 2
(IL-2). Problematická byla vysoká toxi-
cita této léčby s nutností aplikace na jed-
notkách intenzivní péče  [18]. Cílenou 
léčbu představuje skupina inhibitorů an-
giogeneze, kam řadíme jednak tyrozin-
kinázové inhibitory (TKI) jako sunitinib, 
sorafenib, pazopanib, axitinib, kabozan-
tinib, lenvatinib, jednak monoklonální 
protilátku bevacizumab. Další předsta-
vitele cílené terapie v léčbě mRCC před-
stavuje skupina inhibitorů mTOR dráhy 

Tab. 1. Přehled toxicity cílené léčby a imunoterapie v terapii mRCC.

Typ terapie Nežádoucí účinky

inhibitory tyrozin kináz únava, arteriální hypertenze, mukozitida, stomatitida, nevolnost, zvracení, průjem, nechu-
tenství, kožní toxicita (akneiformní exantém, hand-foot syndrom), alopecie, hypotyreóza, 
leukopenie, trombocytopenie, elevace jaterních testů, změna barvy vlasů

mTOR inhibitory únava, kožní vyrážka, nevolnost, průjem, plicní toxicita (kašel, pneumonitida), infekce, pe-
riferní otoky, anémie, metabolické změny (porucha metabolizmu lipidů, hyperglykemie)

monoklonální protilátka 
– bevacizumab

arteriální hypertenze, proteinurie, zhoršení hojení ran, možná gastrointestinální perforace

imunoterapie – nivolumab únava, nevolnost, průjem, kožní potíže (svědění kůže, vyrážka), hypotyreóza, pneumoni-
tida, elevace jaterních testů, další možné neobvyklé projevy (autoimunitní encefalitida)

mRCC – metastatický karcinom ledviny
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látka bevacizumab. V kombinaci s inter-
feronem   prokázal bevacizumab vý-
znamné prodloužení mediánu PFS ve 
srovnání s monoterapií interferonem α. 
OS nebylo významně prodlouženo. Ne-
výhodou je parenterální podání a toxi-
cita interferonu . Tato kombinace se 

a dalších drah. V léčbě mRCC se používá 
kontinuálně v dávce 800 mg/ den. V kli-
nické studii prokázal v  1. linii ve srov-
nání s placebem významné prodloužení 
mediánu PFS a vyšší ORR, bez prodlou-
žení mediánu OS. Další možností v léčbě 
1.  linie mRCC je monoklonální proti-

everolimus a temsirolimus. Představite-
lem imunoterapie v léčebné praxi mRCC 
je monoklonální protilátka nivolumab. 
Důležitým aspektem nových léčebných 
možností je kromě účinnosti i toxicita te-
rapie. Obecně se toxicita cílené terapie 
nebo imunoterapie liší od typických ne-
žádoucích účinků (NÚ) chemoterapie, 
navíc je rozdílná i v  rámci jednotlivých 
typů cílené léčby. Přehled nejčastějších 
NÚ cílené léčby a imunoterapie je uve-
den v tab. 1. V ČR máme aktuálně defi -
nované 3 linie léčby mRCC [14]. V léčbě 
1. linie se podle nejnovějších dat uplat-
ňují jiné preparáty než v léčbě vyšší linie. 
Taky je důležité zmínit, že na podkladě 
účinnosti 1. linie terapie nelze většinou 
odhadovat výsledky léčby ve 2. či vyšší 
linii [14].

1. linie léčby

Přehled nejvýznamnějších klinických 
studií fáze III hodnotících 1. linii je uve-
den v  tab.  2  [19–23]. Sunitinib je per-
orální inhibitor VEGFR 1–3 a dalších ty-
rozinkináz jako PDGFR (platelet-derived 
growth factor receptor), c-KIT a  jiných. 
Podává se perorálně v dávce 50 mg/ den 
po dobu 4  týdnů s  2týdenní pauzou. 
Jeho účinnost byla prokázaná v klinické 
studii, ve které byl srovnáván s  interfe-
ronem  v 1. linii mRCC. Sunitinib pro-
kázal významné prodloužení mediánu 
PFS a  procenta celkové léčebné odpo-
vědi (overall response rate – ORR). OS 
bylo prodlouženo na hranici statistické 
významnosti. Pazopanib je dalším per-
orálním TKI VEGFR1-3, PDGFR, c-KIT 

Tab. 2. Přehled vybraných klinických studií 1. linie léčby mRCC.

Studie Počet pacientů PFS (m) OS (m) ORR (%)

sunitinib
interferon α [19,20]

375
375

11
5

26,4
21,8

31
6

pazopanib
placebo [21]

290
145

9,2
4,2

22,9
20,5

30
3

bevacizumab + interferon α
interferon α [22]

327
322

10,2
5,4

23,3
21,3

31
13

bevacizumab + interferon α
interferon α [23]

369
363

8,5
5,2

18,3
17,4

26
13

mRCC – metastatický karcinom ledviny, PFS – přežití bez progrese onemocnění, OS – celkové přežití, ORR – celková léčebná 
odpověď

Tab. 3. spektrum nežádoucích účinku pazopanibu a sunitinibu a podle studie 

COMPARZ [22].    

Nežádoucí účinek Pazopanib Sunitinib

Celkem 

(%)

Stupeň 3–4 

(%)

Celkem 

(%)

Stupeň 3–4 

(%)

průjem 63 9 57 8

únava 55 11 63 18

arteriální hypertenze 46 16 41 16

nevolnost 45 2 46 2

nechutenství 37 1 37 3

hand-foot syndrom 29 6 50 12

změna barvy vlasů 30 0 10 1

vyrážka 18 1 23 1

stomatitida 14 1 27 1

alopecie 14 0 8 0

hypotyreóza 12 0 24 1

epistaxe 9 1 18 1

leukopenie 43 1 78 6

trombocytopenie 41 3 78 22

anémie 31 2 60 7

elevace ALT 61 12 60 3

elevace AST 60 17 43 5

ALT – alaninaminotransferáza, AST – aspartátaminotransferáza
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nemocného), jednak ze zkušeností in-
dikujících lékařů či daného onkologic-
kého pracoviště. Problematika, zda je 
výhodnější sunitinib, či pazopanib, je 
nadále široce diskutovaná. U  pacientů 
se špatnou prognózou podle modifi-
kovaných MSKCC kritérií lze zvážit i po-
dání temsirolimu, který prokázal vý-
znamné prodloužení nejenom mediánu 
PFS (HR 0,66; p  <  0,001), ale i  OS (HR 
0,73; p = 0,008) ve srovnání s interfero-
nem α [31]. Nevýhodou podání temsiro-
limu je nutnost týdenní nitrožilní infuze 
a nežádoucí vliv na metabolizmus lipidů 
a  sacharidů. V  klinické praxi se zřejmě 
častěji u této skupiny pacientů používá 
sunitinib nebo pazopanib, jak je to uve-
deno i v doporučení ČOS [14]. Recentně 
byly publikovány výsledky klinické stu-
die fáze II CABOSUN, která prokázala 
prodloužení mediánu PFS u pacientů se 
střední a špatnou prognózou léčených 
kabozantinibem ve srovnání se stan-
dardní léčbou sunitinibem v 1. linii [32].

2. a vyšší linie

Přehled významných klinických studií 
hodnotících léčbu 2. a vyšší linie mRCC 
je uveden v  tab.  4  [33–39]. Everolimus 
řadíme mezi perorální mTOR inhibitory 
se standardním dávkováním 10 mg/ den 
kontinuálně. V  klinické studii prokázal 
u pacientů po předchozí terapii sunitini-
bem nebo sorafenibem významné pro-
dloužení mediánu PFS ve srovnání s pla-
cebem, ale bez prodloužení OS. Od léčby 
everolimem je nutno očekávat z hlediska 
hodnocení dosažení léčebné odpovědi 
hlavně stabilizaci onemocnění, kdy lé-
čebná odpověď byla jenom u 1,8 % pa-
cientů  [33]. Dalším lékem, který proká-
zal účinnost ve 2. linii terapie mRCC po 
selhání cytokinové léčby, je sorafenib. 
Jedná se o  TKI VEGFR, PDGFR a  BRAF 
dráhy. Podává se perorálně v  dávce 
800 mg/ den ve dvou  dávkách. Sorafe-
nib ve srovnání s placebem prokázal vý-
znamné prodloužení mediánu PFS, opět 
bez prodloužení OS. Podobně jako eve-
rolimus ani sorafenib neprokázal větší 
procento ORR. Na druhé straně byla pub-
likovaná studie fáze III INTORSECT, kde so-
rafenib prokázal významné prodloužení 
mediánu OS ve srovnání s temsirolimem 
po předchozí léčbě sunitinibem (16,6 vs. 
12,3 měsíce; HT 1,31; p = 0,01) [40]. No-

panibem měli 2týdenní léčebnou pauzu 
(pazopanib se standardně používá kon-
tinuálně), kdežto 2týdenní pauza u pa-
cientů léčených zpočátku sunitinibem 
byla v  podstatě součástí standardního 
režimu dávkování sunitinibu. Tedy pa-
cienti léčení ve fázi I sunitinibem neměli 
„regulérní“ přestávku v léčbě, což mohlo 
ovlivnit preferenci nemocných či lékařů. 
Při použití pazopanibu v  1. linii léčby 
mRCC byla donedávna problematická 
defi nice další linie. V ČR se často používal 
po pazopanibu sunitinib, nicméně tato 
indikace nevycházela z výsledků rando-
mizovaných studií. Aktuálně po progresi 
pazopanibu je další linie léčby již dobře 
defi novaná, kdy lze podat jak kabozan-
tinib, tak i  nivolumab, podobně jako 
po progresi sunitinibem. V  ČR na pod-
kladě dat z registru RENIS je pazopanib 
vnímán spíše jako lék vhodný pro starší 
populaci pacientů, nicméně jeho účin-
nost byla prokázaná i u pacientů mlad-
ších. Další možnost, jak zlepšit toleranci 
léčby sunitinibem, je alternativní způsob 
podávaní, kdy nejvíce dat je k dispozici 
s  takzvaným režimem 2/ 1  (2  týdny te-
rapie/1  týden pauza), jak prezentovaly 
převážně retrospektivní klinické stu-
die [27–29]. Ně kte ré studie dokonce pro-
kázaly i  lepší léčebné výsledky režimu 
2/ 1  [30]. Indikace vhodného preparátu 
do 1. linie vychází jednak z charakteris-
tik pacientů (komorbidity, anamnestické 
údaje, vliv možných NÚ na konkrétního 

v ČR v praxi výrazněji nepoužívá, domi-
nantní roli léčby 1. linie mRCC předsta-
vuje podávání sunitinibu a pazopanibu. 
Vzájemné porovnání obou preparátů 
hodnotila klinická studie COMPARZ, je-
jímž cílem bylo prokázání noninferiority 
pazopanibu ve srovnání se sunitinibem. 
Při hodnocení léčebných výsledků byla 
noninferiorita prokázaná jak v PFS (suni-
tinib vs. pazopanib – 9,5 vs. 8,4 měsíce; 
HR 1,05), tak i v OS (29,1 vs. 28,3 měsíce; 
HR 0,92) či ORR (25 vs. 31 %). Jednotlivé 
preparáty se ale lišily odlišným spektrem 
NÚ (tab. 3). Toxicita pazopanibu proká-
zala příznivější vliv na kvalitu života než 
terapie sunitinibem [24,25]. Preference 
pacientů či lékařů ohledně účinků suni-
tinibu a pazopanibu zkoumala další kli-
nická studie PISCES. Pacienti byli léčeni 
10 týdnů sunitinibem (4 týdny sunitinib, 
2 týdny pauza, 4 týdny sunitinib) nebo 
pazopanibem (10  týdnů kontinuálně). 
Následně po 2  týdnech pauzy došlo 
k  výměně terapie. Výsledkem studie 
byla vyšší preference pacientů pro pa-
zopanib (70 %) než sunitinib (22 %), po-
dobně pazopanib preferovala i větší část 
lékařů  [26]. Na podkladě výše zmíně-
ných dat se zdá, že léčba pazopanibem 
by mohla být výhodnější než podání 
sunitinibu. Nutno ale zmínit, že ve studii 
COMPARZ byla kvalita života hodnocena 
28. den cyklu, kdy vrcholí NÚ sunitinibu 
před následnou 2týdenní pauzou. Ve stu-
dii PISCES pacienti léčení ve fázi I pazo-

Tab. 4. Přehled vybraných klinických studii 2. linie léčby mRCC.

Studie Počet 

pacientů 

PFS (m) OS (m) ORR (%)

everolimus
placebo [33]

272
138

4,9
1,9

14,8
14,4

1,8
0

sorafenib
placebo [34]

451
452

5,5
2,8

17,8
15,2

2
0

axitinib
sorefenib [35,36]

361
362

6,7
4,7

20,1
19,2

19
9

kabozantinib
everolimus [37,38]

330
328

7,4
3,9

21,4
16,5

17
3

nivolumab
everolimus [39]

406
397

4,6
4,4

25
19,6

25
5

mRCC – metastatický karcinom ledviny, PFS – přežití bez progrese onemocnění, 
OS – celkové přežití, ORR – celková léčebná odpověď
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Systémová terapie 

nesvětlobuněčných karcinomů 

Do této skupiny řadíme papilární karci-
nom, který představuje přibližně 10  % 
všech RCC. U  části papilárních karci-
nomů lze pozorovat alteraci již zmíně-
ného MET genu, zatímco druhá část to-
hoto histologického typu je spojena 
s  poškozením Nrf2-antioxidantu  [43]. 
Vzácnějšími typy jsou chromofobní kar-
cinom, medulární karcinom, karcinom 
z přechodných buněk aj. V léčbě těchto 
karcinomů máme k dispozici méně kli-
nických dat vycházejících z  randomi-
zovaných studií. Obecně lze zmínit, že 
systémová léčba je méně účinná než 
u  pacientů se světlobuněčným karci-
nomem. Standardy National Compre-
hensive Cancer Network (NCCN) dopo-
ručují zařazení pacientů do klinických 
studií  [44]. Proběhlo několik randomi-
zovaných studií, které prokázaly trend 
k delšímu PFS při terapii sunitinibem než 
everolimem [45–47]. U pacientů se sar-
komatoidní variantou lze zvážit i podání 
systémové chemoterapie, nejčastěji se 
zmiňují data s gemcitabinem, kapecita-
binem či doxorubicinem [14,48,49].

Perspektivy

Zdá se, že monoterapie standardními 
TKI angiogeneze již nejspíše dosáhla vr-
cholu své účinnosti. Dalším podkladem 
pro zlepšení výsledků léčby je při vzniku 
primární či získané rezistence na VEGFR 
inhibitory, inhibice dalších up-regulo-
vaných drah (AXL, MET)  [42]. Nová ge-
nerace TKI představovaná kabozantini-
bem je podle aktuálních dat významně 
účinnější v  porovnání se sunitinibem 
v 1. linii u pacientů se střední či špatnou 
prognózou či s mTOR inhibitory ve vyšší 
linii  [32,37,38]. Bylo popsáno prodlou-
žení OS u  pacientů léčených sekvencí 
TKI – kabozantinib přibližně o 5 měsíců 
než u nemocných léčených sekvencí TKI 
– mTOR. Podobně i nivolumab prodlou-
žil medián OS o 5 měsíců po předchozí 
TKI terapii ve srovnání se sekvencí TKI 
– mTOR. Další možností, jak dále zlep-
šit výsledky terapie mRCC, je kombino-
vaná léčba. Proběhlo několik klinických 
studií již s prvními výsledky. Studie fáze 
II hodnotila nový TKI lenvatinib. Jedná se 
o duální VEGFR a FGFR (fi broblast growth 
factor receptor) inhibitor, který v  kom-

účinnost i u prognosticky nepříznivé sku-
piny pacientů s kostním metastatickým 
procesem. Studie ale prokázala i vyšší vý-
skyt toxicity kabozantinibu než evero-
limu s  nutností častější redukce dávky 
(medián dávky 44 vs. 9 mg), i když pro-
cento přerušení léčby bylo v obou skupi-
nách bez významného rozdílu. Kromě cí-
lené terapie se aktuálně v léčbě 2. a vyšší 
linie mRCC začala používat i  imunote-
rapie  [9]. Nivolumab je monoklonální 
IgG4 protilátka proti PD-L1, která proká-
zala účinnost v celé řadě malignit. Apli-
kuje se v  dávce 3 mg/ kg v  podobě nit-
rožilní infuze, 1× za 2 týdny. Nivolumab 
byl srovnáván s everolimem u pacientů 
s mRCC po předchozí terapii TKI angio-
geneze v klinické studii CheckMate 025. 
Nivolumab významně prodloužil OS 
o  5,4  měsíce, což byl primární cíl stu-
die. Medián PFS významně prodloužen 
nebyl. Snášenlivost imunoterapie byla 
lepší než ve skupině pacientů léčených 
everolimem [39]. Skutečnost, že nedošlo 
k prodloužení mediánu PFS, ale následně 
bylo popsáno prodloužení mediánu OS, 
je u pacientů léčených imunoterapií opa-
kovaně pozorována. Souvisí to zřejmě 
se specifickým účinkem imunoterapie, 
kdy i po počáteční progresi nastává ná-
sledně dlouhodobý léčebný efekt, který 
se může promítnout do prodloužení OS. 
Diskutovaným problémem imunotera-
pie je možný výskyt pseudoprogrese, 
která může vést k  předčasnému ukon-
čení potenciálně účinné léčby. Disku-
tovanou otázkou je hledání optimál-
ního hodnocení léčebné odpovědi při 
léčbě imunoterapií. Nejčastěji se disku-
tuje možnost širšího využití imunitní va-
rianty RECIST (Response Evaluation Cri-
teria in Solid Tumours) kritérií. Dosavadní 
data zatím ale nejsou dostatečná pro je-
jich validaci. Na podkladě skutečnosti, že 
při léčbě nivolumabem ve výše zmíněné 
studii byla popsána primární progrese 
až u 30 % pacientů, imunoterapie nivo-
lumabem nebude vhodná u nemocných 
se symptomatickým či rozsáhlejším one-
mocněním, kdy může v případě progrese 
dojít k významnému zhoršení klinického 
stavu. U imunoterapie je dále nutno my-
slet i na méně časté či neočekávané pro-
jevy toxicity, které mohou být pro pa-
cienta i  fatální, jako např. autoimunitní 
encefalitida.

vějším preparátem v léčbě 2. linie mRCC 
je axitinib. Axitinib řadíme mezi druhou 
generaci VEGFR inhibitorů s vyšší potencí 
a specifi citou k cílové struktuře [41]. Axi-
tinib se užívá perorálně ve dvou den-
ních dávkách. Léčba je zahájená dávkou 
2× 5 mg. V  roce 2011 byly publikovány 
výsledky registrační prospektivní kli-
nické studie fáze III AXIS. Do studie byli 
zahrnuti pacienti s mRCC po předchozí 
antiVEGFR léčbě převážně sunitinibem 
(62 %), méně po selhání cytokinů. Axiti-
nib byl srovnáván se sorafenibem a pro-
kázal významné prodloužení mediánu 
PFS. Jednalo se o první přímé srovnání 
dvou představitelů TKI ve 2. linii léčby 
mRCC  [35]. V  roce 2013  byla publiko-
vána nová analýza dat studie AXIS, která 
potvrdila významné prodloužení me-
diánu PFS ve skupině pacientů léčených 
axitinibem (8,3 vs. 5,7 měsíce; HR 0,656; 
p < 0,0001). Medián OS ale prodloužen 
nebyl (20,1  vs. 19,2  měsíce; HR 0,969; 
p = 0,374). V klinické studii AXIS proká-
zal axitinib výraznější prodloužení me-
diánu PFS ve srovnání se sorafenibem 
ve skupině nemocných, kteří byli lé-
čení v 1. linii cytokiny (12,1 vs. 4,8 mě-
síce), než sunitinibem (4,8  vs. 3,4  mě-
síce). Jedním z nejčastějších NÚ axitinibu 
je arteriální hypertenze. Subanalýza stu-
die AXIS prokázala, že zvýšení krevního 
tlaku v době léčby axitinibem je nezávis-
lým prediktorem delšího OS  [36]. V  kli-
nické praxi se proto doporučuje titrovat 
denní dávku axitinibu na podkladě zvý-
šení krevního tlaku. U pacientů léčených 
TKI VEGFR dochází časem k rozvoji rezi-
stence. Preklinické práce prokázaly, že 
tato rezistence je spojena u karcinomu 
ledviny se zvýšením exprese genů MET 
a AXL  [42]. Nový TKI kabozantinib inhi-
buje kromě angiogeneze i výše zmíněné 
geny. Jedná se o perorální lék s dávková-
ním 60 mg/ den. Klinická studie METEOR 
hodnotila kabozantinib s  everolimem 
u  pacientů s  mRCC po předchozí tera-
pii TKI angiogeneze. Kabozantinib jako 
první preparát prokázal významné pro-
dloužení všech tří ukazatelů jako PFS, OS 
i ORR [37,38]. Kabozantinib dále prokázal 
rychlý nástup léčebné odpovědi (necelé 
2 měsíce), což lze využít hlavně u symp-
tomatických pacientů s  cílem dosažení 
časné léčebné odpovědi. Při podsku-
pinové analýze kabozantinib prokázal 
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TSC2 a MTOR jsou asociovány s odpovědí 
na mTOR inhibitory everolimus a temsi-
rolimus  [55,56]. Dalším hodnoceným 
bio markerem byl gen MET jako cílová 
struktura pro kabozantinib. Subanalýza 
studie METEOR ale neprokázala kore-
laci mezi expresí MET a  léčebnými vý-
sledky. Exprese MET byla vyšetřena imu-
nohistochemicky. Jiným potenciálním 
bio markerem je exprese PD-L1. Zvýšená 
exprese PD-L1  a  CD8 T lymfocytů byla 
asociovaná s kratším OS u pacientů lé-
čených inhibitory VEGFR ve studii COM-
PARZ  [57]. Podobně byl negativní pro-
gnostický vliv exprese PD-L1  prokázán 
i ve studii CheckMate 025, ale bez pre-
diktivního působení na účinnost imu-
noterapie  [39]. Prediktivní vliv exprese 
PD-L1  ≥  1  % byl prokázán pro kombi-
naci nivolumab +  ipilimumab ve studii 
CheckMate 214  [51]. Problematika na-
lezení optimálních bio markerů v  léčbě 
mRCC je výzvou pro aktuální výzkum.

Závěr

U pacientů se světlobuněčným mRCC 
představuje aktuálně významnou roli cí-
lená terapie a imunoterapie. U pacientů 
v dobrém výkonnostním stavu a s men-
ším rozsahem metastatického postižení 
lze zvážit provedení cytoredukční nefrek-
tomie. V  případě oligometastatického 
onemocnění lze uvažovat o chirurgické 
resekci metastáz nebo použití ablačních 
metod, jako je stereotaktická radiotera-
pie. Podle doporučení NCCN, ESMO či 
ČOS lze defi novat celkem 3  linie systé-
mové terapie mRCC. V 1. linii hrají domi-
nantní roli sunitinib a pazopanib, které 
lze považovat z hlediska účinnosti za rov-
nocenné, liší se ale spektrem NÚ. V léčbě 
další linie se vedou aktuální diskuze, zda 
pokračovat v  podávání TKI, nebo indi-
kovat imunoterapii nivolumabem. Uži-
tečné mohou být podskupinové ana-
lýzy jednotlivých klinických studií. Léčba 
mTOR inhibitory po předchozí terapii TKI 
je méně účinná než terapie nové gene-
race TKI či imunoterapie. V budoucnu lze 
na podkladě výsledků randomizovaných 
studií očekávat širší využití kombinace 
cílené terapie s imunoterapií [58].
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Nové možnosti testování chemosenzitivity 

u nádorových onemocnění

New Approaches for Chemosensitivity Testing in Malignant Diseases

Sommerová L., Michalová E., Hrstka R.
RECAMO, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: Vzhledem k nezastupitelné úloze chemoterapie při léčbě nádorových onemocnění 
se onkologický výzkum zaměřil na zvýšení účinnosti jednotlivých léčiv a maximální zmírnění, ne-li 
kompletní potlačení nežádoucích účinků. Vhodná léčba je primárně volena podle základních kli-
nicko-patologických dia gnostických kritérií, jako je velikost nádoru, stupeň diferenciace a přítom-
nost či absence standardních markerů. Situaci však komplikuje variabilita mezi jednotlivými pa-
cienty spolu se značnou heterogenitou vlastního nádoru. Detailní charakterizace intratumorální 
heterogenity a získání spolehlivějších ukazatelů účinnosti léčiv by tak mělo vést k posílení perso-
nalizované terapie. Vývoj a výběr spolehlivých modelů tudíž představuje důležitou otázku ve vý-
zkumu zaměřeném na predikci citlivosti nádorových buněk k léčbě. Cíl: Práce shrnuje poznatky 
o testovacích systémech zaměřených na stanovení citlivosti či rezistence nádorových buněk k che-
moterapii a jejich zavádění do onkologické praxe od prvních dnes již historických pokusů až po sou-
časnost se snahou posoudit jejich uplatnění ve stávající klinické praxi či blízké budoucnosti. Značný 
důraz je kladen na porovnání 2D a 3D in vitro buněčných modelů, neboť jejich význam a popularita 
konstantně narůstá. Pozornost je též věnovaná systémům in vivo, které v poslední době zazname-
naly nemalý progres a jsou v rámci klinických studií testovány k predikci odpovědi na podávanou 
terapii. Závěr: Práce uvádí stručný přehled testů chemosenzitivity a hodnotí význam jednotlivých 
testů vzhledem k jejich zapojení do rozhodovacího procesu a stratifi kace pacientů s cílem prediko-
vat klinickou odpověď konkrétních pacientů a přispět tak k rozvoji cílené personalizované terapie.

Klíčová slova
techniky tkáňových kultur – individualizovaná medicína – screening léčiv – bio logické modely 
– nádorové buněčné linie – karcinom – cytotoxické testy

Summary
Background: Due to the irreplaceable role of chemotherapy in cancer treatment, research has 
focused on improving the effi  cacies of individual drugs and minimizing, or completely sup-
pressing, their negative side eff ects. Based on long-term experience and the results of clinical 
trials, the selection of appropriate treatment is currently based on classical clinical dia gnostic 
criteria, such as tumor size, grade, and the presence or absence of standard markers. However, 
complications arise due to variability between patients and tumor heterogeneity. Characteri-
zation of intratumoral heterogeneity and acquisition of more reliable drug performance indica-
tors should improve personalized therapy. Development and selection of suitable models are 
therefore important issues in cancer research focused on predicting sensitivity to therapy. Aim: 
This work provides an overview of various chemosensitivity tests that have been previously 
employed and those that are currently used. Great emphasis is placed on comparing 2D and 
3D cell culture models, since their importance and popularity are increasing. Particular atten-
tion is paid to in vivo systems, which have signifi cantly improved recently and are tested in 
clinical trials to predict responses to therapy. Conclusion: This work provides a brief overview of 
chemosensitivity tests, focusing on the importance of individual tests and their application in 
decision-making and patient stratifi cation to improve the clinical responses of patients and the 
development of targeted personalized therapy.

Key words
cell culture techniques – personalized medicine – drug screening – bio logical models – tumor 
cell lines – carcinoma – cytotoxicity assays
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Úvod

Za ideálních podmínek ošetřující lékař 
správně dia gnostikuje onemocnění 
a  nasadí vhodnou léčbu, která bere 
v potaz celkový zdravotní stav pacienta 
a je současně maximálně účinná, avšak 
pokud možno bez nežádoucích vedlej-
ších účinků (NÚ). V případě nádorových 
onemocnění je situace mnohem kom-
plikovanější, neboť rakovina je značně 
heterogenní onemocnění. Jinými slovy 
i v případě nádorů nacházejících se ve 
stejné tkáni nemusí být tatáž léčba vždy 
rovnocenně účinná. Kromě toho je stále 
častěji skloňován i  fenomén tzv. intra-
tumorální heterogenity. To znamená, že 
nádorová masa je tvořena buněčnými 
populacemi (klony), které se mohou vý-
znamně lišit v celé řadě vlastností vč. cit-
livosti k  podávané léčbě. Avšak i  přes 
tato úskalí jsou usilovně vyvíjeny testo-
vací systémy, které by umožnily účinně 
predikovat citlivost nádorů k  dostup-
ným léčebným modalitám a zefektivnily 
by tak vlastní terapeutický efekt za sou-
časného minimalizování pro organizmus 
mnohdy značně devastujících NÚ proti-
nádorové léčby.

Chemoterapie představuje jednu ze 
základních modalit při léčbě nádoro-
vých onemocnění. Jedná se o systémo-
vou terapii, při níž jsou podávána tzv. 
cytostatika, jejichž cílem je usmrtit ná-
dorové buňky. Připravují se nejčastěji 
synteticky, případně se jedná o  deri-
váty pocházející z rostlin či plísní. Cyto-
statika obecně zasahují do průběhu bu-
něčného cyklu a  brání dalšímu dělení 
buněk. Proto jsou k  nim velmi citlivé 
právě rychle se dělící nádorové buňky, 
případně buňky se sníženou schop-
ností opravovat poškozenou DNA. Je 
třeba si však uvědomit, že chemotera-
pie působí nespecifi cky a  účinky cyto-
statik se manifestují i vzhledem k fyzio-
logicky rychle se dělícím buňkám, a to je 
spojeno právě s řadou NÚ. Tato skuteč-
nost je jedním z hlavních důvodů neu-
tuchajícího výzkumného úsilí o  vývoj 
nových, selektivnějších a současně účin-
nějších léků. Nemalý úspěch zazname-
naly např. inhibitory tyrozinkináz in-
terferující s  významnými onkogenními 
signálními dráhami [1]. Renesanci v sou-
časné době zažívá imunoterapie, která je 
efektivní u  celého spektra nádorových 

onemocnění, a není tudíž omezena jen 
na specifi cké skupiny nádorů a  přede-
vším její účinnost je dlouhodobá  [2,3]. 
Dalším důležitým aspektem při léčbě 
nádorových onemocnění je možnost 
predikovat účinnost jednotlivých po-
tenciálně aplikovatelných léků a  zvolit 
tak pro daného pacienta co možná nej-
vhodnější, resp. nejúčinnější léčebný 
režim. První oficiální snahy v  tomto 
směru se datují již ke konci první polo-
viny 20. století, kdy byly vyvíjeny a zavá-
děny první in vitro testy [4]. Přestože se 
jedná o značně atraktivní aplikovaný vý-
zkum se zjevným praktickým uplatně-
ním, dosud nebyl vytvořen, schválen ani 
systematicky zaveden univerzální pro-
tokol umožňující personalizovanou pre-
dikci chemosenzitivity u  nádorových 
onemocnění.

Cílem této práce je shrnout poznatky 
o testovacích systémech založených na 
kultivaci nádorových buněk, příp. nádo-
rových xenotransplantátů umožňujících 
stanovení citlivosti/ rezistence nádoro-
vých onemocnění k  chemoterapii vč. 
snahy o jejich zavádění do onkologické 
praxe od prvních dnes již historických 
pokusů až po současnost a posoudit je-
jich uplatnění ve stávající klinické praxi 
či blízké budoucnosti.

Historie testování 

chemosenzitivity nádorových 

onemocnění 

Od 50. let minulého století byly vyvíjeny 
přístupy umožňující testování citlivosti 
lidských nádorových buněk k cytostati-
kům v podmínkách in vitro s cílem najít 
jednodušší alternativu k testům aktivity 
tehdy dostupných účinných látek prová-
děným především na hlodavcích. 

První pokus popsali Black a  Speer 
v roce 1954 [5]. Inkubovali řezy nádorové 
tkáně s cytostatiky a pozorovali inhibici 
metabolické aktivity buněk pomocí te-
trazoliové soli. V několika následujících 
desetiletích byla publikována řada studií 
srovnávajících na podobném principu 
vyvinuté in vitro testy (ať již buňky kul-
tivované v  monovrstvě, nebo tkáňové 
řezy) s  hodnocením citlivosti orgáno-
vých kultur in vivo s obecným cílem opti-
malizovat in vitro testy a přiblížit se stavu 
in vivo. Závěry mnoha z  nich však při-
pustily, že korelace výsledků není abso-

lutní, přičemž testy in vitro jsou zatíženy 
řadou negativních faktorů, které jsou 
evokovány izolací buněk z  původního 
mikroprostředí  [6,7] a promítají se i do 
hodnocení metabolické aktivity buněk 
kultivovaných in vitro. Z  metodických, 
tehdy zaváděných přístupů k testování 
životaschopnosti nádorových buněk se 
ujaly především ty, které byly založené 
na stanovení metabolické aktivity, jako 
je např. měření enzymatické aktivity suk-
cinát dehydrogenázy  [5], kyselé fosfa-
tázy [8,9] či založené na analýze inkorpo-
race radioaktivně značených prekurzorů 
3H-uridinu/ 3H-thymidinu během syn-
tézy nukleových kyselin [10–12] v krát-
kodobých buněčných kulturách. Další 
skupinu představují metody hodno-
tící viabilitu testovaných buněk na bázi 
membránové integrity pomocí selektiv-
ního barvení mrtvých buněk. Tyto však 
byly obecně vnímány jako přístupy pro-
dukující nepřesné výsledky a  v  porov-
nání s ostatními metodami byly hodno-
ceny spíše jako nevyhovující [13,14]. 

V roce 1977 Hamburger a Salmon [15] 
kultivovali nádorové buňky na měkkém 
agarovém médiu a  ke stanovení jejich 
chemosenzitivity použili test nazvaný 
HTCA (Human Tumor Colony Assay), 
který je založen na selektivním růstu ná-
dorových buněk na médiu umožňujícím 
vznik kolonií. Přibližně po 10–21 dnech 
kultivace jsou kultury ovlivněné cyto-
statiky a kontrolní kultura vzájemně po-
rovnány vzhledem k počtu vytvořených 
kolonií, z  čehož se následně vyvozuje 
účinek testované látky.

Kangas et al [16] a Sevin et al [17,18] 
navíc využili k  testování chemorezis-
tence in vitro měření hladiny adenozin 
trifosfátu (adenosine triphosphate – ATP) 
jako základního zdroje energie živých 
buněk, a  to pomocí bio luminiscence. 
Izolované buňky nádoru/ shluky buněk 
byly kultivovány na agarovém médiu 
a po 6–7 dnech byl ATP z buněk extraho-
ván, přidán komplex luciferin-luciferáza 
a hladina bio luminiscence byla měřena 
luminometrem.

Nejrozšířenější metodou stanovení cit-
livosti nádorových buněk in vitro se však 
stal tetrazoliový test (MTT test) [5,19,20] 
vycházející z původního konceptu a po-
stupně zdokonalovaný díky vývoji kulti-
vačních médií a laboratorního vybavení. 
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selhání protinádorové terapie [36]. Dal-
ším v dnešní době stále více skloňova-
ným požadavkem na vhodný buněčný 
model je možnost analýzy angiogeneze 
a schopnosti interagovat, resp. uniknout 
imunitnímu systému organizmu, ve kte-
rém se nádor vytvořil [3,35].

Třídimenzionální (3D) kultivační mo-
dely řadu výše zmíněných vlastností 
splňují a  představují tak atraktivní ná-
stavbu testování cytotoxicity i  efektiv-
nosti a bezpečnosti nových léčiv v 2D in 
vitro podmínkách, a v řadě aspektů do-
konce překonávají experimenty na zvíře-
cích modelech [37]. Zavedení 3D in vitro 
modelů tak jednoznačně vedlo k elimi-
naci málo účinných protinádorových 
léků a redukci počtu experimentů na zví-
řecích modelech [38–40].

3D buněčné kultury jsou pokusem o si-
mulaci prostředí tkání, ve kterých jsou 
buňky mezi sebou spojeny, interagují 
spolu a  reagují na podněty z okolí  [41]. 
Existuje celá řada variací 3D modelů. 
Dnes již klasickým a nejjednodušším 3D 
modelem jsou tzv. multicelulární sfé-
roidy (MCS), ve kterých se adherentní 
nádorové buňky shlukují do útvarů při-
pomínajících koule. Během přípravy 
sféroidů je možné využít syntetické 
buněčné lešení nebo přirozenou schop-
nost buněk produkovat extracelulární 
matrix (ECM). Pro vytvoření MCS jsou kri-
tické 3 etapy: 
1.  Vazba dlouhých řetězců ECM tvoří-

cích vlákna na integriny nacházející 
se na buněčném povrchu, což umožní 
přiblížení buněk rozptýlených v  sus-
penzi a  zajistí tvorbu agregátu. Bu-
něčné shlukování pak aktivuje expresi 
kadherinů. 

2.  Kadheriny jsou následně akumulo-
vány na buněčném povrchu. 

3.  Dochází k  vytvoření mezibuněčných 
homofi lických vazeb kadherin-kadhe-
rin, čímž vzniká MCS [42]. 

Důležitým krokem k vytvoření MCS je 
taktéž nutnost kultivovat buňky v pro-
středí, kde je adhezivita mezi buňkami 
silnější než přilnavost buněk k substrátu. 
Z  toho důvodu se využívají kultivační 
desky se speciálním nepřilnavým povr-
chem, případně se používá metoda vi-
sící kapky, agitační míchaní nebo elek-
tricky/ magneticky indukovaná tvorba 

trix (sponge-matrix) s cílem lépe simulo-
vat 3D prostředí in vivo [28,29].

Rotman et al v  roce 1988  [30] získali 
jemnou homogenizací nádoru shluky 
buněk (označené jako „micro-organs“), 
které vystavil fl uorescein-acetátu s cílem 
selektovat „živé“ shluky pomocí fluo-
rescence, tzv. fl uorescent cytoprinting. 
Ty následně imobilizoval na matrix z ce-
lulózových vláken impregnovaných 
kolagenem a  inkuboval 5–10  dní na 
ocelové destičce v Petriho misce s kulti-
vačním médiem spolu s přídavkem tes-
tovaného cytostatika. Následně byla 
vyvolána další fl uorescence a účinek cy-
tostatika byl hodnocen porovnáním hla-
din fluorescence před a  po vystavení 
shluků cytostatiku. Vescio  [31] vyvinul 
systém histokultury in vitro, tzv. HDRA 
(Histoculture Drug-response Assay), 
v níž byly kousky (1–2 mm) nádoru kul-
tivovány na gelu (native-state collagen-
-sponge gel) odvozeném od extracelu-
lární matrix prasečí kůže podporující 3D 
růst nádoru, který byl ponořen do kulti-
vačního média s cytostatiky v kultivační 
misce.

V současné době existuje řada mode-
lových systémů, které se mohou uplat-
nit nejen v rámci výzkumu zaměřeného 
na bio logii nádorové buňky, ale i prak-
ticky např. při screeningu nových léči-
vých přípravků. Na druhou stranu však 
úspěšnost potenciálních protinádoro-
vých léků, které se ukazovaly jako velmi 
slibné v rámci testování v in vitro 2D kul-
tivačních systémech, bývá v  klinické 
praxi jen okolo 5–10 % [32–34]. Využití 
zvířecích modelů, které obvykle předsta-
vuje navazující fázi v rámci preklinického 
testování, je naopak fi nančně i  časově 
značně náročné a navíc ani tyto mode-
lové systémy plně neodpovídají lidské 
fyziologii [35].

Tato skutečnost tedy nutí k vývoji mo-
delového systému, který by umožnil mo-
nitorovat buněčnou proliferaci a života-
schopnost (viabilitu) nádorových buněk 
a současně co možná nejvěrněji napo-
doboval situaci v  lidském těle. V  opti-
málním případě by pak měl současně 
umožňovat i monitorování migrace a in-
vazivity nádorových buněk do přileh-
lého okolí, neboť se jedná o významné 
parametry spojené s tvorbou metastáz, 
které představují jednu z hlavních příčin 

Izolované buňky nádoru jsou kultivo-
vány v  kultivačních deskách s  médiem 
obsahujícím cytostatikum o  různých 
koncentracích a přežívání buněk v tomto 
prostředí je hodnoceno na základě za-
chování jejich metabolické aktivity. Ta 
je hodnocena mírou schopnosti živých 
buněk redukovat žlutou rozpustnou te-
trazoliovou sůl, MTT (3-[4,5-dimethyla-
zol-2-yl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium 
bromid), pomocí mitochondriálních oxi-
doreduktáz na nerozpustný modrý for-
mazan  [21], který je následně rozpuš-
těn organickým rozpouštědlem [22,23]. 
Absorbance barevného produktu je ná-
sledně měřena fotometricky a hodnoty 
získané u  buněk kultivovaných s  tes-
tovaným cytostatikem jsou srovnány 
s hodnotami identické kontrolní kultury 
bez ovlivnění. Následně jsou sestrojeny 
křivky přežití a hodnocena inhibiční kon-
centrace (IC) nebo též efektivní koncen-
trace (EC) cytostatika. Tato metoda byla 
taktéž zavedena v Masarykově onkolo-
gickém ústavu v Brně s cílem konseku-
tivně testovat chemorezistenci u vzorků 
odebraných v rámci léčby u většiny on-
kologických dia gnóz  [24,25]. Výsledky 
však nebyly uspokojivé a i přes další op-
timalizace  [26] bylo rutinní testování 
v roce 2009 ukončeno.

Všechny dosud jmenované přístupy 
představují maximálně zjednodušené 
metody testování chemorezistence in 
vitro v  2D uspořádání, a  to v  podstatě 
až na úrovni jednotlivých separova-
ných buněk. Na druhou stranu je však 
třeba si uvědomit, že ve své jednodu-
chosti systém pomíjí vlastnosti nádo-
rové tkáně (komplexnost a  heteroge-
nitu) a 2D uspořádání se značně vzdaluje 
podmínkám in vivo, proto může dochá-
zet k nemalému zkreslení dat. Souběžně 
se tedy objevují první práce pokouše-
jící se kultivovat nádorové buňky v 3D 
uspořádání a  toto využít i  k  testování 
chemosenzitivity.

3D in vitro modely

Již na počátku 20. století popsal 
Carrel [27] úspěšné experimenty s tkáňo-
vými fragmenty dlouhodobě kultivova-
nými v podmínkách in vitro. V 50. letech 
pak Leighton provedl řadu in vitro stu-
dií, při nichž nádorové buňky nebo jejich 
shluky byly kultivovány na pórovité ma-
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ného cyklu, s čímž je spojena i rozdílná 
rychlost proliferace [48,49]. Rovněž do-
chází k vytvoření gradientu živin, růsto-
vých faktorů, léčiv, plynů a dalších meta-
bolických produktů a ke změnám v pH, 
které charakterizují nádor in vivo. Na-
opak buňky v 2D modelech jsou rovno-
měrně vystavené působení látek, živin, 
růstových faktorů a léčiv nacházejících se 
v kultivačním médiu (obr. 1). Napodobo-
vání této vlastnosti nádoru in vitro může 
mít ve svém důsledku nejen stimulační 
nebo inhibiční efekt na progresi nádoru, 
ale současně se může podílet i na účin-
nosti terapie a  odpovědi na ni  [37,50]. 
Navíc bylo prokázáno, že v  nádorové 
tkáni dochází vlivem hypoxie, hlado-

Společná kultivace nádorového 3D sfé-
roidu s  dalšími buňkami jiného typu 
(např. endoteliální buňky, fibroblasty 
apod.) umožňuje kopírovat vliv nádo-
rového mikroprostředí na progresi ná-
dorového onemocnění  [46]. Oproti ná-
dorovým buňkám majícím při kultivaci 
v  monovrstvě na Petriho misce plochý 
„rozprostřený“ tvar, vykazují buňky tvo-
řící sféroid morfologii, která mnohem 
věrněji kopíruje morfologii buněk uvnitř 
nádoru, ze kterého byly odvozeny [47]. 
Dále buňky kultivované v  monovrstvě 
proliferují v  podstatě rovnoměrně, za-
tímco vytvořením buněčného sféroidu 
dochází ke vzniku rozdílných zón tvoře-
ných buňkami v různých fázích buněč-

MCS  [43]. Na našem pracovišti se nej-
častěji používá metoda visící kapky – 
buňky se nanesou v kapce na víčko kulti-
vační nádoby a po jejím otočení vznikne 
kapka. Buňky zde nemají možnost při-
sednout k  povrchu a  vytvářejí MCS ve 
spodní části kapky na rozhraní kultivač-
ního média a vzduchu.

Další možností přípravy 3D kultur je 
využití trojrozměrných polymerních le-
šení. Nejčastěji se používají přírodní 
hydrogely, jako je Matrigel (gelová směs 
proteinů extracelulární matrix) nebo ko-
lagen, které současně simulují přirozené 
vytváření spojů mezi nádorovými buň-
kami a  ECM, která rovněž významně 
ovlivňuje buněčnou signalizaci  [44,45]. 

zóna proliferace
zóna „quiescence“

nekrotické
jádro

3D

bun ná monovrstva

Obr. 1. Schematické zobrazení rozdílů 2D a 3D kultivačních metod.

Nádorové buňky kultivované ve 2D podmínkách jsou přichyceny k plastovému podkladu, vykazují stejnou míru proliferace, jsou rov-
noměrně vystavené působení látek z vnějšího prostředí a interagují se sousedními buňkami pouze malou částí svého povrchu. Naopak 
buňky kultivované ve 3D kultivačních podmínkách vytváří několik zón dle schopnosti proliferovat – zónu proliferace, zónu quiescence 
a nekrotické jádro. Takto uspořádaným nádorovým buňkám je umožněno vytvářet mezibuněčné interakce a interagovat s okolním extra-
celulárním matrixem (ECM). Kultivace buněčného sféroidu rovněž simuluje vytvoření gradientu léčiv, růstových faktorů, plynů a dalších 
produktů metabolizmu. Různá míra hypoxie a hladovění se pak promítá ve zvýšené rezistenci k podávaným léčivům.
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které by byly reprodukovatelné, snadno 
proveditelné a přitom cenově dostupné. 
Jednou z  možností mohou být modi-
fi kace dříve používaných metod, např. 
analýza schopnosti nádorových buněk 
tvořit kolonie po expozici léčivu, která 
byla již úspěšně převedena do 3D for-
mátu a nyní je ve stavu vývoje plně au-
tomatizovaného systému [61]. Nedávno 
byla publikována studie, v  rámci které 
se podařilo připravit platformu pro jed-
noduché a současně kvantitativní testo-
vání chemosenzitivity buněk v  3D for-
mátu  [62]. Byla však pozorována různá 
míra úspěšnosti tvorby sféroidů pohy-
bující se v rozmezí 50–99 % [63].

Hlavním přínosem testů chemosenzi-
tivity je predikce citlivosti k plánované 
léčbě a s tím spojená selekce pacientů, 
kteří budou z  léčby profi tovat. Pěkným 
příkladem je tzv. CD-DST (Collagen gel 
Droplet-embedded culture Drug Sen-
sitivity Test), který byl vyvinut již před 
20 lety [64], avšak jeho přednosti v tes-
tování chemosenzitivity různých nádorů 
se využívají i v současnosti. CD-DST byl 
využit k  predikci rezistence pacientů 
s hepatocelulárním karcinomem k stan-
dardně podávané léčbě a  v  související 
klinické studii umožnil poměrně spo-
lehlivě stanovit, který z  pacientů bude 
z  adjuvantní chemoterapie skutečně 
profi tovat [65,66]. Jen v roce 2017 bylo 
publikováno hned několik prací, které se 
zabývaly aplikací CD-DST u dalších ma-
lignit, jako je karcinom dutiny ústní, plic 
nebo nádory trávicího traktu [65,67,68].

Predikce chemosenzitivity 

s využitím in vivo modelů

Historicky tento přístup vychází z tzv. xe-
nogenních (xenograftových) modelů, 
kdy je nádorová linie (většinou lidská) 
transplantována imunodefi citnímu xe-
nogennímu příjemci. Nejčastěji se jedná 
o  athymické Nu/ Nu myši (chybí brzlík, 
neprodukují T buňky) nebo SCID myši 
(severe combined immunodeficiency 
disease), které nesou autozomalně re-
cesivni mutaci SCID způsobujicí těžkou 
kombinovanou imunodefi cienci (chybí 
protilátková i T buněčna imunita) a hod-
nocena je obvykle dynamika nádoro-
vého růstu a parametry přežití. V součas-
nosti se při testování chemosenzitivity 
in vivo uplatňují zejména myší modely, 

se stále hlasitěji o  slovo hlásí příprava 
a  praktické využití primárních buněč-
ných linií (tzv. primokultur) získaných 
přímo od pacientů. Jednoznačně se 
jedná o krok směrem k rozvoji persona-
lizované medicíny. Kondo et al  [58] ve 
své studii úspěšně izolovali buňky z CRC 
od řady pacientů a připravili z nich 3D 
kultury in vitro, které věrně kopírovaly 
vlastnosti nádoru in vivo. Následně na 
3D sféroidech analyzovali chemosen-
zitivitu a  aktivaci signálních drah. Po-
dařilo se jim prokázat, že odpověď na 
terapii 5-fl uorouracilem (5-FU) je indivi-
duální. U  tří pacientů byl růst sféroidů 
inhibován už při koncentraci 0,1 μg/ ml, 
zatímco ve dvou případech ani koncent-
race 10 μg/ ml nebyla dostatečně účinná, 
aby docházelo k inhibici růstu sféroidů.

Vzhledem k  obrovskému přínosu 3D 
kultur je v současné době hlavní snahou 
ve výzkumu nových protinádorových 
léků plnohodnotné začlenění trojroz-
měrně kultivovaných nádorových orga-
noidů do preklinického „highthrough put“ 
screeningu léčiv. S tím úzce souvisí vývoj 
obecně platných postupů pro přípravu 
těchto 3D kultur, jejich management 
a  testování citlivosti k  léčbě, které musí 
být aplikovatelné napříč všemi světovými 
laboratořemi. Jednou z prvních vlaštovek 
by mohla být příprava uniformních re-
produkovatelných sféroidů v 384 jamko-
vém formátu pomocí metody visící kapky. 
Tato metoda je plně kompatibilní s  au-
tomatizovanými robotickými systémy 
běžně využívanými při velkokapacitním 
screeningu léčiv a byla nedávno úspěšně 
využita při testování citlivosti různých 3D 
kultur k 5-fl uorouracilu [59].

Významným aspektem souvisejícím 
se zdomácněním 3D kultur v aplikova-
ném výzkumu zaměřeném na testování 
účinnosti nových nebo již dříve použí-
vaných léčiv představuje po jejich zave-
dení a  optimalizaci také automatizace, 
jež by umožnila rutinní využití 3D kul-
tur v běžné praxi při výzkumu jednotli-
vých nádorových onemocnění. Jako ilu-
strativní příklad mohou sloužit nedávno 
vytvořené platformy pro studium bio-
logie nádorových kmenových buněk zís-
kaných z ascitu od pacientek s karcino-
mem vaječníku [60].

Nemalý význam je též kladen na vývoj 
metodik vedoucích k vytváření sféroidů, 

vění (z důvodu zhoršeného zásobování 
živinami) a sníženého pH k  indukci ex-
prese proteinů spojených s  rezistencí 
k chemoterapii, např. MRP1 (multidrug 
resistance protein) nebo LRP (lung resi-
stance-related protein) [51,52].

Rozdíly v  intenzitě proliferace spolu 
s  vytvořením gradientu v  distribuci lé-
čiva jsou hlavními důvody, proč jsou ná-
dorové buňky kultivované v 3D modelu 
zpravidla více rezistentní k chemoterapii 
v porovnání s týmiž buňkami kultivova-
nými v  monovrstvě  [53–55]. Příkladem 
může být:
1.  Dvojnásobné snížení citlivosti buněk 

melanomu kultivovaných v  3D pod-
mínkách vzhledem k působení NPrCAP 
(4N-acetyl-4S-cysteaminylfenol) [56].

2.  Snížení cytotoxického účinku pakli-
taxelu o 20–40 % u epiteliálních ova-
riálních buněk kultivovaných ve 3D 
modelu v porovnání s buňkami kulti-
vovanými ve 2D podmínkách [54].

3.  Významně snížená účinnost všech čtyř 
běžně používaných modalit při léčbě 
kolorektálního karcinomu (colorectal 
cancer – CRC) – melfalan, 5-fl uorou-
racil, oxaliplatina a irinotekan – u bu-
něčné linie HCT-116 odvozené od CRC, 
kultivované ve 3D sféroidech v porov-
nání s buňkami ve 2D kultivačním mo-
delu, u něhož byly tytéž látky výrazně 
efektivnější [55].

Klíčovou úlohu při odpovědi na tera-
pii hrají lokalizace a exprese buněčných 
povrchových receptorů spolu s buněč-
nými signálními drahami, jejichž akti-
vita se značně liší při porovnání 2D a 3D 
modelů, byť jsou tvořeny původně stej-
nými buňkami. To úzce souvisí se skuteč-
ností, že buňky kultivované ve 2D mo-
delech mohou být citlivější k podávané 
terapii, než je tomu ve skutečnosti [57]. 
Současně pak může nastat i opačná si-
tuace, kdy jsou k terapii senzitivní pouze 
buňky kultivované v 3D modelu s tím, že 
in vitro 2D model poskytuje falešně ne-
gativní výsledky.

Přestože testování chemosenzitivity, 
resp. chemorezistence založené na troj-
r ozměrných kultivacích teprve vstupuje 
do povědomí odborné veřejnosti a vět-
šina experimentů byla provedena pro-
zatím jen s  ustavenými nádorovými 
buněčnými liniemi, v  poslední době 
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vena buněčné suspenze, jež se následně 
aplikuje do další generace myší.

Další nemalou výhodou xenogenních 
myších modelů je možnost implantace 
nádorových buněk či tkání dvěma způ-
soby – ortotopicky nebo heterotopicky. 
Hlavními výhodami heterotopické im-
plantace je jednoduchost a snadné mo-
nitorování růstu nádoru, přičemž v pří-
padě solidních tumorů se většinou 
jedná o  subkutánní aplikaci, zatímco 
v  případě krevních malignit o  aplikaci 
intravenózní. Technicky mnohem ná-
ročnější je ortotopická implantace, při 
které se nádorové buňky vnášejí do stej-
ného typu tkáně, resp. orgánu, ze kte-
rého původně pocházejí. Tím se pro lid-
ské nádorové buňky vytváří přívětivější 
okolní mikroprostředí, které mnohem 
věrněji simuluje vnější nádorové milieu 
v lidském těle. U ortotopických implan-
tací je obvykle pozorována zvýšená inci-
dence metastáz, čehož lze využít k pre-
dikci účinnosti léčby metastatického 
onemocnění, příp. k identifi kaci buněč-
ných populací, resp. molekulárních bio-
markerů, které jsou s procesem vzniku 
metastáz asociovány  [70]. Xenogenní 
myší model lze případně vytvořit i z cir-

i  přímo využity v  rámci konceptu tzv. 
personalizované terapie. Zjednodušeně 
jsou nádorové buňky/ tkáně jednotli-
vých pacientů vneseny do vhodných 
imunodefi citních myší, kterým jsou ná-
sledně podávány protinádorové léčebné 
modality s  cílem vybrat co nejvhod-
nější lék, případně kombinaci vybraných 
léků. 

Metodicky jsou xenogenní myší mo-
dely připravovány vnesením malého 
kousku nádoru nebo buněčné sus-
penze získané z  krve pacienta či ex-
cizí nádorové tkáně. Při tomto procesu 
je bezpodmínečně nutná sterilita vná-
šené tkáně [69]. Nádorové buňky nebo 
kousky tkáně bývají často před vlastní 
injikací do myši smíchány s Matrigelem, 
který zefektivní růst xenogenního ná-
doru a přispívá k udržení původního fe-
notypu nádoru. Ze stejného důvodu bý-
vají nádorové buňky často koinjikovány 
s dalšími buňkami, např. endoteliálními, 
stromálními, fi broblasty apod. V případě 
malého množství vstupního materiálu je 
nádorový materiál implantován subku-
tánně do omezeného počtu myší. Jak-
mile jsou xenogenní nádory dostatečně 
veliké, jsou odebrány a je z nich připra-

které vykazují ještě vyšší stupeň imu-
nodefi cience v  porovnání s  klasickými 
xenogenními modely. Typickým pří-
kladem je kmen NOD (non-obese dia-
betic)/ SCID, u něhož nedochází k rozvoji 
diabetu, avšak myši vykazují sníženou 
aktivitu NK (natural killer) buněk a vro-
zené imunity vůbec, což až 10násobně 
zvyšuje toleranci vůči lidským hemato-
poetickým buňkám. Jiným příkladem je 
inbrední kmen nesoucí homozygotní 
mutaci IL2rg-/ - (interleukin-2  recep-
tor), která potlačuje tvorbu T  a  B lym-
focytů a brání vzniku NK buněk. Kříže-
ním těchto dvou kmenů vznikl hybridní 
kmen NOD/ SCID IL2rg-/ -, který svými 
vlastnostmi umožňuje a  zároveň vý-
znamně zvyšuje úspěšnost uchycení 
a  růstu nádorových buněk, a  dokonce 
i  dalších lidských tkání vč. kmeno-
vých a progenitorových buněk izolova-
ných z  pupečníkové krve nebo kostní 
dřeně. 

Imunodeficitní myši nesoucí lidské 
xenogenní nádory představují velice 
účinný nástroj v rámci preklinických stu-
dií zaměřených na screening potenciál-
ních léčiv a identifi kaci potenciálních te-
rapeutických cílů. Současně mohou být 

Obr. 2. Schematické zobrazení přípravy xenogenních myších modelů.

Kousky resekované nádorové tkáně mohou být přímo vneseny do imunodefi citních myší, častěji se však provádí homogenizace a získaná 
suspenze nádorových buněk je následně aplikována do imunodefi citních myší. Takto připravené xenogenní myší modely pak mohou 
sloužit buď k získání většího množství téměř identické nádorové masy vhodné pro další testování, nebo v případě dostatečného množ-
ství nádorového materiálu jsou přímo vystaveny působení příslušných chemoterapeutik s cílem monitorovat citlivost nádorových bu-
něk k testovaným léčebným modalitám.
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nové nádorové buňky, které se obecně 
mnohem méně dělí, a jsou tedy i mno-
hem méně citlivé k chemoterapii a ná-
sledně mohou být příčinou recidivy 
onemocnění.

V podstatě nejhorší prognóza je v on-
kologii spojena s  přítomností vzdále-
ných metastáz, které jsou také obvykle 
hlavní příčinou úmrtí na onkologická 
onemocnění. Při tvorbě metastáz do-
chází k transformaci epiteliálních buněk 
primárního nádoru na mezenchymální 
buňky, které vykazují mnohem agresiv-
nější fenotyp co do invazivity a schop-
nosti migrovat. Takto pozměněné buňky 
se mohou uvolnit do vaskulárního sys-
tému a volně cirkulovat v těle, současně 
se však tyto buňky nacházejí ve stavu 
dormance, neboť mají transientně po-
zastavený buněčný cyklus, což způso-
buje jejich rezistenci k systémově podá-
vaným cytostatikům. Po ukončení léčby 
pak může dojít k reaktivaci těchto buněk 
a  vytvoření sekundárního nádorového 
ložiska.

V kontextu výše uvedeného tedy ani 
funkční testování prováděné komple-
mentárně s  rutinním klinicko-patolo-
gickým vyšetřením a  dalšími sofisti-
kovanými molekulárně bio logickými 
metodami nemusí být dostatečné 
a  jasně naznačuje potřebu nových do-
stupných individualizovaných přístupů 
umožňujících komplexní vyšetření na 
úrovni jednotlivých pacientů.
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kulujících nádorových buněk pocháze-
jících z krve pacientů s nádorovým one-
mocněním. Předpokládá se, že cirkulující 
nádorové buňky se oddělily z  primár-
ních nádorových ložisek a  volně cirku-
lují ve vaskulárním systému, dokud se 
neuhnízdí na příhodném místě a neza-
čnou nekontrolovaně proliferovat, aby 
daly vzniknout sekundárnímu ložisku – 
metastázi. Takto připravené modelové 
xenogenní systémy pak mohou slou-
žit nejen k  testování chemosenzitivity, 
ale obecně i  ke studiu tumorigenicity 
a k molekulární charakterizaci cirkulují-
cích nádorových buněk. Zjednodušený 
postup přípravy xenogenních myších 
nádorových modelů je schematicky zná-
zorněn na obr. 2.

Závěr 

Vzrůstající množství nových, poměrně 
bezpečných protinádorových léků cíle-
ných proti specifickým signálním dra-
hám a procesům i na subcelulární úrovni 
dává naději, že v drtivé většině případů 
bude k  dispozici vhodný a  dostatečně 
účinný lék pro daného onkologického 
pacienta. V současné době kurativní on-
kologická terapie obecně vychází pře-
devším z  tradičních klinicko-patologic-
kých parametrů, jako je histologický typ 
a rozsah (staging) nádorového onemoc-
nění. Toto pak může být dle typu nádoru 
doplněno dalšími testy zaměřenými na 
vybrané molekulárně bio logické de-
terminanty a  genetickým vyšetřením 
umožňujícím detekci specifi ckých mu-
tací. Značně atraktivní možnost pak na-
bízí funkční testování, při kterém jsou 
buňky pocházející z  bio psie daného 
nádoru testovány ex vivo na citlivost 
k  potenciálním léčebným modalitám, 
přičemž ošetřující lékař pak může na zá-
kladě výsledku rozhodnout o vhodném 
a  co možná nejúčinnějším léčebném 
režimu.

Na druhou stranu je však třeba si uvě-
domit komplexitu nádorových onemoc-
nění, kdy se i  v  rámci jednoho nádoru 
můžeme setkat s výraznou heterogeni-
tou a  léčba aplikovaná vůči dominant-
nímu buněčnému klonu nemusí být 
vždy dostatečně účinná vzhledem k dal-
ším minoritním buněčným populacím, 
které se nacházejí v rámci jednoho ná-
doru. Je třeba také vzít v potaz tzv. kme-
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PŮVODNÍ PRÁCE

Kvalita života pa cientů s častými nádory 

dutiny ústní léčených pooperační brachyterapií 

s vysokým dávkovým příkonem pro těsné 

nebo pozitivní okraje

Quality of Life After High-dose Brachyther apy in Patients 
with Early Oral Carcinoma

Doležalová H.1, Blechová N.2, Petera J.3
1 Stomatologická klinika LF UK a FN Hradec Králové
2 Radiologická klinika LF UK a FN Hradec Králové
3 Klinika onkologie a radioterapie LF UK a FN Hradec Králové

Souhrn
Východiska: Prevalence karcinomů hlavy a krku v posledních dekádách stoupá, což představuje 
vážný sociální i medicínský problém. Retrospektivní hodnocení kvality života po léčbě brachy-
terapií s vysokým dávkovým příkonem (high-dose rate –  HDR) u pa cientů s časnými nádory 
dutiny ústní. Materiál a metody: Kvalita života byla hodnocena u 14 pa cientů léčených HDR 
brachyterapií pro časné nádory dutiny ústní (jazyk, spodina dutiny ústní) léčených na klinice 
Onkologie a radioterapie LF UK a FN Hradec Králové. Pro hodnocení byly použity dotazníky 
EORTC QLQ-C30 a EORTC QLQ-H&N 35. Hodnocení bylo provedeno 12 měsíců po léčbě. Všichni 
pa cienti podepsali před zařazením do studie informovaný souhlas. Dotazníky pa cienti vypl-
ňovali samostatně, bez asistence zdravotnického personálu. Výsledky: Celkový zdravotní stav 
podle EORTC QLQ-C30 byl hodnocen 70 body. Nejzávažnějšími symp tomy byly únava, nespa-
vost, ztráta chuti k jídlu, dušnost a fi nanční problémy. EORTC QLQ-H&N 35 identifi koval jako 
hlavní problémy přibírání na váze, kašel, bolest, lepkavé sliny a problémy s jídlem ve společ-
nosti. Naopak ztráta na váze, porucha řeči, otvírání úst, polykání a senzorické obtíže hrály ne-
významnou roli. Závěr: HDR brachyterapie představuje efektivní metodu léčby časných nádorů 
dutiny ústní s uspokojivou kvalitou života. Bylo by prospěšné iniciovat prospektivní multicent-
rické multidisciplinární studie zaměřené na kvalitu života pa cientů s nádory hlavy a krku, kteří 
jsou léčeni různými způsoby léčby, a pak provést jejich porovnání.
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nádory dutiny ústní –  brachyterapie –  kvalita života
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Východiska

Chirurgická léčba, brachyterapie (BRT) 
a  zevní ozařování (external-beam 
radiother apy  –  EBRT) jsou standardně 
užívané metody léčby časných karci-
nomů dutiny ústní (cT1-2cN0M0). Sa-
mostatná chirurgická léčba je v případě 
těsných resekčních okrajů (< 5 mm), v pří-
tomnosti lymfovaskulární či perineu-
rální invaze, u  špatně diferencovaných 

nádorů a  u  nádorů s  tloušťkou  >  5 mm 
provázena vyšším rizikem recidiv a hor-
ším přežitím. V  těchto případech je do-
poručována pooperační radioterapie [1]. 
EBRT má řadu akutních i  pozdních ne-
žádoucích účinků  –  mukositida, dysfa-
gie, fibróza krku, xerostomie, osterora-
dionekróza. Výhodou BRT je dopravení 
vysoké dávky v  krátkém čase cíleně do 
oblasti nádoru a  signifikantní redukce 
objemu ozářených zdravých tkání. BRT 
může být použita jako samostatná lé-
čebná metoda namísto chirurgické léčby 
nebo jako pooperační ozáření u pa cientů 
s  nízkým rizikem relapsu v  krčních uzli-
nách místo EBRT  [2]. Pooperační radio-
terapie umožňuje redukovat rozsah chi-
rurgického výkonu se zachováním lokální 
kontroly v případě nepříznivých prognos-
tických faktorů a snížit výskyt postradiač-
ních komplikací oproti EBRT. Kombinace 
operace a BRT zlepšuje kontrolu nádoru 

v  porovnání s  BRT samotnou, zvláště 
v  případě větších nádorů  [3]. Většina 
zkušeností s  BRT byla založena na ma-
nuálním zavádění radioaktivních zdrojů 
s nízkým dávkovým příkonem (low-dose 
rate –  LDR) BRT. Od 90. let minulého sto-
letí je LDR BRT nahrazována především 
s ohledem na vyšší radiační bezpečnost 
automatickými přístroji pro BRT s vyso-
kým dávkovým příkonem (high-dose 
rate –  HDR) BRT. Při LDR BRT se používá 
kontinuální ozařování, při HDR BRT se 
celková dávka dělí na jednotlivé frakce. 
Klinické zkušenosti s HDR BRT jsou stále 
ještě limitované. 

V současné onkologii se při hodnocení 
efektu léčby bere v  úvahu nejen kon-
trola nádorového onemocnění a akutní 
a pozdní komplikace, ale také její dopad 
na kvalitu života pa cientů.

V roce 2015 jsme publikovali naše vý-
sledky pooperační HDR BRT u pa cientů 

Summary
Background: The prevalence of head and neck tumors has continually increased over the past decades , which is a serious medical and social pro-
blem. This study retrospectively assessed the quality of life of patients with early-stage oral cavity tumors after high-dose rate (HDR) brachyther-
apy. Material and Methods: Quality of life was evaluated in 14 patients with early-onset oral cavity tumors who underwent HDR brachyther apy 
at the Department of Oncology and Radiother apy, University Hospital Hradec Kralove. The standardized EORTC QLQ-C30 and EORTC QLQ-H&N 
35 questionnaires were used. Patients completed these questionnaires at 12 months after treatment.  Results: The general health status was sco-
red 70 points us ing the EORTC QLQ-C30 questionnaire. Fatigue, insomnia, loss of appetite, dyspnea, and fi nancial problems were the most severe 
problems reported. The main problems identifi ed by the EORTC QLQ-H&N 35 questionnaire were weight gain, coughing, pain, sticky saliva, and 
diffi  culties eat ing in public . On the contrary, patients did not signifi cantly suff er weight loss, speech impairments, diffi  culties in mouth open ing 
or swallowing, or sensory problems.  Conclusion: HDR brachyther apy is an eff ective treatment for early oral cancer that leaves patients with an 
acceptable quality of life. A prospective, multicentric study focused on the quality of life of patients with head and neck tumors is required.

Key worlds
oral cancer –  brachyther apy –  quality of life

Tab. 1. Charakteristiky pacientů.

Parametry N/rozmezí

lokalizace

jazyk
spodina dutiny ústní

29
1

pohlaví

muž
žena

15
15

věk

medián 60 (43–74)

staging

T1N0M0
T2N0M0
T3N0M0

22
7
1

grading

1
2
3

10
17
3

hloubka invaze (mm)

medián 4 (1–20)

resekční okraje

těsné (< 3 mm)
R1
R2

7
21
2

elektivní krční disekce 12

70

80

86

83

80

74

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

celkový zdravotní stav

fyzická funkčnost

výkon a plnění rolí

emoční funkčnost

kognitivní funkčnost

sociální fungování

Graf 1. Funkční stupnice a celkový – EORTC QLQ-C30 verze 3.0.
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s časnými nádory dutiny ústní léčených 
v  období 2002– 2013  [4]. Cílem tohoto 
sdělení je zhodnocení aktuální kvality ži-
vota těchto pa cientů. 

Materiál a metody

V období 2002– 2013 podstoupilo samo-
statnou pooperační HDR BRT bez EBRT 
na naší klinice celkem 30 pa cientů. Cha-
rakteristika pa cientů je uvedena v tab. 1. 
HDR BRT byla provedena technikou 
plastických trubiček. Dávková distribuce 
byla do roku 2004  kalkulována pláno-
vacím systémem Abacus (Nordion, Ger-
many), poté systémem Brachyvision 
(Varian, Spojené státy) na základě CT 
snímků. Všichni pa cienti obdrželi dávku 
18 × 3 Gy 2× denně. Pa cienti byli kont-
rolování první 2 měsíce každých 14 dní, 
poté každé 3 měsíce po dobu 3 let a poz-
ději v 6měsíčních intervalech. Součástí 
vyšetření byla anamnéza, klinické vy-

29

5

17

17

21

21

14

2

14

0 10 20 30 40

únava

nauzea a zvracení

bolest

dušnost

nespavost

nechutenství

zácpa

průjem

finanční problémy

Graf 2. Symptomatické stupnice – EORTC QLQ-C30 verze 3.0.

Tab. 2. Porovnání kvality života EORTC QLQ-C30 u HDR 

a LDR brachyterapie.

HDR 

terapie

LDR 

terapie

celkový zdravotní stav 70 74

Funkční škály

sociální fungování 74 90

kognitivní funkčnost 80 86

emoční funkčnost 83 94

výkon a plnění rolí 86 96

fyzická funkčnost 80 93

Symptomatické škály

únava 29 21

nauzea a zvracení 8 1

bolest 17 11

nechutenství 21 0

průjem 2 8

zácpa 14 8

fi nanční problémy 14 5

dušnost 17 8

HDR – brachyterapie s vysokým dávkovým příkonem, 
LDR – brachyterapie s nízkým dávkovým příkonem

Tab. 3. Porovnání kvality života EORTC QLQ-H&N u HDR 

a LDR brachyterapie.

HDR 

terapie

LDR 

terapie

přibírání na váze 43 47

doplňky stravy 14 16

otevírání úst 0 8

kašel 29 12

problémy v sexuální oblasti 21 28

sucho v ústech 19 25

lepkavé sliny 26 15

analgetika 24 16

bolest 29 5

ztráta váhy 12 6

problémy při jídle ve společnosti 25 5

problémy ve společenském kontaktu 12 7

problémy se zuby 14 19

problémy s řečí 10 10

smyslové problémy 7 4

polykání 7 2

výživová sonda 15 16

pocit nemoci 24 12

HDR – brachyterapie s vysokým dávkovým příkonem, 
LDR – brachyterapie s nízkým dávkovým příkonem
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Výsledky dotazníku EORTC QLQ-H&N 
35 jsou obsaženy v grafu 3. Nejvyšší míra 
obtíží byla zaznamenána u přibírání na 
váze, kašle, bolesti, lepkavých slin a pro-
blémech při jídle ve společnosti. Nej-
menší obtíže byly s  hubnutím, řečí, 
smyslovými problémy, polykáním a ot-
víráním úst.

Diskuze

Cílem onkologické léčby není jen zá-
chrana života pa cienta, ale jeho vylé-
čení se zachováním maximální kvality 
života. V ně kte rých situacích se v onko-
logické léčbě nabízejí různé metody se 
srovnatelnou pravděpodobností kon-
troly nádoru, ale lišící se spektrem ve-
dlejších účinků  [5]. K  vyhodnocení je-
jich dopadu na kvalitu života pa cientů 
byly vypracovány parametrické dotaz-
níky kvality života, jako je obecný EORTC 
QLQ-C30 a na nádory ORL oblasti zamě-
řený dotazník EORTC QLQ-H&N35.

V naší práci jsme se zaměřili na hodno-
cení kvality života u pa cientů léčených 
HDR BRT pro nádory dutiny ústní. Jedná 
se o  první krok v  tomto směru a  naše 
studie má podstatné limitace. Je to ze-
jména absence hodnocení kvality ži-
vota pa cientů před léčbou, malý soubor 
pa cientů, nemožnost porovnání kvality 
života pa cientů léčených HDR BRT, chi-
rurgickou léčbou a zevním ozařováním. 
Na druhé straně se jedná o první pokus 
hodnocení kvality života u pa cientů lé-
čených HDR BRT, protože neexistuje po-
dobná studie a publikace hodnotící kva-
litu života po chirurgické léčbě a zevní 
radioterapii se teprve začínají objevovat.

Existuje pouze jediná publikace zabý-
vající se kvalitou života u pa cientů léče-
ných BRT pro nádory dutiny ústní a jedná 
se o LDR BRT  [6]. Hodnocení bylo pro-
vedeno 12 měsíců po léčbě. Porovnání 
výsledků QLQ-C30  a  QLQ-H&N35  pre-
zentují tab.  2  a  3. Celkový zdravotní 
stav dle EORTC QLQ-C30 je srovnatelný 
(70 u HDR BRT vs. 74 u LDR BRT). Pouhé 
numerické porovnání funkčních a symp-
tomatických stupnic svědčí pro vyšší 
kvalitu života pa cientů po LDR BRT, což 
vyznívá ve prospěch teorie o  vyšší to-
xicitě HDR BRT [7], ačkoliv dle publiko-
vaných studií je riziko závažných pozd-
ních komplikací srovnatelné (nekróza 
měkkých tkání, osteoradionekróza)  [8]. 

Microsoft Offi  ce Excel 2011. Odpovědi 
jsou hodnoceny pomocí stupnic s  roz-
mezím 0– 100. Čím je větší hodnota u cel-
kového zdravotního stavu, tím je lepší 
kvalita života. U  funkčních znaků zna-
mená vyšší hodnota lepší úroveň fungo-
vání. Naopak u příznaků znamená vyšší 
hodnota výraznější příznaky.

Výsledky

Výsledky hodnocení dotazníků EORTC 
QLQ-C30  verze 3.0  jsou prezentovány 
v grafech 1 a 2. Pruhový graf 1 znázor-
ňuje výsledky hodnocení celkového 
stavu a  funkcí, graf 2 ukazuje výsledky 
hodnocení symp tomů. Celkový stav do-
sahoval v  průměru 70  bodů. Nejlépe 
byla hodnocena oblast výkonu a plnění 
rolí, nejhůř oblast sociálního fungování. 
Nejčastěji se vyskytujícím symp tomem 
byla únava, následovaná nespavostí 
a nechutenstvím, dušností a bolestí, fi -
nančními problémy a zácpou. Nejméně 
častými problémy byla nauzea se zvra-
cením a průjem.

šetření, ultrazvuk krku a  1× ročně RTG 
plic. V případě lokální nebo uzlinové re-
cidivy byl jako záchranná léčba použit 
chirurgický výkon doplněný zevním ozá-
řením. Medián sledování byl 64 měsíců 
(30– 169). Pravděpodobnost 5leté lokální 
kontroly, kontroly v  krčních uzlinách, 
přežití bez známek onemocnění, přežití 
bez známek onemocnění po záchranné 
léčbě a celkového přežití byla 85,4; 69,2, 
65,4; 75,6 a 73 %.

Hodnocení kvality života bylo prove-
deno u  14  pa cientů z  18, u  kterých se 
nevyskytla žádná recidiva. Pa cienti po-
depsali informovaný souhlas s  hodno-
cením. Zbývající 4 pa cient byli sledováni 
na spádových onkologických nebo sto-
matologických odděleních a nepodařilo 
se zajistit vyplnění dotazníků. Data pro 
měření kvality života byla sbírána po-
mocí dotazníků EORTC QLQ-C30  verze 
3.0 a EORTC QLQ-H&N 35. Minimální od-
stup hodnocení od léčby byl 30 měsíců.

Data získaná z  dotazníků byla za-
znamenána a  zpracována v  programu 
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nější léčbu s vyšším dopadem na kvalitu 
života pa cientů.

Závěr

Hodnocení dotazníků kvality života se 
stává důležitým nástrojem při hodno-
cení efektivnosti různých léčebných 
metod. Naše první předběžné výsledky 
mohou být podkladem pro hypotézu, 
že HDR BRT umožňuje efektivní léčbu 
nádorů dutiny ústní, byť patrně s mírně 
horší kvalitou života, než poskytuje LDR 
BRT.

Bylo by žádoucí iniciovat prospektivní 
multicentrické multidisciplinární stu-
die zaměřené na kvalitu života pa cientů 
s nádory hlavy a krku 
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Musíme však mít na paměti, že porovná-
váme malé soubory s rozdílnou dobou 
hodnocení od léčby a s různými poten-
ciálními komorbiditami a absence hod-
nocení kvality života našich pa cientů 
před léčbou neumožňuje posoudit, do 
jaké míry BRT ovlivnila vstupní kvalitu ži-
vota. Je nutné zdůraznit nápadně nízké 
ovlivnění otvírání úst, řečí, polykání 
a stavu zubů jak HDR, tak LDR BRT.

V porovnání s chirurgickou léčbou do-
padají pa cienti v  našem souboru lépe 
jak v hodnocení funkčních škál a celko-
vého zdravotního stavu, tak v  hodno-
cení symp tomatických škál dle QLQ-C30
a  QLQ-H&N35  [9] a  totéž platí pro po-
rovnání našeho souboru s pa cienty léče-
nými kombinací zevního ozáření a ope-
race  [10]. Nicméně toto pozorování je 
nutné vnímat s  velkou rezervou, pro-
tože hodnocené soubory se liší slože-
ním pa cientů, především zastoupením 
stadií nádoru, kdy časné tumory před-
stavují jen část hodnoceného souboru 
a  pokročilejší stadia vyžadují agresiv-
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MAPK/ ERK signal pathway alterations 

in patients with Langerhans Cell Histiocytosis

Změny v signální dráze MAPK/ ERK u pacientů s histiocytózou 
Langerhansových buněk
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Summary
Background: Clinical outcomes of Langerhans cell histiocytosis (LCH) are highly variable. It has 
been suggested that mitogen-activated protein kinase (MAPK)/ extracellular signal-regulated 
kinases (ERK) signaling pathway might be activated in LCH patients. Materials and Methods: We 
investigated KRAS, BRAF and NRAS mutations in patients with LCH by qPCR. Results: Eight adult 
patients with LCH were treated at the National Cancer Institute, Kiev, Ukraine. Five patients 
received chemo plus radiation therapy and three patients received only chemotherapy, resp. 
(p < 0.05). All patients received LCH–I study protocol, six cycles in average. A BRAF c.1799T > A, 
p. V600E mutation was detected in 25% (2/ 8) of cases – 1 patient had an early relapse in 6 mon-
ths, and 1 patient – stable disease. We did not fi nd any BRAF, KRAS or NRAS mutations in three 
patients with late relapses (in 15, 24 and 46 months). Notably, KRAS mutations were not revea-
led in any LCH samples. The NRAS c.182A > G, p. Q61R mutation was found in two cases – one 
patient had LCH transformed to Hodgkin’s lymphoma, one patient had a refractory disease. 
Time to relapse rate (TTR) in patients with and without BRAF V600E gene mutation was 13 vs. 
28 months, resp. (p < 0.05). TTR was 31.3 vs. 6.41 months in patients with absence and pre-
sence of NRAS mutation, p < 0.05. Multivariate analysis showed the presence of NRAS Q61R 
mutation was associated with poor event-free survival in LCH patients with HR of 6.1 (95% CI 
0.2–12.6; p = 0.008). Conclusion: BRAF and NRAS mutations in LCH suggest a possibility of the 
disease being driven by the activation of the MAPK/ ERK pathway. These oncogenic mutations 
provide new opportunities in understanding LCH pathogenesis and may be a potential target 
of therapy.
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Langerhans cell histiocytosis – mutations – prognostic factors – relapse – survival
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Introduction

Langerhans cell histiocytosis (LCH) is 
a  rare myeloproliferative disorder of 
unknown etiopathogenesis. Based on 
modern research, LCH is a disease of the 
immune system with an abnormal im-
mune response, leading to the prolifera-
tion of Langerhans cells, eosinophilic in-
fi ltration, granuloma formation, fi brosis, 
osteolytic lesions, etc.

The age-adjusted incidence rate 
of LCH is 3–5  cases in children and 
1–2  cases in adults per 1,000,000  per 
year, with the incidence rate higher in 
men than in women. The sex ratio (m : f )
is 2 : 1.

Clinical symptoms in LCH patients are 
very diff erent – from isolated bone lesions 
to multisystem disease, with outcomes 
ranging from spontaneous remission to 
progression during therapy. In addition, 
symptoms of LCH vary depending on the 
organ or system involved. Rapid progre-
ssive forms are often seen in children and 
usually not observed in adults [1].

Regardless to similarities in histolo-
gical features between LCH lesions, cli-
nical outcomes are highly variable and 
range from isolated skin or bone disease 
to highly aggressive subtypes with life-
-threatening multisystem lesions, which 
require intensive chemotherapy.

There are diff erent types of LCH (strati-
fi cation of LCH): 
1.  multisystem LCH (MS-LCH) – with or 

without the involvement of ‘’risk 
organs”;

2.  single system LCH (SS-LCH) – unifocal 
or multifocal lesions;

3.  single system LCH (SS-LCH) – with 
“special site” lesions

There are no universal guidelines for 
the dia gnosis and treatment of adult 
LCH patients. The largest number of pa-
tients was analyzed in a  retrospective 
pooled analysis from several national 
registries  [2,3]. In general, physicians 
should have an option to choose the 
course of chemotherapy treatment de-
pending on the stratifi cation of LCH and 
presence of genetic mutations.

The benign morphology of LCH proli-
ferating cells and their characteristic in-
fl ammatory infi ltrates suggest that LCH 
may be an inflammatory disorder  [4]. 
Dysregulated expression of infl amma-
tory cytokines, such as interleukin-17A, 
has been reported  [5]. However, the 
pathologic Langerhans cells in LCH are 
clonal  [6]. Although clonality is an im-
portant feature of neoplasia, recurrent 
genomic abnormalities will be required 
to demonstrate that LCH is a neoplasm; 
until now, none of them have been 
reported [7].

It is known that the mitogen-activa-
ted protein kinase (MAPK) pathway is 
constantly activated in LCH. Mutations 
of the downstream kinases BRAF and 
MAP2K1 mediate this activation in a sub-
set of LCH lesions. The most common mis -
sense mutation of BRAF (mainly V600E) 
contributes to the incidence of various 

types of cancer, including LCH. BRAF 
gene located on chromosome 7q34 en-
codes a  cytoplasmic serine-threonine 
kinase. This mutated BRAF protein con-
stitutively activates the MAPK signaling 
pathway, which results in increased cell 
proliferation, apoptosis resistance and 
tumor progression [8,9].

Specifi c inhibition of BRAF signaling is 
eff ective in blocking proliferation of me-
lanoma cells that have additional ge-
nomic abnormalities. Recent identifi ca-
tion of cancer-associated mutation BRAF 
V600E in LCH cases provided molecu-
lar evidence of the neoplastic nature of 
LCH  [10]. Initially BRAF was discovered 
in other types of cancer; additionally, it 
was found in LCH. Based on such data, 
it is possible to suggest that melanoma 
treatment approaches can be used for 
LCH treatment taking in consideration 
the expression of this gene  [11]. BRAF 
mutations are usually found in tumors 
that have wild-type KRAS and NRAS, KIT, 
and other driver mutations.

Initially, LCH was considered as 
a  disorder of immune regulation. Acti-
vating mutations in the proto-oncogene 
BRAF-V600E were reported in approxi-
mately 50–60% of cases; mitogen-acti-
vated protein kinase (MEK) and extra-
cellular signal-related pathway (ERK) 
phosphorylation was reported in 100% 
of these cases. These data allow to relate 
LCH to a  dendritic cell neoplasm with 
a strong infl ammatory component. Cu-
rrent international LCH trials are focused 

Souhrn
Úvod: Klinické výstupy histiocytózy Langerhansových buněk (Langerhans cell histiocytosis – LCH) jsou vysoce variabilní. Bylo navrženo, že u pa-
cientů s LCH může být aktivována signální dráha proteinkinázy aktivované mitogenem (MAPK)/ extracelulární signální regulační kinázy (ERK). 
Materiál a metody: Vyšetřili jsme mutace KRAS, BRAF a NRAS u pacientů s LCH pomocí metody kvantitativní polymerázové řetězové reakce. 
Výsledky: Osm dospělých pacientů s LCH bylo léčeno v Národním onkologickém institutu v Kyjevě na Ukrajině. Pět pacientů dostalo chemotera-
pii plus radiační terapii a tři pacienti dostali pouze chemoterapii (p < 0,05). Všichni pacienti dostávali studijní protokol LCH-I, v průměru šest cyklů. 
BRAF c.1799T> A, mutace V600E byla detekována u 25 % (2/ 8) případů – jeden pacient měl časný relaps po 6 měsících a jeden pacient stabilní 
onemocnění. U tří pacientů s pozdními relapsy (v 15, 24 a 46 měsících) jsme nenašli mutace BRAF, KRAS ani NRAS. Je zajímavé, že mutace KRAS 
nebyly odhaleny u žádných vzorků LCH. NRAS c.182A> G, mutace Q61R byla nalezena ve dvou případech – jeden pacient měl LCH transformo-
vaný na Hodgkinův lymfom, jeden pacient měl refrakterní onemocnění. Doba relapsu (time to relapse rate – TTR) u pacientů s mutací genu BRAF 
V600E a bez mutace byla 13 oproti 28 měsícům, resp. p < 0,05. TTR byl 31,3 oproti 6,41 měsícům u pacientů s absencí a přítomností mutace NRAS, 
p < 0,05. Multivariační analýza ukázala, že přítomnost NRAS Q61R mutace byla spojena se špatným přežíváním bez příhody u pacientů s LCH s HR 
6,1 (95% CI 0,2–12,6; p = 0,008). Závěr: Mutace BRAF a NRAS u LCH naznačují možnost, že onemocnění je řízeno aktivací cesty MAPK/ERK. Tyto 
onkogenní mutace poskytují nové možnosti v porozumění patogenezi LCH a mohou se stát potenciální cílovou terapií.

Klíčová slova
histiocytóza Langerhansových buněk – mutace – prognostické faktory – relaps – přežití 
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Germany). Primers and probes were spe-
cially engineered to determine KRAS 
tumor genotype (7  mutations located 
within codons 12 (6) and 13 (1)) by the 
multiplexed qPCR. Sequences of pri-
mers were experimentally selected with 
Primer Express Software v3.0  (Applied 
Biosystems, USA) and synthesized by 
Applied Biosystems, USA. All primer and 
probe sequences are listed in Tab. 1.

For KRAS mutation analysis, primers 
and TaqMan probes were used at 20 μM 
and 5 μM concentrations, resp. TaqMan 
Universal PCR Master Mix (Applied Bio-
systems, USA). Common primer A, mu-
tation-specifi c primer and probe 1 were 
used for KRAS G12V, G12D, G12A, K13A 
mutation analysis, common primer B, 
mutation-specific primer and probe  2 
were used for KRAS G12C, G1S, G12R 
mutation analysis; 5–10  ng of DNA 
were used to prepare the reaction mix-

tute, Kiev, Ukraine. Altogether, 8 patients 
with LCH (6  males and 2  females; me-
dian age – 25, age range – 21–55) were 
included in this study. The dia gnosis 
was based on clinical symptoms and im-
munohistochemistry results (CD1a+ or 
CD207+ and S-100+).

The study was approved by the institu-
tional ethics committee review board at 
the National Cancer Institute of Ukraine.

Quantitative real-time PCR

All bio material was obtained before 
treatment. Fresh tumor samples for 
quantitative polymerase chain reaction 
(qPCR) analysis were stored in ’RNA-later’ 
(Ambio n, USA) to stabilize nucleic acids.

DNA was extracted from formalin-fi -
xed, paraffin-embedded tissues after 
histological control. Genomic DNA 
from tumor samples was isolated using 
NucleoSpin Tissue Kit (Macherey-Nagel, 

on further improving the outcome of pa-
tients with high-risk multisystem LCH, by 
de creasing the reactivation rate, optimi-
zing early salvage regimens and preven-
ting late complications. 

Somatic mutations in ARAF and MAP2K1
were recently discovered; these muta-
tions lead to activation of the RAS-RAF-
-MEK-ERK pathway in the setting of wild-
-type BRAF. It was also found that the 
activation of mutation in MAP2K1 is rela-
tively insensitive to MEK inhibitors. This 
suggests that a  more detailed under-
standing of this pathway in LCH may be 
necessary for the development of more 
effi  cient targeted therapies [12].

Materials and Methods

We performed the study from February 
1, 2009 to March 31, 2017 on bio psy sam -
ples received at the Department of On-
cohematology of National Cancer Insti-

Tab. 1. Primer and probe sequences for analysis of qPCR mutations.

Target Primer Sequence

KRAS common primer A GTA CTG GTG GAG TAT TTG ATG TGT ATT AAC C

probe 1 VIC-CTA CCA CAA GTT TAT ATT CAG TCA TTT TCA-TAMRA

G12V TAT CGT CAA GGC ACT CTT GCC TAC GCC TA

G12D TAT CGT CAA GGC ACT CTT GCC TAC GCC TT

G12A TAT CGT CAA GGC ACT CTT GCC TAC GCC TG

K13A CGT GTA TCG TCA AGG CACTCTTGC CTA CCT

common primer B CTC ATG AAA ATG GTC AGA GAA ACC TTT ATC

Probe-2 6-FAM-CAA GAG TGC CTT GAC GAT ACA GCT A-TAMRA

G12C CTG AAT ATA AAC TTG TGG TAG TTG GAG CAT

G12S CTG AAT ATA AAC TTG TGG TAG TTG GAG CCA

G12R CTG AAT ATA AAC TTG TGG TAG TTG GAG CCC

β-actin forward TCA CCC ACA CTG TGC CCA TCT ACG A

reverse CAG CGG AAC CGC TCA TTG CCA ATG G

probe FAM-ATG CCC TCC CCC ATG CCA TCC TGC GT

BRAF forward CTG TTT TCC TTT ACT TAC TAC ACC TCA GAT

reverse (mutant V600E) CCC ACT CCA TCG AGA TTT CT

reverse (reference) CAA CTG TTC AAA CTG ATG GG

probe FAM-CAC AGT AAA AAT AGG TGA T-MGB

CYP17 forward CCC TAG AGT TGC CAC AGC

reverse GGT AAG CAG CAA GAG AGC

probe VIC-CTG TCT ATC TTG CCT GCC-MGB

qPCR – quantitative polymerase chain reaction
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ture in a total volume of 25 μl. A total of 
55  cycles of qPCR (95°C – 42  seconds, 
60°C – 42  sec and 72°C – 52  sec) were 
run on 7,300/ 7,500 Real-Time PCR Sys-
tems (Applied Biosystems, USA). This 
assay uses six primers, two common pri-
mers, two TaqMan probes for seven dif-
ferent KRAS mutations. qPCR for an inner 
control β-actin was performed for each 
sample.

For BRAF mutation analysis qPCR re-
ference PCR was performed in a 25 mkl  
reaction volume with 1 mkl TaqMan Uni-
versal Master Mix (Applied Biosystems, 
USA), 900  nmol/ L of each BRAF muta-
tion-unspecific primer, 100  nmol/ L of 
the BRAF probe, 112.5 nmol/ L of each in-
ternal control primer, 25 nmol/ L of the 
internal control probe, and 5–10 ng of 
DNA of varying concentrations. Allele-
-specific PCRs were performed accor-
ding to the same protocol but using 
a concentration of 450 nmol/ L of allele-
-specifi c primer [13]. All real-time PCRs 
were performed on 7,300/ 7,500  Real-
-Time PCR Systems (Applied Biosystems, 
USA) under the following thermocyc-
ling conditions – 95°C for 10  min, fol-
lowed by 50  cycles of 90°C for 15  sec 
and 60°C for 1  min. Cycle threshold 
(Ct) values were recorded for reference 
PCR and for each allele-specific PCR, 
and corresponding Ct values (ie, allele-
-specific Ct minus reference Ct) were 
calculated.

We also studied KRAS minor mutations 
G13C, Q61R, Q61H, A146T and NRAS mu-
tations G12V, G12D, G12C, G12S, G13V, 
G13R, Q61K, Q61L, Q61R, Q61HC, Q61HT 
in tumor samples with TaqMan Muta-
tion Detection Assays (Cat. #4465804, 
Applied Biosystems, USA) and a  mu-
tation-unspecific region was used as 
a  reference amplicon (Cat. #4465807, 
Applied Biosystems, USA). 

Tab. 2. Response to treatment.

Type of response n 

stable disease 5

partial response 1

complete response 1

relapse/refractory 1

Graph 1. Case 1 SS-LCH with the involvement of bone system, identifi ed by qPCR, no 

BRAF V600E mutation found.

SS-LCH – single sytem Langerhans cell histocystis, qPCR – quantitative polymerase chain reaction

Graph 2. Case 7 MS-LSH with the involvement of “special sites”, identifi ed by qPCR, 

with a BRAF V600E mutation.

MS-LCH – multisystem Langerhans cell histocystis, qPCR – quantitative polymerase chain reaction
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Statistical analysis

A Spearman correlation coefficient (r) 
test and Cox test were used to deter-
mine the relationship between two con-
tinuous measurements. We used Chi-
-square tests for comparison of the time 
to relapse (TTR); p < 0.05 was conside-
red to indicate a statistically signifi cant 
diff erence. Survival curves were gene-
rated by the Kaplan-Meier method. An 
overall survival (OS) was calculated from 
the date of pathological dia gnosis to the 
death or to last follow-up. An event-free 
survival (EFS) was calculated from the 
fi rst day of treatment to relapse, progre-
ssion or death, or to last date of follow-
-up. All the analyses were carried out 
using Statistica 10 and MedClac Version 
12.6.1.0.

Results 

Single-system disease (SS-LCH) and 
multi-system LCH (MS-LCH) had 25% 
(2/ 8) and 75% (6/ 8) of patients, resp. 
(p < 0.05).

In two cases, SS-LCH patients had bone 
involvement and one patient had pul-
monary system involvement. The patient 
with primary LCH of lungs had a  long-
-term history of smoking (> 10 years).

Two patients had MS-LCH with the in-
volvement of “risk organs” such as cen-
tral nervous system and bone marrow, 
there was only one patient with the in-
volvement of “special sites”. In addition, 
we dia gnosed two cases of MS-LCH wi-
thout the involvement of “risk organs”. 
In our study, the patients older than 
32  (50  and 55  years old) had MS-LCH 
with bone involvement, while patients 
younger than 24 (22 years old) had their 
pulmonary system involvement at dia-
gnosis. A  total of 62.5% patients recei-
ved chemotherapy in combination with 
radiation therapy, and only 1/ 4  of pa-
tients (37.5%) received only chemothe-
rapy, (p < 0.05). All patients received che-
motherapy according to LCH-I protocol, 
six cycles on average (range 2–8).

The evaluation of response was done 
after the second or third cycle of chemo-
therapy. The response to treatment was 
achieved in 87.5% (7/ 8) of cases (Tab. 2.).

The maximum follow-up period in 
this group of patients was 96.72  mon-
ths (median 44.92  months). A  total of 

Graph 4. Case 6 MS-LCH, without the involvement of risk organ, identifi ed by qPCR, 

with a NRAS Q61R mutation.

MS-LCH – multisystem Langerhans cell histocystis, qPCR – quantitative polymerase chain reaction

Graph 3. Case 2 MS-LCH, with the involvement of risk organ, identifi ed by qPCR, no 

NRAS Q61R mutation found.

MS-LCH – multisystem Langerhans cell histocystis, qPCR – quantitative polymerase chain reaction
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BRAF V600E mutation to survival has not 
been suffi  ciently analyzed. Smoking is 
an important factor in primary LCH of 
lungs [20]; one patient with pulmonary 
disease had a long-term history of smo-
king in our study, which may be related 
to this form of LCH.

Symptoms, such as lytic bone lesions, 
exophthalmos, polyuria, hepatospleno-
megaly, lymphadenopathy, skin rash, 
and hematological compromise, are 
most common in patients with LCH [21]. 
During our study, we most commonly 
came across such symptoms as lytic 
bone lesions (62.5%), lymphadenopathy 
(50%), polyuria (25%).

The overall 5-year survival rate of LCH 
patients is 88% [22]. Patients with uni-
focal LCH have an excellent prognosis 
and a high long-term survival rate (99%), 
may spontaneously recover or require 
minimal treatment  [22]. In our cohort, 
one patient died because of pulmonary 
disease. The other seven patients are still 
alive, and further follow-up should be 
performed. There were no spontaneous 
recovery cases in our study.

The BRAF V600E mutation has been 
reported in 39–57% of Langerhans cell 
histiocytosis cases  [17,19]. Although 
the pathophysiology of LCH remains 
unclear, activation of the MAPK/ ERK sig-
nal pathway appears to play a signifi cant 
role  [23]. According to our data, BRAF 
gene mutation has been registered in 
only 25% of patients. The comparison 
of patients with TTR with and without 
BRAF V600E gene mutation was signi-
fi cant, 13 vs. 28 months, resp.; p < 0.05. 
Hypothetically, we can assume that the 
data analysis of a  larger patient’s co-
hort would be able to confi rm the rela-

duce TTR in months in order to be able 
to determine the impact of MAPK/ EPK 
pathway mutation on relapse occur-
rence (Tab. 3).

We also analyzed correlation of di-
sease response to the therapy, OS and 
EFS with age, sex, LCH stratification, 
number of cycles, response totherapy, 
radiation therapy, presence of gene mu-
tations BRAF/ KRAS/ NRAS.

Unfortunately, due to a small number 
of patients, we did not identify a statisti-
cally signifi cant diff erence of EFS in pa-
tients with or without BRAF V600E gene 
mutation. However, the comparison of 
patients with TTR with and without BRAF 
V600E gene mutation was significant, 
13 vs. 28 months, resp.; p < 0.05.

In addition, TTR was 31.3 vs. 6.41 mon-
ths in patients with the absence or pre-
sence of NRAS mutation, p < 0.05. Mul-
tivariate analysis confirmed that the 
presence of NRAS Q61R mutation has 
a signifi cant association with shorter EFS 
in LCH patients with HR of 6.1  (95% CI 
0.2–12.6; p = 0.008).

Discussion

LCH is a  rare disease characterized 
by clonal proliferation of Langerhans 
cells [14]. Granuloma-like lesions of LCH 
have heterogeneous cellular composi-
tion. The etiology of Langerhans cell his-
tiocytosis is largely unknown [15,16]. Re-
cent studies have suggested that LCH 
is related to the clonal neoplastic pro-
liferation of myeloid-derived precur-
sor cells with a high frequency of soma-
tic oncogenic BRAF V600E mutations in 
25–60 % of LCH patients [17–20]. Since 
the follow-up time in our study for some 
patients was short, the relationship of 

87.5% (7/ 8) patients is still being follo-
wed up. During the follow-up period, 
there was one death registered due to 
the progression in LCH with pulmonary 
involvement.

There were 2/ 8 patients with early re-
lapses (in 6 months), 2/ 8 patients with 
late relapses and 1/ 8 patient with refrac-
tory disease. In addition, one patient 
had transformed LCH into Hodgkin lym-
phoma, which was confi rmed by immu-
nohistochemical study.

Three-year EFS was 28.3%. It was im-
possible to calculate the OS due to the 
loss to follow-up of one patient. The ana-
lysis of data for presence of MAPK/ ERK 
pathway gene mutations did not show 
any BRAF/ KRAS/ NRAS mutations in 50% 
(4/ 8) of patients.

We did not find any BRAF, KRAS or 
NRAS mutations in three patients with 
late relapses (in 15, 24 and 46 months). 
Notably, KRAS mutations were not revea-
led in any LCH samples.

A BRAF c.1799T>A, p. V600E mutation 
was present only in 2 out of 8 evaluated 
cases (25%):
•  one patient with early relapse 

(in 6 months after the treatment); 
•  one patient with stable disease (Graph. 

1 and 2)

We also identifi ed two patients with 
NRAS c. 182A>G, p. Q61R mutation: 
•  one patient had LCH transformed to 

Hodgkin’s lymphoma during 12 mon-
ths after treatment LCH; 

•  one patient had a  refractory disease 
(Graph 3 and 4.)

Due to a small number of patients in 
the research group, we decided to intro-

Tab. 3. TTR based on disease stratifi cation and BRAF/KRAS/NRAS gene mutations.

LCH stratifi cation Patients with 

disease progression, n

BRAF/KRAS/NRAS 

gene mutation

TTR 

(month)

Relapse 

type

Death

SS-LCH, multifocal > 1 bone 1 BRAF V600E 6 early 0

MS-LCH, without the involvement of “risk organ” 1 NRAS Q61R 3 refractory 0

MS-LCH, with the involvement of “risk organ” 1 NRAS Q61R 12 late 0

MS-LSH, with the involvement of “special sites” 0 BRAF V600E 0 0 0

TTR – time to relaps, LCH – Langerhans cell histiocytosis, MS-LCH – multisystem LCH, SS-LCH – single system LCH
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Conclusion

In summary, the presence or absence of 
one of MAPK/ EPK pathway mutations, 
such as BRAF, NRAS or KRAS in a tumor, 
does not confi rm or rule out a dia gnosis 
of LCH. The results of these tests should 
be correlated with clinical fi ndings and 
histopathologic features. Unfortunately, 
we did not fi nd a strong signifi cant im-
pact of BRAFV600E gene mutation on cli-
nical outcomes in patients with LCH in 
our study. However, our results provide 
evidence that NRASQ61K/ R gene muta-
tion can predict clinical outcome in pa-
tients with LCH and seem to be promi-
sing for the future studies.
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tion of the response to treatment with 
or with out the expression of BRAF V600E 
gene mutation. BRAF gene can be used 
as a  prognostic marker for the assess-
ment of patient’s response to treatment, 
receiving a standard chemotherapy for 
LCH as well as for patients participating 
in clinical trials.

The fact that some of LCH patients do 
not carry BRAF gene mutations prompts 
a possibility of other mutations that are 
partially or entirely related to ERK path-
way and require further research. We 
did not find any BRAF, KRAS or NRAS 
mutations in three patients with late 
relapses.

Approximately 30% of LCH tu-
mors have MAP2K1  mutations. So-
matic MAP2K1  mutations have been 
identified in approximately 50% of 
BRAF– LCH samples  [24]. In our study, 
there were also two BRAF patients who 
had a NRASQ61K/ R somatic mutation. In 
addition, there are studies showing that 
the presence of concurrent BRAF V600E 
or NRASQ61K/ R mutations was strongly 
associated with patient outcome  [25]. 
Multivariate analysis in our cohort sho-
wed that presence NRASQ61K/ R gene 
mutation has a  signifi cant association 
with poor clinical outcome in patients 
with LCH. Moreover, somatic mutations 
affecting other BRAF residues, as well 
as the ARAF gene, have recently been 
described [18,23].

The determination of the genetic mu-
tation in LCH lesions has important im-
plications for specifi c treatment. BRAF 
inhibitors, such as vemurafenib, have 
been successfully used to treat LCH pa-
tients with the V600E mutation [26]. The 
test for this mutation may play an impor-
tant role for an individualized treatment. 
Additionally, a recent report on the su-
ccessful use of BRAF protein inhibitor on 
refractory hairy cell leukemia  [27] em-
phasized that LCH can potentially be 
treated with targeted therapy.
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Summary
Introduction and Aim: Survival of germ cell testicular cancer (TC) patients is better than for 
other malignancies and has not yet been exactly studied in the Slovak Republic. The aim of the 
study, based on the analyses of epidemiological data over time, was to present 5-year survival 
trends for germ cell TC patients. Patients and Methods: Survival is assessed within the frame-
work of a nation-wide retro-prospective study among TC patients newly dia gnosed between 
1993–2007  (divided to three 5-year periods according the time of dia gnosis – 1993–1997, 
1998–2002 and 2003–2007). Standardized 5-year survival rates were calculated and compa-
red between the periods using a widely accepted methodology. TC patients were divided into 
two groups (seminomas and non-seminomas histopathologically) and to two groups accor-
ding the age at dia gnosis (< 40 vs. ≥ 40 years). The demographic characteristics of TC patients 
were analyzed using descriptive statistics. Statistical analysis was carried out using Microsoft 
Excel 2013, statistical software STATISTICA and Joinpoint Regression Programe, Version 4.3.1.0. 
Results: Five-year survival of TC patients (n = 2.748) dia gnosed from 1993 to 2007 was 92.21%. 
TC patients dia gnosed between 1993 and 1997 (n = 810) reached 5-year survival at 91.23%, be-
tween years 1998 and 2002 (n = 916) at 92.14% and between years 2003 and 2007 (n = 1.022) at 
93.05%. There was not a statistically signifi cant diff erence in survival among these three 5-year 
periods. Signifi cant diff erence in 5-year survival was observed between seminomas and non-
-seminomas in each 5-year period. Compared with younger patients (age < 40 years), there was 
a signifi cantly worse survival for TC patients (age ≥ 40 years) in all groups. Conclusion: Moderate 
improvement in survival for TC patients in the Slovak Republic is probably infl uenced by dia-
gnostic and therapeutic progress, including multidisciplinary care and patient’s concentration 
in specialized centers. The long-term follow-up of TC survivors can also help to prevent late side 
eff ects of the treatment modalities and to detect second malignancies.
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Introduction

Testicular cancer (TC) off ers challenges 
due to its unique descriptive epidemio-
logy and unknown etiology. Despite its 
relatively rare occurrence and high cur-
ability, it is the most commonly dia g-
nosed malignancy among males aged 
15–44 in developed countries. More over, 
its incidence has been increasing to epi-
demic proportions while mortality is 
decreasing in many countries  [1,2]. In-
formation on survival of cancer patients 
is an important indicator of cancer con-
trol. Survival information is needed for 
estimating how many cancer survivors 
are alive at any time in order to plan 
health services  [3]. Survival for TC pa-
tients is bet ter than for all other malig-
nant dis eases (excluding non-melanoma 
skin cancers), but signifi cant diff erences 
worldwide have been documented [4].

With modern therapeutic approaches,
5-year survival after dia gnosis of TC
exceed 90% in many European coun -
tries [5].

The survival for TC patients in the Slo-
vak Republic has not yet been particu-
larly and exactly studied. Therefore, this 
nation-wide study, based on the ana-
lyses of epidemiological data over time 
presents 5-year survivals. In addition, this 
paper discusses possible factors accoun-
ting for these trends and compares na-
tional data to the international context.

Patients and Methods 

Study design and data collection

Survival is assessed within the frame-
work of a nation-wide retro-prospective 
study among patients with germ cell TC 
dia gnosed between 1993–2007 (divided 
to three periods of dia gnosis 1993–1997, 
1998–2002 and 2003–2007). There were 
analyzed data from the medical records 
of patients with newly dia gnosed germ 
cell TC, where the histology of the remo-
ved testis was primarily evaluated, con-
sulted or revised by the only pathologist, 
specialist in the morphology of TC in the 
Slovak Republic. Patients with non-germ 
cell TC and with spermatocytic semi-
noma were not included in this study. 
TC patients were divided into semino-
mas and non-seminomas histologically 
and to two groups according the age at 
dia gnosis (< 40 vs. ≥ 40 years). The ana-
lyzed database of germ cell TC compri-
sed 2.748 of all 2.978 TC cases. The newly 
dia gnosed cases in the database are 
fully representative as a national source 
of incidence data of TC in the Slovak Re-
public [6,7]. The database contains per-
sonal data on patients, data describing 
cancer and other dia gnostic and histo-
pathologic fi ndings, basic data on pa-
tient‘s treatment, as well as data on post-
-treatment follow-up. The starting point 
of the evaluation of survival time was 
defi ned as the date of the fi rst dia gnosis 

(morphological verifi cation of germ cell 
TC); the closing date was defi ned as the 
date of the end of follow-up (December 
15, 2017) or the date of patient‘s death.

Statistical analysis

Standardized 5-year relative survival 
rates were calculated on the basis of 
a widely accepted methodology, using 
computer program package Microsoft 
Excel 2013, STATISTICA 12 (data analysis 
software system) (Stat Soft, Inc.) [8] and 
Joinpoint Regression Program, Version 
4.3.1.0. Recently proposed period ana-
lysis was applied to calculate survival in 
the latest period with accessible data [9].

The demographic characteristics of all 
patients were analyzed using descriptive 
statistics. Survival curves were generated 
using the method of Kaplan and Meier. 
The multiple-sample test implemented 
in Survival Analysis is an extension (or 
generalization) of Gehan‘s generalized 
Wilcoxon test, Peto and Peto‘s generali-
zed Wilcoxon test, and the log-rank test. 
By this method, a score is fi rst assigned to 
each survival time using Mantel‘s proce-
dure. Next, a Chi-square value is compu-
ted based on the sums (for each group) 
of this score. If only two groups are spe-
cified, then this test is equivalent to 
Gehan‘s generalized Wilcoxon test, and 
the computations will default to that 
test in this case. All statistical tests were 

Souhrn
Úvod: Prežívanie pacientov s germinatívnymi nádormi testis je lepšie ako u iných malígnych ochorení, avšak doteraz nebolo v Slovenskej repub-
like exaktne analyzované. Táto štúdia založená na analýze epidemiologických dát prezentuje vývoj časových trendov 5-ročného prežívania pa-
cientov s testikulárnymi nádormi. Pacienti a metódy: Prežívanie pacientov s nádormi testis dia gnostikovanými v rokoch 1993–2007 (rozdelenými 
do troch periód 1993–1997, 1998–2002 a 2003–2007) sa hodnotilo v rámci celonárodnej retroprospektívnej štúdie. Štandardizované 5-ročné 
prežívanie bolo analyzované pomocou všeobecne akceptovanej metodológie. Pacienti boli tiež rozdelení do dvoch skupín podľa histologického 
typu nádoru (seminómy vs. neseminómy) a na dve skupiny podľa veku v čase dia gnózy nádoru (< 40 vs. ≥ 40 rokov). Demografi cké charakteristiky 
pacientov so všetkými typmi germinatívnych nádorov testis (okrem spermatocytárneho seminómu) sa podrobili deskriptívnej analýze. Údaje sa 
analyzovali pomocou programového vybavenia Microsoft Excel 2013, STATISTICA 12, Joinpoint Regression Program, Version 4.3.1.0. Výsledky: 
Celkové 5-ročné prežívanie všetkých pacientov s testikulárnym nádorom (n = 2,748) dia gnostikovaným v rokoch 1993–2007 v Slovenskej re-
publike bolo 92,21 %. Títo pacienti boli rozdelení do troch skupín podľa 5-ročných periód. Pacienti v perióde rokov 1993–1997 (n = 810) dosiahli 
5-ročné prežívanie v 91,23 %, v perióde rokov 1998–2002 (n = 916) v 92,14 % a v perióde rokov 2003–2007 (n = 1,022) v 93,05 %. V jednotlivých 
5-ročných periódach neboli zaznamenané štatisticky významné rozdiely v celkovom prežívaní pacientov. Štatisticky významné rozdiely v 5-roč-
nom prežívaní sa preukázali medzi histologickými typmi nádorov (seminóm vs. neseminóm). Vo všetkých periódach rokov sa prejavil štatisticky 
významný rozdiel v 5-ročnom prežívaní podľa veku v čase dia gnózy nádoru (< 40 vs. ≥ 40 rokov) v prospech mladších pacientov. Záver: Mierne 
zlepšovanie prežívania pacientov s testikulárnym nádorom v Slovenskej republike je pravdepodobne spôsobené progresom v dia gnostických 
a liečebných postupoch, vrátane multidisciplinárnej starostlivosti, a tiež koncentrácia pacientov do špecializovaných centier. Dlhodobé sledova-
nie prežívajúcich pacientov môže ovplyvniť rozsah neskorých vedľajších účinkov liečby a detegovať sekundárne malignity.

Kľúčové slová
nádor testis – seminóm – neseminomatózny nádor – vek v čase dia gnózy – prežívanie
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90.16%, resp.). There was a  statistica-
lly signifi cant diff erence in survival be-
tween histological types in years 1993–
2007 (p < 0.05) (Graph 4).

Discussion

Survival of patients having (not only) TC 
depends on multiple factors, such as the 
effectiveness of treatment, dia gnostic 
practice, follow-up of the patients, me-
thods of data collection and analysis, 
characteristics of patients (such as age, 
comorbidity) and cancer (such as clini-
cal stage, histologic type). The increase 
in survival and the decrease in mortality 
are attributed to the introduction of cis-
platin-containing chemotherapy, which 
has proven to be the most effective 

2007 (n = 559) reached 90.16% (95% CI 
87.68–92.64). The diff erence in survival 
between these cohorts was not statisti-
cally signifi cant (p > 0.05) (Graph 2).

Five-year survival for patients with se-
minoma testis from the 1993–1997 co-
hort (n = 372) reached 93.28% (95% CI 
90.72–95.84), from the 1998–2002  co-
hort (n  =  363) it reached 96.03% (95% 
CI 94.05–98.01) and for the 2003–2007 
cohort (n = 463) it reached 96.54% (95% 
CI 94.87–98.21). The diff erence in survi-
val between these cohorts was not sta-
tistically signifi cant (p > 0.05) (Graph 3).

Five-year survival was in these three 
cohorts higher for seminoma testis 
(93.28, 96.03 and 96.54%, resp.) than for 
non-seminoma testis (89.50, 89.41 and 

two-sided, and statistical significance 
was set at a  p  <  0.05. Mann Whitney 
U Test was used for comparing median 
age of two main histological types of TC 
(seminoma vs. non-seminoma).

Results

The median age of all 2.748 germ cell TC 
patients in the period of 1993–2007 at the 
time of dia gnosis was 31.97  years  (95% 
CI 32.47–33.21; interquartile range (IQR)
26.13–38.80; standard deviation (SD) 
9.83). Average annual percentage change
(AAPC) of the median age at the time of 
dia gnosis was not significantly differ-
ent (increase from 31.38  years (1993) 
to 32.79  years (2007)) (p  >  0.05), it was
+  0.08% (difference between 1993  and 
2007 was + 4.48%), SD increased from 9.37 
(1993) to 10.42 (2007).

The median age of 1.213 patients with 
pure seminoma testis was 35.83  years
(95% CI 36.34–37.36; IQR 30.37–42.26; 
SD 9.08). The median age of 1.535  pa-
tients with non-seminoma testis was 
28.46  years  (95% CI 29.22–30.15; IQR 
23.45–34.79; SD 9.22). Significant diffe-
rence was observed between the age of 
patients with pure seminoma testis vs. 
non-seminoma testis (p < 0.001) (Tab. 1).

Five-year overall survival (OS) for all 
2.748 germ cell TC patients dia gnosed in 
the period of 1993–2007 reached 92.21% 
(95% CI 91.21–93.22). Five-year survival 
of TC patients dia gnosed between years 
1993–1997  (n  =  810) reached 91.23% 
(95% CI 89.28–93.19), between years 
1998–2002 (n = 916) it reached 92.14% 
(95% CI 90.39–93.89) and between years 
2003–2007 (n = 1.022) reached 93.05% 
(95% CI 91.49–94.61). The diff erence in 
survival between 5-year periods was not 
statistically signifi cant (p > 0.05) (Tab. 2).

Compared with younger patients 
(age < 40 years), higher dia gnostic age 
(≥ 40  years) was associated with dec-
lined 5-year survival for TC patients 
(93.70 vs. 86.78%) in the time period of 
1993–2007 (Tab. 3, Graph 1).

Five-year survival for patients with 
non-seminoma testis from the cohort 
of years 1993–1997  (n  =  438) reached 
89.50% (95% CI 86.62–92.38), from the 
cohort of years 1998–2002  (n  =  538) 
reached 89.41% (95% CI 86.80–92.01) 
and from the cohort of years 2003–

Tab. 1. Age diff erence of patients at the TC diagnosis according to the histological 

types (seminoma, non-seminoma).

Period     

1993–2007

Mean 95% CI Median IQR p

non-seminoma 26.68 29.22–30.15 28.46 23.45–34.79 p < 0.001

seminoma 36.85 36.34–37.36 35.83 30.37–42.26

TC – testicular cancer, IQR – interquartile range

Tab. 2. Five-year survival for TC patients by year periods and histological type.

1993–1997 1998–2002 2003–2007 1993–2007

germ cell TC 91 (89–93) 92 (91–94) 93 (91–94) 92 (91–93)

seminoma 93 (91–94) 96 (94–97) 96 (95–97) 95 (93–96)

non-seminoma 90 (87–92) 90 (87–92) 90 (88–93) 90 (88–91)

TC – testicular cancer
Data are % relative survival (95% CI).

Tab. 3. Five-year survival for TC patients by age groups and year periods.

Periods Survival of patients 

in the age < 40 years

Survival of patients

in the age ≥ 40 years

p

1993–1997 612/658 93.01% 127/152 83.55% < 0.001

1998–2002 688/730 94.25% 156/186 83.87% < 0.00001

2003–2007 722/770 93.77% 229/252 90.87% > 0.05

1993–2007 2,022/2,158 93.70% 512/590 86.78% < 0.00001

TC – testicular cancer
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treatment for non-seminomas [10]. Im-
proved survival is also the result of the 
use of more effective imaging tech-
niques, the introduction of appropriate 
serum tumor markers (STM), which 
allow for careful follow-up, and modifi -
cation of surgical techniques  [11]. An-
other explanation of the improved sur-
vival is a shift toward seminomas, which 
have a better prognosis than non-semi-
nomas. Prognosis is also infl uenced by 
stage and age at dia gnosis, with youn-
ger patients exhibiting better survival 
than older patients [12,13].

Aareleid et al. [11] described the results 
of EUROCARE-2 study, where 5-year rela-
tive survival for TC dia gnosed in 1985–
1989 was between 90–95%, which were 
observed in most participating countries 
of Northern, Western, Central and Sou-
thern Europe, and the United Kingdom. 
Five-year survival rate under 90% was 
seen in France (87%), Slovenia (88%), Po-
land (83%), Slovakia (82%) and Estonia 
(51%). Rates in Poland, Slovakia and Es-
tonia were signifi cantly lower than the 
summary rate for Europe (p < 0.05). From 
1978–1980 to 1987–1989, the 5-year re-
lative survival rate for Europe increased 
from 79 to 93% (p < 0.05)

According to EUROCARE-3  [14], the 
European 5-year relative survival for TC 
dia gnosed in 1990–1994 was 93%. Sur-
vival differences across Europe were 
striking, with Estonia standing out for 
its exceptionally low age-standardized 
survival (71% at 5 years). Poland, Slova-
kia, Spain and Wales had survival just 
under the European mean (82–89%), 
while other countries had 5-year sur-
vival  >  93%. Survival for TC decreases 
noticeably with advancing age. For pa-
tients aged 15–44  (age of the greatest 
incidence), 5-year relative survival was 
94%, whereas for patients aged 65–74, 
5-year survival was only 40%. The main 
explanation for the diff erences in survi-
val for TC across Europe is probably poor 
access to care of suffi  cient quality in low 
survival areas, resulting also in advan-
ced stage at dia gnosis. Survival for TC 
increased in most western European 
countries over the entire EUROCARE 
study period – from 1983–1985 to 1992–
1994 – European 5-year relative survival 
improved from 89 to 95%. While major 
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Graph 1. Five-year survival for TC patients by age groups. 

TC – testicular cancer
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improvements in chemotherapy or ra-
diotherapy for TC have not been seen 
since cisplatin therapy was introduced 
at the end of the 70s, the use of STM has 
made treatment monitoring and follow-
-up more precise.

According to EUROCARE-4  study in 
the period of 1995–1999, European 
5-year standardized relative survival for 
TC was 90% with generally small varia-
tion between countries [5]. 

Matsuda et al.  [15] suggested an im-
provement in TC 5-year survival also in 
Japan from 89.6% (1993–1996) to 92% 
(1997–1999).

Results of EUROCARE-5  population-
-based study  [16] showed that the Eu-
ropean mean age-standardized 5-year 
relative survival for TC (in patients aged 
15–99 years) recorded in 2000–2007 was 
88.6%. Age standardized 5-year rela-
tive survival was 92.8% for TC patients 
from Northern Europe, 91.8% for those 
from Ireland/ UK and from Central Eu-
rope, 89.1% for patients from Southern 
and 80.1% for patients from Eastern Eu-
rope. Age standardized 5-year relative 
survival was highest for patients from 
Sweden (94.6%) and The Netherlands 
(93.5%) and lowest for those from Bulga-
ria (71.7%) and Lithuania (67.1%). Accor-
ding to EUROCARE-5, age standardized 
relative survival for TC patients from the 
Czech Republic was 84.1% and from the 
Slovak Republic 90.7%.

Our present study (1993–2007) sho-
wed better 5-year OS of germ cell TC pa-
tients – 92.21% compared with Euro-
pean mean [16]. Improvement of 5-year 
survival is shown between 1993  and 
1997 (91.23%), 1998–2002 (92.14%) and 
2002–2007  (93.05%). It shows a clearly 
upward trend, and thus its total value in 
the Slovak Republic ranks it among the 
developed countries in Europe. 

However, in some Baltic countries, 
the results were poorer, e. g. in Lithua-
nia, it was only 71.2% in the same time-
-period [17]. Even despite the signifi cant 
improvement in survival recorded in Es-
tonia, the values of the 5-year relative 
survival in 2000–2004 are at a relatively 
low level, 74.5% [18].

Worst trends of survival of TC patients 
in several countries of Europe (for exam-
ple even in southern Portugal) may be 
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Graph 3. Five-year survival for patients with seminoma.

TC – testicular cancer
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-up and use of salvage treatments with 
concentration of TC patients in speciali-
zed centers [16]. An increasing concern 
is the observation that, life threatening 
conditions such as second malignancy 
and cardiovascular disease, occur more 
frequently in TC patients than in the ge-
neral population. Long-term monitoring 
of TC survivors is necessary for possibility 
of the development of late side eff ects of 
the treatment modalities [27,28].
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According to published results of the 
framework of the EUNICE Survival Wor-
king Group  [23], projections for 2005–
2009 suggest that 5-year relative survi-
val will reach 90% in all cancer registries 
in Europe except Estonia, where survival 
is projected to be 82%.

In the USA, the 5-year relative survival 
rate in whites, for all stages, was 95.8% 
for patients dia gnosed 1992–1999, in 
blacks it was 86.9% [24].

Verhoeven et al. [25] observed impro-
vement in relative survival rate in the 
Netherlands. TC 5-year survival impro-
ved from 95% in 1989–1993 to 98% in 
2004–2009.

Potential explanations for the age 
dependency of prognosis are reduced 
treatment intensity combined with in-
creased therapy – related toxicity among 
older men [3,26]. In Germany, worse age 
specifi c 5-year relative survival for older 
patients with non-seminomas was ob-
served (15–24  years 97.1%, 45+ years 
86.6%) [3].

Compared with younger patients (age
< 40 years) dia gnostic age (≥ 40 years) 
was associated with declined 5-year OS 
for TC in our study (93.7 vs. 86.8%) be-
tween 1993 and 2007.

Conclusion

The main factors contributing to survi-
val improvement of TC patients are – in-
terdisciplinary management involving 
staging (advances in dia gnostic ima-
ging), early treatment, attentive follow-
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CASE REPORT

Cutaneous and Subcutaneous Metastases 

of Adenocarcinoma as a Dominant Clinical 

Manifestation of Malignancy of Unknown 

Origin –  a Case Report 

Kožné a podkožné metastázy adenokarcinómu ako dominujúca 
klinická manifestácia malignity neznámeho pôvodu –  opis prípadu 

Bartoš V.1, Hamarová K.2

1 Department of Pathology, Faculty Hospital with polyclinic Žilina, Slovakia
2 Department of Surgery, Faculty Hospital with polyclinic Žilina, Slovakia

Summary
Background: Cutaneous metastases occur in 0.6– 10.4% of all patients with underly ing malig-
nancy. Among them, the site of origin remains unknown in 4.4– 14.5% of all cases. Case: The 
authors describe a 68-year-old man with widespread skin and soft tissue metastases appear-
ing as the fi rst and dominant clinical manifestation of oncologic dis ease. Physical examination 
and CT scans revealed multiple cutaneous and subcutaneous tumor nodules aris ing in the 
neck, chest, abdomen, lumbar region and right forearm, as well as in the gluteal and iliacus 
muscles and in the proximal part of the left thigh. Light microscopy confi rmed a metastasis of 
adenocarcinoma exhibit ing a tubuloglandular pattern and a slight mucin production. It was 
immunoreactive for cytokeratin 7 and carcinoembryonic antigen and negative for cytoke-
ratin 20, CDX-2, TTF-1 and prostatic specifi c antigen. Based upon the histomorphology and 
immunophenotype, the pathologist suggested a primary tumor in the stomach or biliopanc-
reatic tract. However, further clinical workup did not clearly identify a primary lesion. Conclu-
sion: Determin ing the origin of cutaneous metastases might be a challeng ing issue for both 
clinicians and pathologists. The case we describe is uncommon because widespread skin and 
subcutaneous metastases appeared as the fi rst and dominant clinical sign of adenocarcinoma, 
the origin of which has not been established. This unusual tumor behavior may suggest that 
a spread ing and colonization of metastatic cancer cells in the skin and soft tissue may be a spe-
cifi c bio logic process. 

Key words
skin metastases –  malignancy of unknown origin –  adenocarcinoma
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Introduction 

Cutaneous metastases occur in 0.6– 
10.4% of all patients with underly ing 
malignant neoplasm [1–3]. However, an 
accurate evaluation of the prevalence 
is difficult, because it requires a  long 
follow-up period, which is not possible 
in many oncologic patients. In theory, 
any malignant tumor can spread to 
the skin, but it is quite a  rare find-
ing in a  routine clinical practice  [4,5]. 
Grossly, the skin metastases do not have
a  uniformly characteristic appearance, 
which may vary depend ing on the 
histologic type and location of originat-

ing malignancy  [1,4–7]. They usually 
manifest as a  fi rm, painless and some -
times ulcerated cutaneous or subcutan -
eous nodule(s) of various size and 
color [4,5]. However, the clinical present -
ation may be highly variable and can 
often mimic other nosologic entities 
[4– 9], lead ing to incorrect initial treat -
ment and management. Most cutaneous
metastases (73– 88%) are found in pa-
tients with a known primary origin [3,6]. 
Occasionally, this may be also the fi rst 
clinical manifestation of an occult 
primary malignancy  [3,6,9,10]. Such 
cases comprise approximately 12– 26.8% 

of all individuals with cutaneous meta-
stases  [3,6]. In some instances, the site 
of origin remains uncertain despite 
extensive clinical workup [3,6,7,11]. These 
cases represent a substantial dia gnostic 
challenge for clinicians and pathologists. 
In the Czechoslovak medical literature, 
a  few case reports deal ing with skin 
metastases  [8– 10,12,13] have been 
published so far.  Herein, we describe 
an additional new case of a patient with 
multiple cutaneous and subcutaneous 
metastases of adenocarcinoma as a do -
minant clinical manifestation of malig-
nancy, the origin of which has remained 
unknown. 

Case presentation

A 68-year-old man (casus socialis) was 
admitted (September, 2016) to the 
Neurology Department for intense back
pain in the lumbosacral region, irradiat-
ing to the left lower limb. Clinical anam-
n esis revealed a  history of previously 
treated chronic duodenal ulcer and 
pulmonary tuberculosis, as well as chro-
nic ethylismus and nicotinismus. No 
oncologic dis ease was known until that 
time. On initial physical examination, 
multiple cutaneous and subcutaneous 
nodosities of various size were visible in 
the neck, chest, abdominal wall, lumbar 
region and in the right forearm. The 
patient claimed the lesions have been 
present for the last 3– 4 months and grew 
progressively. They were painless with 
a  slightly brown-reddish color. At the 
fi rst glance, they appeared like infl amed 

Súhrn
Východiská: Kožné metastázy postihujú 0,6– 10,4 % všetkých pa cientov s malígnym nádorovým ochorením. Približne u 4,4– 14,5% z nich ostane 
primárne origo neobjasnené. Prípad: Autori opisujú prípad 68-ročného muža s rozsiahlymi nádorovými metastázami v koži a mäkkých tkanivách, 
ktoré predstavovali prvú a dominujúcu klinickú manifestáciu neznámeho onkologického ochorenia. Fyzikálne a CT zobrazovacie vyšetrenia 
potvrdili mnohopočetné kožné a podkožné uzly na krku, hrudníku, bruchu, driekovej oblasti a pravom predlaktí, ako aj v sedacom a bedrovom 
svale a mäkkých tkanivách proximálnej časti ľavého stehna. Mikroskopické vyšetrenie odhalilo metastázu adenokarcinómu rastúceho v tubu-
loglandulárnych formáciách s ľahkým stupňom hlienoprodukcie. Imunohistochemicky bol pozitívny na cytokeratín 7 a karcinoembryonálny 
antigén a negatívny na cytokeratín 20, CDX-2, TTF-1 a prostatický špecifi cký antigén. Na základe histomorfológie a imunofenotypu patológ zva-
žoval origo v žalúdku alebo biliopankreatickom trakte. Ďalšími vyšetreniami sa však primárnu léziu nepodarilo jednoznačne identifi kovať. Záver: 
Stanovenie origa kožných metastáz môže byť náročnou problematikou pre klinikov aj patológov. Nami opisovaný prípad je nezvyčajný, nakoľko 
rozsiahle kožné a podkožné metastázy prestavovali prvý a dominujúci klinický prejav adenokarcinómu, ktorého origo ostalo neobjasnené. Toto 
zvláštne správanie nádoru môže napovedať, že šírenie a kolonizácia metastatických karcinómových buniek do kože a mäkkých tkanív môže byť 
špecifi cký bio logický proces. 

Kľúčové slová
kožné metastázy –  malignita neznámeho pôvodu –  adenokarcinóm

Fig. 1. Resection specimen with a visible large tumor mass (post fi xation in formalin).



CUTANEOUS AND SUBCUTANEOUS METASTASES OF ADENOCARCINOMA

Klin Onkol 2018; 31(2): 143– 147 145

of the edge of femur. Probably these 
tumor masses resulted in lumbosacral 
pain, irradiat ing to the lower extremity. 
In both lungs, there were emphysema 
and post-inflammatory fibroadhesive 
changes with sporadic calcifications. 
In addition, two subpleural nodules 
with a  diameter of 9 mm and 8 mm 
were visible in the right and left lung, 

tumor lesions in the skin and underly-
ing soft tissues. One of the largest one 
was found in the left gluteal muscle, 
it measured 7  ×  2.6 cm and began to 
erode the iliac crest. The other lesions 
were present in the left iliac muscle, 
around inferior ramus of the pubic 
bone and in the proximal part of the 
left thigh, accompanied by destruction 

atheromas. The size of the lesions 
varied from about 1–8 cm in the largest 
diameter. The biggest one (7 × 7 × 5 cm) 
arose in the right lumbar region. It 
was fi xed by touch with a livid surface, 
surrounded by erythematous skin. On 
computed tomography (CT), the lesion 
was oval, well demarcated and located 
in the paravertebral subcutaneous soft 
tissue in the vicinity of L3. Based on CT 
scan findings and locality, the clinical 
impression was a  neurofibroma. With 
respect to pronounced symp tomatology 
and unclear etiology of dis ease, a  bi -
o psy was indicated. The presumptive 
clinical dia gnoses were as follows: 
subcutaneous atheromas or abscesses, 
multiple tumor metastases of unknown 
origin or secondary tbc infi ltrates (as the 
patient suff ered from lung tuberculosis 
in the past). A probatory bio psy of the 
lesion aris ing in the right lumbar region 
was done, and the sample was sent for 
histopathology. 

Grossly, the resection specimen con-
sisted of the skin and subcutis with 
a visible superfi cial „bulge“ covered by 
intact epidermis. Longitudinal section 
revealed a  well-circumscribed white-
yellowish tumor mass measur ing 42 mm 
(Fig. 1). Light microscopy confirmed 
a  metastatic adenocarcinoma exhibit-
ing a tubuloglandular microarchitecture 
(Fig. 2, Fig. 3). The tumor was centered 
in the dermis and subcutis without 
an epidermal involvement. There was 
a  typical narrow zone of unaffected 
papillary dermis separat ing the tumor 
structures from the epidermis (so-called 
grenz zone). Immunohistochemically, 
the neoplastic cells were strongly 
reactive for cytokeratin 7  (Fig. 4) and 
carcinoembryonic antigen. The other 
markers we investigated (i.e. cytokeratin 
20, CDX-2, TTF-1  and prostatic specifi c 
antigen) were negative. There was 
a slight intracellular and intraluminous 
mucin production (Fig. 5). The origin 
of adenocarcinoma was not possible 
to define, but based upon the histo-
morphology and imunophenotype, the 
pathologist suggested a primary in the 
stomach or biliopancreatic tract.

Subsequently, the patient under-
went further clinical and imag ing exam-
inations. New CT scans showed other 

Fig. 2. Metastatic infi ltration of the dermis, while the epidermis is intact (hematoxylin 

and eosin, magnifi cation 40×).

Fig. 3. Detail on tubuloglandular microarchitecture of adenocarcinoma (hematoxylin 

and eosin, magnifi cation 200×).
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obtained from these organs for histo-
pathology. A light microscopy confi rmed 
a mild antral gastritis with no intestinal 
metaplasia or dysplasia. 

Dur ing a  stay in the hospital, cuta   -
n eous and subcutaneous tumor masses
progressed and some became ulcer -
ated. Systemic chemother apy (CDDP +
gemcitabine) was started. However, 
the situation was complicated by an 
accidental fall to the ground with 
a  subtrochanteric fracture of the left 
femur. Since then, the  patient’s health 
condition rapidly worsened and he died 
a  few days after initiation of the first 
cycle of chemother apy. As the clinical 
workup did not clearly explore a primary 
tumor, it was classifi ed as generalized 
metastatic adenocarcinoma of unknown 
origin. Autopsy was not performed.

Discussion 

Cutaneous metastases from visceral 
malignancies are important challenge 
in clinicopathologic practice for many 
reasons. Because of their variable clinical 
appearance and manifestation, frequent 
delays and failure in correct dia gnosis do 
occur. This mainly happens in a situation 
when skin metastasis is the fi rst apparent 
symp tom of clinically silent visceral 
cancer. Even after explor ing a  bio psy-
proven dia gnosis, a  wide spectrum of 
various internal malignancies come into 
consideration. A  disclosure of primary 
lesion is often problematic and requires 
a comprehensive diff erential dia gnostic 
approach. The relative frequencies of 
metastatic skin dis ease tend to correlate 
with the frequency of the diff erent types 
of primary cancer in each gender [4,5]. 
Thus, the most common primary site 
of cutaneous metastases is the breast 
cancer in females and the lung and 
colonic carcinomas in males  [3,4,6,7]. 
However, despite careful clinical and 
laboratory exams, it is not possible 
to identify a  primary tumor in certain 
individuals. Such cases account for 
4.4– 14.5% of all patients with cutaneous 
metastases [3,6,7,11]. Our present case 
may be included into that category, as 
we were not able to establish clearly 
the origin of malignancy. In particular, 
an interest ing feature was the prevail-
ing skin manifestation of dis ease with

Transurethral resection of the bladder 
was performed and histopathology 
showed a  typical „high-grade“ non-
-invasive papillary urothelial carcinoma. 
Thus, this tumor did not correspond 
to metastases. Endoscopy of the eso-
phagus, stomach and duodenum did 
not reveal persuasive tumor changes. 
Nevertheless, bio psy samples were 

resp. The liver, gallbladder, extrahepatic 
biliary ducts, stomach, spleen and 
adrenals were without noticeable tumor 
de posits. In the left kidney, a  solitary 
hyperdense nodule (18 mm in diameter) 
was found. The posterior wall of urinary 
bladder was thickened and exhibited 
a superfi cial tumor mass (up to 3.6 cm), 
which has propagated into the lumen. 

Fig. 4. Intraluminous mucin production within tumor tissue (alcian blue, magnifi ca-

tion 200×).

Fig. 5. Strong immunoreactivity of adenocarcinoma for cytokeratin 7 (clone OV-TL 

12/30, Dako, magnifi cation 200×).
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by unique molecular epithelial-mesen-
chymal interactions. 
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had developed infl ammatory skin me-
tastases as the first sign of dis ease 
progression after previous response to 
chemoterapy. He experienced erythe-
matous lesion in the left arm, which 
had also been initially dia gnosed and 
treated as local cutaneous infection. In 
our present case, several clinical dia-
gnoses were  considered, although one 
of the most probable seemed to be an 
oncologic dis ease. 

From a clinical perspective, cutaneous 
metastases generally herald a  poor 
prognosis  [1,4,5]. The average survival 
time of the patients is only a  few 
months after dia gnosis [1,4], which was 
also documented in our present case. 
These data indicate they are a hallmark 
of aggressive and widespread malig-
nancy, often in terminal stage of the 
dis ease.

In conclusion, determin ing the origin 
of cutaneous metastases might be a chal-
leng ing issue for both, clinicians and 
pathologists, especially when there is 
no primary history. The case we describe 
is uncommon because widespread skin 
and subcutaneous metastases appeared 
as the fi rst and dominant clinical sign of 
adenocarcinoma, the origin of which has 
not been established. This unusual tumor 
behavior may suggest that a spread ing 
and colonization of metastatic cancer 
cells in the skin and soft tissue may be 
a specifi c bio logic process, determined 

rapidly grow ing cutaneous and sub-
cutaneous tumor masses aris ing through -
out the body. 

The mechanisms that predispose 
certain internal neoplasms to meta-
stasize to the skin and soft tissue have 
not been fully elucidated. It is possible 
that the skin may provide a  favorable 
microenvironment for the colonization 
and survival of only certain types of
cancer cells, which preferentially me -
  tastasize to this organ  [2]. The inter-
actions between neoplastic cells and 
certain factors secreted from the skin or 
subcutaneous tissue components may 
play a  crucial role in the skin hom ing 
mechanism of metastatic cells [2].

From a practical point of view, it should 
be noted that clinical manifestation of 
cutaneous metastases may be variable 
and the lesions can closely simulate not 
only various primary skin tumors, but 
even benign skin conditions, such as rash, 
erythema, edema or induration  [4– 9]. 
In this regard, interest ing case reports 
have been published by Czech  [9] and 
Slovak authors [8]. Dedková and Pock [9] 
described an old woman with massive 
cutaneous erythema from metastatic 
gastric adenocarcinoma, which had 
been the fi rst sign of this malignancy. 
Initially, the lesion was considered 
and treated as mycotic skin infection. 
Mego et  al  [8] reported a  55-year-old 
man with lung adenocarcinoma who 
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AKTUALITY Z ODBORNÉHO TISKU

Aktuality z odborného tisku

Extended Adjuvant Intermittent Letrozole Versus Continuous Letrozole in
Postmenopausal Women with Breast Cancer (SOLE): A Multicentre, Open-label, 
Randomised, Phase 3 Trial

Colleoni M, Luo W, Karlsson P et al. 

Lancet Oncol 2018; 19(1): 127– 138. doi: 10.1016/ S1470-2045(17)30715-5. 

U zvířecích modelů karcinomu prsu může být rezistence k nepřetržitému užívání letrozolu zvrácena jeho intermitentním podá-
váním. Prodloužené přerušované užívání adjuvantního letrozolu by mohlo zlepšit výsledný efekt léčby karcinomu prsu ve srov-
nání s kontinuálním užíváním letrozolu u postmenopauzálních žen. Do multicentrické, otevřené, randomizované paralelní stu-
die SOLE fáze III, prováděné ve 22 zemích bylo zařazeno v období 2007– 2012 4 884 postmenopauzálních žen s karcinomem 
prsu s pozitivními hormonálními receptory, pozitivními lymfatickými uzlinami, které byly léčeny lokální terapií (operace s radio-
terapií nebo bez ní) a dokončily 4– 6 let adjuvantní endokrinní terapie. Náhodně byly rozděleny 1 : 1 do skupiny buď kontinuál-
ního užívání letrozolu (2,5 mg perorálně po dobu 5 let) nebo intermitentního užívání letrozolu (2,5 mg/ den po dobu 9 měsíců, 
po kterých následuje 3měsíční pauza v letech 1– 4 a pak 2,5 mg/ den během všech 12 měsíců roku 5). Celkem bylo hodnoceno 
4 851 žen –  ve skupině intermitentního užívání letrozolu 2 425, s kontinuálním použitím letrozolu 2 426 pa cientek. Po mediánu 
follow-up 60 měsíců bylo přežití bez známek onemocnění 85,8 % (95% CI 84,2– 87,2) ve skupině s intermitentním letrozolem ve 
srovnání s 87,5 % (86,0– 88,8) ve skupině s kontinuálním letrozolem (HR 1,08; 95% CI 0,93– 1,26; p = 0,31). Nežádoucí účinky byly 
hlášeny podle očekávání a byly podobné mezi oběma skupinami. Nejčastějšími nežádoucími účinky byly hypertenze (584 (24 %) 
z 2 417 v intermitentní skupině s letrozolem proti 517 (21 %) z 2 411 u kontinuální skupiny) a artralgie (136 (6 %) vs. 151 (6 %)). 
Celkem 54 pa cientů (24 (1 %) v intermitentní skupině a 30 (1 %) u letrozolové skupiny s nepřetržitým užíváním) prodělalo ce-
rebrovaskulární ischemii, 16 (9 (< 1 %) vs. 7 (< 1 %)) utrpělo hemoragii do CNS a u 40 (19 (1 %) vs. 21 (1 %)) pa cientek byla dia-
gnostikována srdeční ischemie. Celkem 23 (< 1 %) z 4 851 pa cientek zemřelo během studie (13 (< 1 %) z 2 417 pa cientek ve 
skupině s intermitentním letrozolem a 10 (< 1 %) z 2 411 žen skupiny s kontinuálním podáváním letrozolu). U postmenopauzál-
ních žen s karcinomem prsu a pozitivními hormonálními receptory nezlepšilo intermitentní podávání letrozolu přežití bez one-
mocnění ve srovnání s  jeho kontinuálním užíváním. Alternativní schéma rozšířené adjuvantní endokrinní léčby letrozolem 
však může být akceptovatelné. Výsledky studie SOLE tak podporují bezpečnost dočasných léčebných přestávek u vybraných 
pa cientů.

Radical Prostatectomy, External Beam Radiother apy, or External Beam Radiother apy 
With Brachyther apy Boost and Dis ease Progression and Mortality in Patients with 
Gleason Score 9– 10 Prostate Cancer

Kishan AU, Cook RR, Ciezki JP et al.

JAMA 2018; 319(9): 896– 905. doi: 10.1001/ jama.2018.0587.

Optimální léčba lokalizovaného karcinomu prostaty Gleason skóre 9– 10 zatím není známa. Cílem následující studie bylo po-
rovnat klinické výsledky pa cientů s karcinomem prostaty Gleason skóre 9– 10 po defi nitivní léčbě, radikální prostatektomií (RP), 
zevní radioterapií (EBRT) s terapií androgenní deprivací nebo EBRT plus brachyterapie (EBRT + BT) společně s androgenní depri-
vací. Z celkového počtu 1 809 mužů, 639 absolvovalo RP, 734 nemocných bylo léčeno EBRT a 436 kombinací EBRT + BT. Medián 
věku byl 61 let, medián follow-up 4,2; 5,1 a 6,3 let, resp. V průběhu následujících 10 let zemřelo 91 pa cientů, kteří podstoupili RP, 
186 mužů po EBRT a 90 po kombinační terapii EBRT + BT. Pětiletá úmrtnost na karcinom prostaty byla po provedení RP 12 % (95% 
CI 8– 17 %); EBRT 13 % (95% CI 8– 19 %) a EBRT + BT 3 % (95% CI 1– 5 %). Kombinační léčba EBRT + BT byla spojena s významně 
nižší mortalitou na karcinom prostaty než RP nebo EBRT. Pětiletá incidence vzdálených metastáz byla u mužů, kteří absolvovali RP 
24 % (95% CI 19– 30 %); u pa cientů po EBRT 24 % (95% CI 20– 28 %); a u nemocných po kombinační léčbě EBRT + BT 8 % (95% CI 
5– 11 %). EBRT + BT tak byl spojen se signifi kantně nižším vznikem vzdálených metastáz. U pa cientů s lokalizovaným karcinomem 
prostaty Gleason skóre 9– 10 byla kombinační léčba EBRT + BT s androgen deprivační terapií spojena se signifi kantně lepší morta-
litou specifi ckou pro karcinom prostaty a delším časem do vzniku vzdálených metastáz ve srovnání s EBRT v kombinaci s hormo-
nální léčbou nebo s radikální prostatektomií.
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Increased Report ing of Fatal Immune Checkpoint Inhibitor-associated Myokarditis

Moslehi JJ, Salem JE, Sosman JA et al.

Lancet 2018; 391(10124): 933. doi: 10.1016/ S0140-6736(18)30533-6.

Checkpoint inhibitory významně zlepšily klinické výsledky u různých typů zhoubných nádorů a stále více se používají i v kom-
binaci. Mohou však vést k závažným nežádoucím účinkům. Byly hlášeny případy fulminantních příznaků myokarditidy souvise-
jící s touto imunoterapií. Autoři pátrali v databázích VIGIBase, databáze WHO o individuálních případech závažných nežádoucích 
účinků, a v nich nalezli 101 případů závažné myokarditidy po léčbě checkpoint inhibitory. Tito nemocní měli medián věku 69 let 
(rozmezí 20– 90 let), převážně se jednalo o pa cienty s maligním melanomem a zhoubnými nádory plic. U 3/ 4 pa cientů nebylo hlá-
šeno, že by užívaly souběžně kardiovaskulární nebo antidiabetické léky. Celkem 58 (57 %) ze 101 pa cientů bylo léčeno monote-
rapií anti-PD-1, zatímco 27 (27 %) dostávalo kombinovanou léčbu anti-PD-1 nebo PD-L1 + anti-CTLA-4. Informace o dávkování 
byly k dispozici pouze u 59 pa cientů, 38 (64 %) z těchto pa cientů dostalo pouze jednu nebo dvě dávky před nástupem myokar-
ditidy. Medián nástupu myokarditidy byl 27 dní (rozsah 5– 155 dní), u 25 (76 %) případů došlo k projevu kardiální toxicity v prv-
ních 6 týdnech léčby. Navíc se souběžně objevila i těžká imunitní reakce u 42 (42 %) ze 101 pa cientů, nejčastěji v podobě myozi-
tidy (n = 25) a myasthenie gravis (n = 11). Ze všech případů závažné myokarditidy došlo k úmrtí u 46 (46 %) ze 101 pa cientů. Míra 
úmrtnosti byla vyšší u kombinace anti-PD-1 nebo PD-L1 + anti-CTLA-4 než v případě monoterapie anti-PD-1 nebo PD-L1 (67 vs. 
36 %; p = 0,008). Úmrtí se vyskytla také u 60 % pa cientů s myokarditidou související s monoterapií ipilimumabem. Pozoruhodně 
došlo také k podstatnému nárůstu výskytu hlášení těchto nežádoucích účinků v čase (76 %, n = 77 v roce 2017), které je dáno zvý-
šeným používáním checkpoint inhibitorů.

Durable Clinical Benefi t with Nivolumab Plus Ipilimumab in DNA Mismatch 
Repair-Defi cient/ Microsatellite Instability-high Metastatic Colorectal Cancer

Overman MJ, Lonardi S, Wong KYM et al.

J Clin Oncol 2018; 36(8): 773– 779. doi: 10.1200/ JCO.2017.76.9901.

Nivolumab ve studiích prokázal efektivitu u pa cientů s dMMR/ s vysokou mikrosatelitovou nestabilitou (MSI-H) metastatickým ko-
lorektálním kacinomem (mCRC); nivolumab a ipilimumab by pak mohly tyto výsledky ještě zlepšit. Ve studii CheckMate-142 byla 
podávána kombinace nivolumab + ipilimumab, v dávce nivolumab 3 mg/ kg a ipilimumab 1 mg/ kg 1× za 3 týdny (4 aplikace) 
a následně nivolumabem 3 mg/ kg 1× za 2 týdny. Primárním cílem byla celková odpověď na terapii. U 119 pa cientů bylo 76 % lé-
čeno ≥ dvěma liniemi předchozí systémové terapie. Při mediánu sledování po 13,4 měsících byla celková odpověď 55 % (95% CI 
45,2– 63,8) a míra kontroly nemoci ≥ 12 týdnů byla 80 %. Střední doba trvání odpovědi nebyla dosažena. Míry přežití bez progrese 
byly 76 % (9 měsíců) a 71 % (12 měsíců); celkové přežití za stejnou dobu bylo 87 a 85 %. Nežádoucí příhody související s léčbou 
stupně 3 a 4 se vyskytly u 32 % pa cientů a byly zvládnutelné. Nivolumab a ipilimumab prokázali v této studii vysokou míru odpo-
vědi, přežití bez progrese onemocnění a zvládnutelnou toxicitu. Nepřímá srovnání naznačují, že kombinovaná léčba poskytuje 
lepší účinnost oproti monoterapii a má příznivý profi l přínosu a rizika. Nivolumab + ipilimumab jsou slibné nové možnosti léčby 
u pa cientů s mCRC dMMR/ MSI-H.

Články vybrala a komentovala
MU Dr. Jana Halámková, Ph.D.

Klinika komplexní onkologické péče, Masarykův onkologický ústav, Brno
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Immunohistochemistry (IHC) is an 
excellent technique for label ing 
detection of selected cell proteins, 
which exploits the principle of antigen-
antibody specifi c bind ing in bio logical 
tissues [1]. First implemented by Albert 
Coons in 1941  [2], over time it had 
achieved great success for dia gnostic 
purposes (dia gnostic IHC), then for 
prognostic ones (prognostic IHC)  [3]. 
Several molecular pathways are altered 
in skin melanoma and non-melanoma 
skin cancers and some of these can be 
targeted in oncother apy [1]. Therefore, 
IHC application has increased and can 
predict those tumors which are likely 
to respond to targeted cancer ther-
apy (predictive IHC), by detect ing the 
presence or high expression levels of 
altered gene products.

Dia gnostic IHC

Among the most used dia gnostic markers 
for melanoma cells, there are: anti-S100, 
anti-MelanA, anti-MITF (microphthalmia 
transcription factor), anti-Sox10  (sry-
related hmg-box 10), anti-Melanosome 
and melanoma cocktail. Quite similar 
to calmodulin, S100  protein is a  low-
-molecular weight protein characterized 
by two calcium-bind ing sites in a „he-
lix-loop-helix“ conformation  [4]. It in
fact plays crucial roles in calcium 
homeostasis, cytoskeleton dynamics, 
protein phosphorylation, cell growth, 

cell differentiation and inflammatory 
response  [5]. It is soluble in 100% 
ammonium sulphate at neutral pH, 
hence its acronym  [4]. S100  protein is 
not specifi c for the melanocyte lineage, 
be ing present in all cells derived from 
the neural crest  [6]. MelanA protein, 
also known as MART1 (melanoma anti-
gen recognized by T cells 1), is a trans-
membrane protein made up by 118 
amino acids; its fragment consist ing 
of nine amino acids (27–35) is bound 
by MHC (major histocompatibility 
complex) class I  molecules, which 
present it to cytotoxic T-lymphocytes on 
the cell surface [7]. The MelanA antigen 
is more specific for the melanocyte 
lineage than S100, and its dia gnostic 
utility resides in stain ing melanoma 
cells in a  homogeneous manner from 
the epidermis downward, allow ing easy 
recognition of lentiginous or pagetoid 
diffusion and sub-epidermal foci of 
microinvasion  [1]. MelanA expression 
is regulated by MITF, which is a  basic 
“helix-loop-helix’’ leucine zipper trans-
cription factor involved in lineage-
specific regulation pathways of many 
cell types, melanocytes included [8]. In 
humans, mutations of MITF can lead to 
melanoma, Waardenburg syndrome 
and Tietz syndrome  [9]. MITF IHC is 
sensitive but not specifi c since it can be 
expressed also by osteoclasts and mast 
cells  [10]. In melanocytic cells, there is 

evidence that MITF may also regulate 
the SOX10  gene expression and, 
therefore, SOX10 IHC has been recently 
introduced for dia gnostic purposes [11]. 
Melanosomes are cell organelles deputy  
to synthesis and storage of melanin in 
normal melanocytes and melanoma 
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cells, from which melanin can be 
released to adjacent keratinocytes [12]. 
Hmb45 (human melanoma black 45) is 
the monoclonal antibody which reacts 
precisely against melanosomes [13], its 
stain ing pattern is usually zonal/ shallow 
in nevus and diff use/ deep in melanoma, 
mak ing diff erential dia gnosis easier [13]. 
Inside melanosomes, the melanin 
production is catalyzed by the rate-limit-
ing oxidative enzyme tyrosinase –  for this 
reason, the anti-Tyrosinase monoclonal 
antibody is one of the melanoma 
cocktail components, together with 
Mart1 and Hmb45 [14].

Prognostic IHC

IHC has a  limited value in determin-
ing the prognosis of skin melanoma, 
which is in fact related to microstag-
ing attributes, such as Breslow’s depth, 
Clark’s level, ulceration, regression, 
mitotic hot-spot, growth phase, lympho-
vascular invasion and tumor-infiltrat-

ing lymphocytes  [15– 23]. The current 
AJCC (American Joint Committee on 
Cancer) stag ing system uses Breslow’s 
depth and ulceration as main prognostic 
determinants  [24– 26]. In this context, 
IHC can facilitate a better defi nition of 
the abovementioned histopathological 
attributes; for example, juxtapos ing 
the label ing index of Ki67 proliferative 
antigen to the mitotic count  [1], or 
disclos ing the type of growth phase by 
evaluat ing the expression of the anti-
apoptotic molecule cyclin D1 [1,27– 30], 
or identify ing the subtypes and rates 
of lymphocytes around and inside the 
tumor, with particular reference to CD4–  
CD8+ T-killer lymphocytes  [31– 34], or 
highlight ing the hematic and lymphatic 
endothelia of the capillaries involved 
by neoplastic spread  [35]. To reach 
this last goal, anti-Pecam1  (platelet 
endothelial cell adhesion molecule 1)
or anti-Podoplanin antibodies can be 
used, resp.  [36]. Among the tumor 

suppressor genes, CDKN2A encodes 
for p16ink4a protein, which plays an 
important role in cell cycle regulation 
by inhibit ing cell cycle progression 
from G1  to S  phase  [37]. The CDKN2A 
gene is frequently altered in malignant 
melanoma; therefore, IHC for the mutant 
form of p16ink4a can be used  in the 
dia gnosis of microinvasive melanoma, 
in order to distinguish it from in  situ 
melanoma or dysplastic nevus, both 
characterized by a lower immunolabel-
ing and an indolent course [1].

Predictive IHC

Today, the main genes involved in 
melanoma genesis susceptible to 
predictive IHC investigation are –  BRAF, 
NRAS, CDK4, KIT [38]. Mutations in BRAF 
and NRAS are responsible for 50% and 
20% of all melanomas [39]. Vemurafenib 
and dabrafenib are V600 mutant B-Raf 
inhibitors approved for the treatment 
of late-stage melanoma  [40]. The 

Fig. 1. Subungual melanoma with metastatic spreading to brain and ileum in a middle aged female patient treated with signifi cant 

benefi t by pembrolizumab – if compared to Mlh1, Pms2 and Msh2 status, an exclusive loss of IHC expression for Msh6 protein has 

been ascertained. The ileal metastasis, here illustrated, and the brain one show the same IHC profi le of the primary melanoma; they are 
in fact characterized by an exclusive loss of IHC expression for Msh6 protein, if compared to Mlh1, Pms2 and Msh2 status. At present, the 
patient is still alive and in complete response with a progression free survival and an overall survival of 956 days and 2546 days, resp. (H&E 
– hematoxylin and eosin; Mlh1 – clone M1, Ventana; Pms2 – clone EPR3947, Ventana; Msh2 – clone G219-1129, Ventana; Msh6 – clone 44, 
Ventana; chromogen – 3,3‘ diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate; original magnifi cation – 10×).
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blockade), favor ing the melanoma cell 
attack by T-cells [52]. In 2017, the Food 
and Drug Administration has approved 
the use of pembrolizumab also for 
unresectable or metastatic solid tumors 
with mismatch repair deficiency or 
microsatellite instability  [53]. Strong 
evidence showed that microsatellite 
instability is a  frequent condition in 
malignant melanoma, as well  [54]. 
In line with what has been recently 
hypothesized by other authors  [55,56], 
my work ing group has noticed, in daily 
clinical practice, that the best therapeutic 
results of pembrolizumab occur in 
those patients affected by melanomas 
with mismatch repair defi ciency (Fig. 1). 
Therefore, before choos ing the most 
suitable treatment, the bio ptic specimen 
should be also tested for Mlh1, Msh2, 
Msh6 and Pms1 [57], the well-known DNA 
mismatch repair proteins in humans.
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PERSONALIA

O dalších 5 let později

prof. MU Dr. Jitka Abrahámová, DrSc., 
se dožívá významného životního jubilea

Před 5 lety jsme s prof. Abrahámovou uza-
vřeli dohodu, že si napíšeme vzájemné 
laudatio k  životnímu jubileu, které bylo 
v roce 2013 a které máme společně i letos. 
Jsme stejně staří, studovali jsme na stejné 
univerzitě lékařskou fakultu a  stále pra-
cujeme ve stejném oboru. Nechtěl bych 
opakovat vše, co jsem před lety napsal.

Pouze pro připomenutí. Promovala 
v roce 1966, pracovala rok na onkologii 
v nemocnici Trutnov, poté 24 let na on-
kologii ve VFN v Praze. Jejím doslova ma-
teřským pracovištěm se stala Thomay-
erova nemocnice v  Krči. Onkologii zde 
vybudovala a během 25 let dovedla do 
pozice špičkového a  všeobecně uzná-
vaného pracoviště. Atestovala z radiote-
rapie I. stupně, II. stupně klinické onko-
logie, byl jí udělen titul CSc., poté DrSc. 
a na základě habilitačního řízení v roce 
2006  byla jmenována profesorkou pro 
obor klinická onkologie. Stala se místo-
předsedkyní výboru České onkologické 
společnosti JEP, členkou Evropské aso-
ciace pro výzkum rakoviny, Evropské 
společnosti mastologie, Evropské spo-
lečnosti pro paliativní péči, MASCC (Mul-
tinational Association of Supportive Care 
in Cancer), EBMT (The European Group 
for Blood and Marrow Transplantation), 
České společnosti pro komplexní onko-
logickou péči, české sekce evropské koa-
lice Europa Donna. Stála v  čele vědec-
kých grantů, které úspěšně řešila (7×). 
Jako hlavní investigátor se podílela na 
35 klinických studiích. Byla členkou ko-
mise pro onkologii v rámci Interní gran-
tové agentury Ministerstva zdravotnictví 
(IGA MZ) ČR. V rámci fakulty se podílela 
na pedagogické činnosti (stáže, před-
nášky, examinace) nejen pro naše me-
diky, ale též pro zahraniční studenty. Vý-
znamnou roli sehrála i v postgraduální 

výchově (přednášky, stáže, kurzy.) Stala 
se odbornou spolupracovnicí a  autor-
kou mnoha vědeckých a zdravotně vý-
chovných filmů (11×). Její práce byla 
oceněna předáním řady cen (7×). Její 
publikační činnost dokladuje bohatá re-
šerše (kolem 100 citací) v našem i zahra-
ničním písemnictví. Je autorkou nebo 
spoluautorkou 10  monografií. Každo-
ročně pořádala onkologická sympozia 
s celostátní působností.

A především pracovala jako klinický 
doktor (na oddělení, na ambulanci, 
v  mnoha pracovních týmech). O  jejích 
kvalitách mohou hovořit její kolegové, 
o skutečné empatii a důsledné starostli-
vosti její pa cienti.

Je středa večer 17. 1. 2018. Na Žofíně po-
řádá Nadační fond onkologie pro 21. sto-
letí 24. společenský večer „Sebevědomí 
pro každý den“. Úvodní slovo patří před-
sedkyni správní rady Nadačního fondu 
a  jeho zakladatelce prof.  MU Dr.  Jitce 
Abrahámové, DrSc. Pak již přicházejí 
krásné manekýnky, které jsou zároveň 
pa cientkami krčské onkologie.

Sebevědomí paní profesorce nikdy 
nechybělo. Protože jsem více než 20 let 
pracoval na stejné klinice, mohu vypra-
vovat. Pro nás (sekundáře) to byl hlavní 
důvod její kritiky. Dnes, po letech, to 
vidím trochu jinak. Spíš bych to nazval 
zdravým ceněním sebe sama (to, čeho 
se nám obecně nedostává). Před 5 lety 
stát na stejné „startovní čáře“ nebylo tak 
obtížné. Dnes mi již tak trochu dochází 
dech a  běh zpomaluji. Ne však Jitka. 
Dále pracovala na klinice, přednášela, 
učila, publikovala. Stala se vedoucím 
pražského Komplexního onkologického 
centra. Nadále působila jako předsed-
kyně správní rady Nadačního fondu on-
kologie pro 21. století. Organizovala svá 

každoroční setkání onkologů z celé re-
publiky –  onkologická sympozia s uro-
logickou a  mamologickou tematikou. 
Nikdy nechyběl společenský večer v za-
jímavém, atraktivním prostředí s přítom-
ností renomovaných moderátorů a špič-
kových umělců. Při oslavách státního 
svátku 28. 9. (na svátek sv. Václava) byly 
její zásluhy oceněny stříbrnou medailí 
Senátu ČR za přínos onkologii. Být v TV 
pořadu Gen můžeme považovat za mi-
mořádné. O prof. Abráhámové byl tento 
medailon vloni natočen.

Přestože onkologické pracoviště zalo-
žila a doslova vypiplala, v tomto roce se 
s prof. Abrahámovou loučí. Ona zde za-
nechává 26 let života a majetek Nadač-
ního fondu v  hodnotě mnoha milionů 
korun. Vím, že čas běží a stavět překážky 
přirozenému běhu nelze, ale přesto 
osobně považuji takováto rozhodnutí 
managementu za problematická.

Do další etapy Tvého plodného profes-
ního života Ti osobně já a zajisté i další 
přejeme hodně úspěchů a málo zklamání.

doc. MU Dr. Bohuslav Konopásek, CSc.
Onkologická klinika 

1. LF UK a VFN v Praze
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OPDIVO®
dává šanci více pacientům

 Tento léčivý přípravek podléhá dalšímu sledování.
ZKRÁCENÁ INFORMACE O PŘÍPRAVKU
Název přípravku: OPDIVO 10 mg/ml koncentrát pro infuzní roztok.
Kvalitativní a kvantitativní složení: Nivolumabum 10 mg v 1 ml koncentrátu. Indikace:* Melanom: v monoterapii/kombinaci s ipilimumabem u pokročilého (neresekovatelného nebo metastatického) melanomu 
u dospělých. Nemalobuněčný karcinom plic (NSCLC): monoterapie lokálně pokročilého nebo metastatického NSCLC po předchozí chemoterapii u dospělých. Renální karcinom (RCC): monoterapie pokročilého 
RCC po předchozí terapii u dospělých. Klasický Hodgkinův lymfom (cHL): monoterapie recidivujícího nebo rezistentního cHL po autologní transplantaci kmenových buněk (ASCT) a léčbě brentuximab vedotinem. 
Skvamózní karcinom hlavy a krku (SCCHN): monoterapie SCCHN progredujícího při nebo po léčbě platinovými deriváty u dospělých. Uroteliální karcinom (UC): monoterapie lokálně pokročilého neresekovatelného nebo 
metastazujícího UC u dospělých po selhání léčby platinovými deriváty. Dávkování:* Monoterapie: dávka 3 mg/kg i.v. infuzí (60 minut) každé 2 týdny; kombinace s ipilimumabem: 1 mg/kg nivolumabu i.v. infuzí (60 minut) 
s ipilimumabem 3 mg/kg i.v. infuzí (90 minut) každé 3 týdny u prvních 4 dávek, dále nivolumab i.v. infuzí (60 minut), první dávka za 3 týdny, a pak dále každé 2 týdny. Léčba pokračuje, dokud je pozorován klinický přínos 
nebo dokud ji pacient snáší. Způsob podání: Pouze k i.v. podání, jako i.v. infuze (60 minut). Kontraindikace: Hypersenzitivita na léčivou látku nebo na kteroukoli pomocnou látku. Zvláštní upozornění:* Nivolumab je spojen 
s imunitně podmíněnými nežádoucími účinky. Pacienti mají být průběžně sledováni (min. do 5 měsíců po poslední dávce). Podle závažnosti NÚ se nivolumab vysadí a podají se kortikosteroidy. Po zlepšení se musí dávka 
kortikosteroidů snižovat postupně po dobu min. 1 měsíce. V případě závažných, opakujících se nebo jakýchkoli život ohrožujících imunitně podmíněných NÚ musí být nivolumab trvale vysazen. U pacientů s výchozím ECOG 
≥ 2, s aktivními mozkovými metastázami, očním melanomem, autoimunitním onemocněním, symptomatickým intersticiálním plicním onemocněním a u pacientů, kteří již užívali systémová imunosupresiva, je třeba 
přípravek používat jen s opatrností. Interakce: Nivolumab je humánní monoklonální protilátka, a nepředpokládá se, že inhibice nebo indukce enzymů cytochromu P450 (CYP) nebo jiných enzymů metabolizujících léky 
současně podávanými přípravky bude mít dopad na jeho farmakokinetiku. Vzhledem k potenciální interferenci systémových kortikosteroidů nebo jiných imunosupresiv s farmakodynamikou nivolumabu je třeba se jejich 
podávání na počátku, před zahájením léčby, vyhnout. Lze je nicméně použít k léčbě imunitně podmíněných nežádoucích účinků. Těhotenství a kojení: Nivolumab se nedoporučuje během těhotenství a fertilním ženám, 
které nepoužívají účinnou antikoncepci, pokud klinický přínos nepřevyšuje možné riziko. Není známo, zda se nivolumab vylučuje do mateřského mléka. Nežádoucí účinky:* Velmi časté: neutropenie, únava, vyrážka, 
svědění, průjem a nauzea, zvýšení AST, ALT, alkalické fosfatázy, lipázy, amylázy, kreatininu, hyperglykemie, hypokalcémie, lymfopenie, leukopenie, trombocytopenie, anemie, hyperkalcemie, hyperkalemie, hypokalemie, 
hypomagnezemie, hyponatremie; u kombinace s ipilimumabem i hypotyreóza, bolest hlavy, dyspnoe, kolitida, zvracení, bolest břicha, artralgie, horečka, hypoglykémie a zvýšený celkový bilirubin. Další podrobnosti k NÚ, 
zvláště imunitně podmíněným, viz SPC. Předávkování: Pacienti musí být pečlivě monitorováni s ohledem na příznaky nežádoucích účinků a zahájena vhodná symptomatická léčba. Uchovávání: Uchovávejte v chladničce 
(2 °C – 8 °C) v původním obalu, aby byl přípravek chráněn před světlem. Chraňte před mrazem. Balení: 4 ml nebo 10 ml koncentrátu v 10ml injekční lahvičce s uzávěrem a tmavě modrým, resp. šedým odklápěcím uzávěrem. 
Velikost balení: 1 injekční lahvička. Držitel rozhodnutí o registraci: Bristol-Myers Squibb EEIG, Bristol-Myers-Squibb House, Uxbridge Business Park, Sanderson Road, Uxbridge, MiddlesexUB8 1DH, Velká Británie. 
Registrační číslo: EU/1/15/1014/001-002. Datum první registrace: 19. 6. 2015. Datum poslední revize textu: březen 2018. 
Výdej léčivého přípravku je vázán na lékařský předpis. Přípravek je hrazen z veřejného zdravotního pojištění v indikaci pokročilý maligní melanom v monoterapii, pokročilý renální karcinom a s účinností od 1. 4. 2018 také 
v indikaci skvamózní nemalobuněčný karcinom plic. Podrobné informace o tomto přípravku jsou dostupné na adrese zástupce držitele rozhodnutí o registraci v ČR: Bristol-Myers Squibb spol. s r.o., Budějovická 778/3, 
140 00 Praha 4, www.b-ms.cz. Před předepsáním se seznamte s úplnou informací o přípravku.
*Všimněte si, prosím, změn v Souhrnu údajů o přípravku.
1. Weber JS, et al. Nivolumab versus chemotherapy in patients with advanced melanoma who progressed after anti-CTLA-4 treatment: a randomized, controlled, open-label, phase 3 trial. Lancet Oncol 2015;16:375–84. 2. Robert C, et al. Nivolumab in 
Previously Untreated Melanoma without BRAF Mutation. N Engl J Med 2015;372:320-30. 3. Opdivo® Souhrn údajů o přípravku, 2017. 4. Brahmer J, et al. Nivolumab versus Docetaxel in Advanced Squamous-Cell Non-Small-Cell Lung Cancer. N Engl J Med 
2015 Jul 9;373(2):123-35. 5. Borghaei H, et al. Nivolumab versus Docetaxel in Advanced Nonsquamous Non-Small-Cell Lung Cancer. N Engl J Med 2015;373(17):1627-39. 6. Motzer JR, et al. Nivolumab versus Everolimus in Advanced Renal-Cell Carcinoma. 
N Engl J Med 2015;373:1803-1813. 7. Ansell SM, et al. PD-1 blockade with nivolumab in relapsed or refractory Hodgkin‘s lymphoma. NEJM 2015;372(4):311-9. 8. Younes A, et al. Nivolumab for classical Hodgkin‘s lymphoma after failure of both autologous 
stem-cell transplantation and brentuximab vedotin: a multicentre, multicohort, single-arm phase 2 trial. Lancet Oncol 2016;17(9):1283-94. 9. Ferris RL, Blumenschein G Jr, Fayette J, et al. Nivolumab for Recurrent Squamous-Cell Carcinoma of the Head 
and Neck. NEJM 2016;375(19):1856-1867. 10. Sharma P, et al. Nivolumab in metastatic urothelial carcinoma after platinum therapy (CheckMate 275): a multicenter single-arm, phase 2 trial: Lancet Oncol 2017;18:312-22.

1506CZ1801447-01, datum schválení 21. 3. 2018.
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