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EDITORIAL

Monoclonal gammopathy
of undetermined significance

Monoklondlni gamapatie jsou nesmirné
zajimavou, ale také znac¢né diverzifiko-
vanou skupinou onemocnéni zahrnu-
jici projevy celé fady diagnostickych
jednotek. Spole¢né jsou charakterizo-
vany patologickou produkci parapro-
teinu (kompletni molekuly monoklonal-
niho imunoglobulinu, volnych lehkych
fetézcld nebo vzacné tézkych fetezcl).
Cast monoklonalnich gamapatii je pri-
marné malignich — nej¢astéji se vyskytu-
jicim zastupcem je mnohocetny myelom
se véemi jeho subtypy, dale Waldenstro-
mova makroglobulinemie, paraprotein
ale mohou produkovat i maligni bunky
chronické lymfatické leukemie a low-
-grade non-hodgkinskych lymfom0 vy-
chézejicich z B linie. Primarni AL amy-
loidéza je dal$im moznym projevem
onemocnéni, které je charakterizovano
poskozenim organt a tkani v dlisledku
depozice lehkych fetézcl. Diferen-
cidIni diagnostika nemoci asociovanych
s monoklondlni gamapatii je Siroka, za-
hrnuje mimo jiné POEMS syndrom,
Castlemanovu nemoc, revmatoidni one-
mocnéni, Schnitzlerliv syndrom, ziskany
C1q deficit, senzomotorickou neuro-
patii nebo capillary leak syndrom. Mo-
noklondlni gamapatie nejasného (¢i
spise neur¢eného) vyznamu (monoclo-
nal gammopathy of undetermined sig-
nificance — MGUS) je pak potencialné
premalignim stavem definovanym pfi-
tomnosti monoklondlniho imunoglobu-
linu, limitovanou infiltraci plazmocytt

v kostni dfeni a nepfitomnosti organo-
vého postizeni.

V problematice monoklonalnich gama-
patii doslo k vyzmanému pokroku mimo
jiné diky dlouholeté systematické pracilé-
kar Mayo Clinic. Samotny termin MGUS
zavedI Dr. Robert A. Kyle, znamy pro svdj
piinos v oblasti vyzkumu mnohocetného
myelomu. Pro diagnostiku monoklonal-
nich gamapatii je kli¢ova separace mono-
klonélniho imunoglobulinu pomoci elek-
troforézy a jeho identifikace protilatkou
pomoci imunofixace. Diagnostika casto
zahrnuje biopsii kostni dfené se stano-
venim miry jeji infiltrace klonalnimi plaz-
matickymi bunkami. V této souvislosti
nemohu nezminit historicky vyznamnou
metodu - stanoveni plasma cell labeling
index (PCLI) — vyvinutou na Mayo Clinic.
Jednalo se o imunofluorescen¢ni identifi-
kaci procenta proliferujicich plazmocytu
v natéru kostni dfené pomoci inkorpo-
race bromodeoxyuridinu a jeho detekce
monoklonalni protilatkou. Adaptace de-
tekce PCLI byla vyvinuta nasledné i pro
flowcytometrickou aplikaci za pomoci
barveni propidium iodidem. PCLI byl pa-
rametrem, ktery kupfipladu vyznamné
koreloval s rizikem progrese doutnaji-
ciho myelomu (smoldering myeloma)
do plné vyjadiené nemoci. Jeho hod-
nota nad 0,4 % korelovala rovnéz s rizi-
kem transformace MGUS do mnohocet-
ného myelomu.

MGUS je relativné ¢asté onemocnéni
a setkd se s nim fada lékarG. Proto je

tfeba védét, jak o pacienty s touto dia-
gnoézou pecovat. V praméru je riziko ma-
ligni transformace MGUS velmi nizké
a pohybuje se kolem 1 % za rok u mlad-
sich nemocnych. O to [épe je tedy nutné
identifikovat ty pacienty, ktefi maji riziko
transformace do maligniho onemoc-
néni zvysené. Z publikovanych dat bylo
ziejmé, ze vypracovani validnich pre-
diktivnich modell bude pfi nizkém pro-
centu transformace do malignity velmi
obtizné a bude vyzadovat velké soubory
nemocnych. Prvni publikovany a nejjed-
nodussi Mayo model zahrnoval koncen-
traci monoklondlniho imunoglobulinu,
non-lgG izotyp a abnormalni pomér vol-
nych lehkych fetézct. Dalsi uvefejnény
model jiz obsahoval parametr fenotypi-
zace plazmatickych bunék (identifikaci
fyziologickych a abnormalnich plazmo-
cytQ) a identifikaci aneuploidnich zmén.
Je potésujici, Zze byl vytvoren i Cesky
model zahrnujici tyto parametry — pro-
cento infiltrace kostni dfené plazmocyty,
imunoparézu (tedy potlaceni sekrece fy-
ziologickych imunoglobulind) a hod-
notu hemoglobinu. Pfehledovy ¢lanek
uverejnény v tomto &isle poskytuje Cte-
nafi také prakticky navod, jakd ma byt
diagnostickd logistika u tohoto one-
mocnéni, a jak je vhodné pacienty s dia-
gndézou MGUS dispenzarizovat.

prof. MUDr. Martin Klabusay, Ph.D.
interni hematoonkologickd klinika
LFMUaFN Brno
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PREHLAD

Neuroendokrinné neoplazie gastrointestinalneho
traktu z pohl'adu histopatolagie

Histopathology of Neuroendocrine Neoplasms
of the Gastrointestinal System

Mikus Kuracinova K., Janega P, Janegova A, Cierna Z.

Ustav patologickej anatémie, LF UK a UN, Bratislava

Suhrn

Vychodiskd: Nadory vychadzajuce z neuroendokrinnych buniek su definované ako epitelové
neoplazie s predominantne neuroendokrinnou diferenciaciou. Ide o samostatnu skupinu na-
dorov s charakteristickou histologickou stavbou a funkénymi vlastnostami vyskytujicimi sa
na réznych miestach v organizme, najma v oblasti gastrointestinalneho systému (67 %) a pluc
(25.%). Aj !(Ied’id? obycajne o pomaly rastuc.e néd’ory s indole’ntnyr.‘n, pri?behom, takn”ner vé’etky Redakéni rada potvrzuje, %e rukopis prace
z nich maju maligny potencidl. Vd¢sina z nich ma schopnost tvorit aktivne hormonalne latky. splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
Spektrum klinickych priznakov je réznorodé, mnohé su typické pre konkrétnu lokalitu neuroen- biomedicinskych ¢asopisi.

dokrinného nadoru. Aj ked'tieto nadory pozname > 130 rokov, koncept tykajuci sa klasifikacie
stale nie je jednotny. Ciel: Prehladova praca poskytuje v Uvodnej ¢asti uceleny pohlad na neuro-
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endokrinny systém cloveka a nadory z neho vychadzajuce od ich objavenia az po v sticasnosti papers.

platnd terminolégiu a klasifikacie. V druhej Casti je pozornost upriamena na nadory z endo-

krinnych buniek gastrointestinalneho traktu, na ich klinicki symptomatolégiu, makroskopicky =

a mikroskopicky obraz s dorazom na ich klasifikaciu, diagnostické kritéria pri ur¢ovani gradingu MUDr. Zuzana Cierna, PhD.

a TNM (tumour, node, metastasis) stagingu nadorov a na 3pecifikd v jednotlivych lokalitach
zazivacieho traktu. Zdver: Nadory z neuroendokrinnych buniek predstavuju zriedkavé ocho-
renia, ktoré sa mozu klinicky prejavit typickym obrazom karcinoidného syndrému. Vacsia ¢ast
nadorov je viak asymptomatickych, ¢o spolu s ich obycajne malymi rozmermi a lokalitou v ob-
lastiach creva tazko dostupnych endoskopickému vysetreniu casto vedie k diagnostike v po-
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krocilom $tadiu ochorenia. Zakladom Uspe$nej diagnostiky a lie¢by nadorov vychadzajucich e-mail: ciernaz@gmail.com

z neuroendokrinnych buniek je mysliet na ne v ramci diferencidlne-diagnostického postupu

s exaktnou histopatologickou klasifikaciou, gradingom a stagingom podla presne stanovenych Obdrzané/Submitted: 21.3.2018
kritérii a najnovsich klasifikacii a odporucani. V literature aj v odbornej verejnosti sa ¢asto pou- Prijaté/Accepted: 16.4.2018

Zivaju pojmy karcinoid, neuroendokrinny nador, neuroendokrinni tumor ¢i neuroendokrinny

karciném synonymicky, no z hladiska nazvoslovia a klasifikacie je potrebné si osvojit spravnu
terminolégiu. doi: 10.14735/amko2018167

Klucové slova
gastrointestindlne neuroendokrinné neoplézie — neuroendokrinné nddory — neuroendokrinné
karcindmy - klasifikacia — NET - NEC
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Summary

Background: Tumors arising from neuroendocrine cells are defined as epithelial neoplasms with predominantly neuroendocrine differentiation.
They comprise a distinct group of tumors with a characteristic histological structure and functional properties that develop at various sites,
particularly the gastrointestinal system (67%) and lungs (25%). Although such tumors are usually slow-growing and indolent, almost all have ma-
lignant potential and most can produce active hormones. Clinical signs vary, and many are dependent on the site at which the tumor develops.
Although these tumors were identified more than 130 years, their classification remains unclear. Purpose: This review provides a comprehensive
overview of the human neuroendocrine system and its neoplasms, from their discovery to current terminology and classifications. In addition,
the clinical symptomatology and macroscopic/microscopic features of tumors arising from endocrine cells of the gastrointestinal tract are de-
scribed, with an emphasis on their classification, diagnostic criteria for their grading and TNM (tumor, node, metastasis) staging, and how these
tumors differ according to their localization in the gastrointestinal tract . Conclusion: Tumors arising from neuroendocrine cells are rare and can
cause typical symptoms of carcinoid syndrome. However, most of these tumors are asymptomatic, which, together with their typical small size
and localization in the gut, makes them difficult to access endoscopically and often leads to diagnosis at an advanced stage. To successfully dia-
gnose and treat tumors arising from neuroendocrine cells, they should be assessed using a differential diagnostic procedure and be histopatho-
logically classified, graded, and staged according to specified criteria and the latest classifications and guidelines. Although the terms “carcinoid’,
“neuroendocrine tumor”, and “neuroendocrine carcinoma” are often used synonymously in the literature and by professionals, more precise

terminology is required for nomenclature and classification.

Key words

gastrointestinal neuroendocrine neoplasms — neuroendocrine tumors — neuroendocrine carcinomas - classification — NET — NEC

Uvod
Neuroendokrinny systém ¢loveka je tvo-
reny bunkami so spolo¢nymi vlastnos-
tami buniek nervového aj endokrinného
systému s doéleZitou regula¢nou ulohou,
so schopnostou vylucovat peptidové
hormoény [1,2]. Neuroendokrinné bunky
sa vyskytuju difuzne v mnohych orga-
noch a tkanivéach a su sucastou tzv. difuz-
neho neuroendokrinného systému (dif-
fuse neuroendocrine system — DNES),
v minulosti ozna¢ovaného APUD systém
(amine precursor uptake and decarbo-
xylation) [3]. Napriek neustale pokracu-
jucemu vyskumu zostdvaju tieto bunky
v mnohych ohladoch zdhadné a oprav-
nene aj v sti¢asnosti vzbudzuji pozornost
histopatoloégov. Ide o bunky s nejasnym
embryonalnym pévodom, nespochybni-
tefnym neural-like fenotypom a schop-
nostou vylucovat na zaklade roéznych
stimulov peptidové hormény do krvi
s dopadom na cely organizmus, pripadne
je ich hormonalna aktivita limitovana na
okolie bunky [2]. Nazov buniek vycha-
dza z pévodnej predstavy, Ze pochadzaju
embryologicky z neurdlnej listy. Tato do-
mnienka bola uz koncom minulého sto-
roc¢ia spochybnend a v sicasnosti sa pred-
pokladd, Zze bunky maju endodermalny
povod [2]. Z praktického hladiska pouzi-
vaju vietky klasifikicie pri opise tychto
buniek termin ,neuroendokrinny” vzhla-
dom na ich fenotyp a funk¢né vlastnosti.
Nadory vychadzajuce z neuroendo-
krinnych buniek sa mézu vyskytovat vo

vietkych lokalitach, kde su fyziologicky
tieto bunky pritomné. Okrem typickych
lokalit (gastrointestinalny trakt (GIT),
bronchopulmondlny systém) boli opi-
sané aj v jazyku [4], v mocovo-pohlav-
nom systéme vratane obli¢iek [5], pros-
taty [6,7], ovarii [8,9], prsnika [10,11]
a maternice [12,13]. Vo vSeobecnosti ide
o pomaly rasttice tumory s malignym po-
tencidlom, so 3pecifickymi biologickymi
a klinickymi charakteristikami, a prave
pre ich roznorodost je ich spravna dia-
gnostika naro¢nd a ¢asto zdlhava [14].
Redlna incidencia nadorov z neuroen-
dokrinnych buniek nie je zndma, vdcsina
z nich pravdepodobne unikd diagnéze
pocas zivota pacienta [15]. Podrobne sa
incidencii venuju Leoncini et al v jednot-
livych Statoch Eurépy na zaklade analyzy
publikovanych studii a v USA na zaklade
databazy SEER (Surveillance, Epidemio-
logy, and End Results) [16]. Celosvetovo sa
incidencia dobre aj nizko diferencovanych
nadorov z neuroendokrinnych buniek zvy-
Suje vo vacsine anatomickych miest [16].

Od historie po sucasnost

Od objavenia neuroendokrinnych na-
dorov (neuroendocrine tumors — NETSs)
azZ po ich zjednotenie a klasifikaciu preslo
viac ako 130 rokov. Ked' Paul Langerhans
objavil v roku 1869 pankreatické ostrov-
Ceky, bol pravdepodobne prvy, kto po-
pisal normalne endokrinné bunky [17].
V roku 1870 si nemecky fyziolég Ru-
dolf Heidenhain ako prvy vsimol a opi-

sal pritomnost gastrointestinalnych bu-
niek v sliznici ¢reva, ktoré boli svojou
Struktdrou a spravanim odlisné od oxyn-
tickych a enterickych buniek. Podobné
bunky popisal v roku 1897 aj rusky his-
tolég a anatém Nikolai Kultschitzky [17].
Je zrejmé, Ze podobné nélezy boli opiso-
vané réznymi patolégmi od roku 1867,
avsak neboli uznané za samostatnu jed-
notku [17]. V roku 1907 Carmelo Ciaccio
zaviedol pojem enterochromafinné pri
popisovani tychto buniek [18]. V tom
istom roku Siegfried Oberndorfer ako
prvy pouzil termin ,karcinoid”. Zavedenim
nézvu karcinoid sa snazil odlisit tieto zdan-
livo benigne lézie od malignych adenokar-
cinémov [18].V roku 1914 chirurg Antonin
Gosset a patolég Pierre Masson pouzili
techniku impregnécie striebrom na preu-
kazanie vlastnosti buniek karcinoidov
a predpokladali, Ze mézu vznikat z ente-
rochromafinnych buniek (Kultschitzkeho
buniek) intestinalnej sliznice [17]. Hoci si
Oberndorfer spociatku myslel, Ze sa jednd
o benigne |ézie, o dve dekady neskor zme-
nil svoj nézor na ich biologické spravanie
na zadklade ndlezu metastatickych lozisk.
Jeho novy objav odpublikovany v tu-
reckom jazyku unikal vd¢3ej pozornosti
takmer celé storocie [17].Vroku 1924 Seale
Harris ako prvy opisal inzuliném a endo-
génny hyperinzulinizmus a o par rokov ne-
skor jeho kolegovia popisali glukagénovy
syndrom. Robert Zollinger a Edwin Elli-
son popisali po prvykrat gastriném v roku
1955 [17]. Postupne boli objavované a po-
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Tab. 1. Porovnanie WHO klasifikacii gastrointestinalnych neuroendokrinnych neoplazii [22].

WHO 1980

I. karcinoid

WHO 2000
1. dobre diferencovany endokrinny tumor (WDET)

2. dobre diferencovany endokrinny karcindm (WDEC)

3. nizko diferencovany endokrinny karciném/ malo-
bunkovy karciném (PDEC)

Il. mukokarcinoid

lll. zmiesané formy karcinoid
—adenokarcinom

4. zmieSany exokrinny — endokrinny karciném (MEEC)

NET - neuroendokrinné nddory, NEC — neuroendokrinné karcinémy

pisované dalSie neuroendokrinné syn-
drémy. V roku 2013 Jens Rehfeld et al po-
pisali syndréom zo zvyseného vylucovania
cholecystokininu [19].

V roku 1963 sa zacala pouzivat schéma
rozdelenia nddorov vychadzajlcich z neu-
roendokrinnych buniek podla réznych uUse-
kov embryondlneho ¢reva na nadory pred-
ného (foregut - pltca, Zaludok, duodénum,
pankreas, ZI¢nik), stredného (midgut - jeju-
num, ileum, apendix, prava cast hrubého
¢reva) a zadného (hindgut - lava cast
hrubého ¢reva, rektum) ¢reva, ktord pouka-
zovala na vztah morfolégie a topografie ich
vyskytu [20]. V roku 1995 taliansky patoldg
Carlo Capella et al publikovali dalsiu klasifi-
kéciu, v ktorej navrhovali zmenu nazvu kar-
cinoidny tumor na NET, zahrfujuci vietky
nadory vychadzajuce z neuroendokrin-
nych buniek [21]. V sucasnosti su platné
WHO (World Health Organization) klasi-
fikdcie pre gastrointestindlne NETs z roku
2010 [22], pre NETs pluc z roku 2015 [23]
a najnovsia pre NETs pankreasu z roku
2017 [24].

Terminolégia a klasifikacia
Terminolégia nadorov vychadzajucich
z neuroendokrinnych buniek sa niekol-
kokrat menila a ani v sic¢asnosti nie je
jednotna pre celu skupinu nadorov. Na-
zvoslovie a klasifikdcia tychto nadorov
sa odliuje v zavislosti od ich anatomic-
kej lokality [25-27].

Eurépska spolo¢nost neuroendokrin-
nych nadorov (European Neuroendocrine
Tumor Society — ENETS) vydala v roku
2016 zatial posledné odporucania pre dia-
gnostikuy, lie¢bu a meneZzment pacientov
s gastrointestinalnymi NETSs [28]. Pre klasi-
fikaciu a stanovenie gradingu odporucaju

WHO 2010
1.NET G1 (karcinoid)
2.NET G2

3.NEC (velkobunkovy alebo malobun-
kovy typ)

4. ZmieSany adenoneuroendokrinny
karcindm (MANEC)

Tab. 2. Grading gastrointestinalnych neuroendokrinnych neoplazii [22].

NET G1
Pocet mit6z/10 HPF* <2
Ki-67** <2%

NET G2 NECG3
2-20 > 20
3-20% >20%

NET - neuroendokrinné nadory, NEC - neuroendokrinné karcinémy , AJCC - Union
for International Cancer Control, UICC - American Joint Committee on Cancer

* Mitdzy sa pocitaju v mitoticky najaktivnejsich oblastich, pri zvac¢seni 40x,v 10 HPF
(high power fields) = 2 mm?, pricom je potrebné pozorne zhodnotit minimalne 50
HPF podla AJCC alebo 40 HPF podla UICC.

** Proliferacny index Ki-67 udava percento pozitivnych buniek z 500-2000 buniek

v prolifera¢ne najaktivnejsich oblastiach (tzv. hot spots) [33].

opierat sa o WHO klasifikaciu 2010, ktord
prijala gradingovy systém zavedeny spo-
lo¢nostou ENETS.

WHO klasifikédcia gastroenteropan-
kreatickych nadorov z roku 2010 (tab. 1)
pouziva pre celd skupinu nddorov nazov
neuroendokrinné neoplazie (gastroen-
teropancreatic neuroendocrine neopla-
sms — GEP-NENs) [22] a zahfna nadory pa-
Zerdka, zaludka, tenkého a hrubého creva
vratane ampuldrnej oblasti a apendixu, na-
dory rekta, pankreasu, Zl¢nika a extrahe-
patalnych Zl¢ovych ciest. Tato klasifikécia
priniesla striktnejsie pravidla na rozdele-
nie NENs na zaklade morfoldgie a prolife-
racnej aktivity na NETs a neuroendokrinné
karcindmy (neuroendocrine carcinomas -
NECs). Spominand WHO klasifikacia sice
pripusta, Zze termin ,neuroendokrinna
neopldzia“ sa méze pouzivat synonymicky
s nazvom NET, no kedZe NETs predsta-
vuju konkrétnu podskupinu nadorov, bu-
deme pre lepsiu prehladnost tento nazov
pouzivat len v suvislosti s nimi. Okrem ¢is-
tych NENs rozoznava WHO Kklasifikacia aj

zmie$ané adenoneuroendokrinné karci-
némy (mixed adenoneuroendocrine carci-
noma - MANEC), v ktorych kazda kompo-
nenta tvori > 30 % tumoru. Opisané su aj
dlazdicovobunkové karcinémy koexistu-
juce s NEC [29].V tab. 1 je porovnanie roz-
nych WHO klasifikacii NENs gastrointesti-
nalneho systému.

WHO klasifikacia 2010 predklada
3-stupriovy grading NENs GIT vratane
pankreasu navrhnuty spoloc¢nostou
ENETS na konferenciach v Rime v rokoch
2005 [30] a 2006 [31]. Grading vycha-
dza z morfologickych kritérii a prolife-
ra¢nej aktivity nddorovych buniek sta-
novenej poctom mitéz a prolifera¢nym
indexom Ki-67 (tab. 2). V pripade, ak by
doslo k rozporu medzi danymi ukazova-
tefmi, stanovuje sa vy3si grading [32].

Vysledky viacerych studii poukazali,
Ze spominany grading v pripade pan-
kreatickych NENs (PanNENs) nekore-
luje Uplne s odpovedou na liecbu a pre-
Zivanim pacientov, najma v skupine
nizko diferencovanych pankreatickych

Klin Onkol 2018; 31(3): 167177
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Tab. 3. Porovnanie T stadii TNM klasifikacie pre NETs G1 a G2 zaltudka a apendixu podla AJCC/UICC [34,35] a ENETS [30,31].

Lokalita NET G1-G2
T stadium AJCC/UICC
zaludok T1 nador < 1 cm a invaduje laminu
propria alebo submukoézu
T2 nador > 1 cm alebo invaduje
muscularis propria
T3 nador invaduje subser6zu
T4 nador perforuje visceralne perito-
neum (serdzu) alebo invaduje iné
organy alebo prilahlé struktury
apendix T1 nador <2 cm
T2 nador 2-4 cm
T3 nador > 4 cm alebo subserézna
invazia, alebo invazia do
mezoapendixu
T4 nador perforuje peritoneum alebo in-

vaduje prilahlé organy a Struktury

ENETS

nador < 1 cm a invaduje laminu propria alebo submukézu

nador > 1 cm alebo invaduje muscularis propria alebo
subserézu

nador penetruje serézu
nador invaduje prilahlé Struktury

nador < 1 cm a invaduje submukézu a muscularis propria

nador <2 cm a invaduje submukézu, muscularis propria
a/alebo minimalne (< 3 mm) invaduje subserézu/mezoapendix

nador >2 cm a/alebo extenzivna invazia (nad 3 mm)
subserézy/mezoapendixu

nador invaduje peritoneum/iné organy

NET - neuroendokrinné nadory, AJCC - Union for International Cancer Control, UICC - American Joint Committee on Cancer,

ENETS - Europska spolo¢nost neuroendokrinnych nadorov

NEC (PanNECs). Na zaklade tychto 3tu-
dii bola aktualizovana klasifikacia Pan-
NENSs, ktora je sticastou novej WHO kla-
sifikacie nadorov endokrinnych organov
z roku 2017 [24]. NajdolezitejSou zme-
nou je rozdelenie PanNECs G3 na dve
skupiny. Prvid skupinu predstavuje nova
kategdria nadorov PanNETs G3, ktoré si
zachovévaju dobre diferencovany histo-
logicky vzor so zvySenou mitotickou akti-
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Obr. 1. Neuroendokrinny nador G1. Hematoxylin eozin, 400x.

vitou a Ki-67 > 20 %. Druht skupinu tvo-
ria nadory zodpovedajice morfolégiou
a prolifera¢nou aktivitou PanNECs podla
WHO klasifikacie 2010. Pri odliSeni tychto
dvoch skupin nadorov je mozné vyu-
Zit imunohistochemické vysetrenie, pre
skupinu nadorov PanNETs G3 je typickd
strata expresie markerov DAXX a ATRX,
pre nddory PanNECs strata expresie Rb
a abnormalna expresia p53 [33]. Dalsia

zmena sa tyka hranice Ki-67 medzi Pan-
NETs G1 a G2, ktora bola vo WHO klasi-
fikacii 2010 < 2 %, v klasifikacii 2017 sa
hranica posunula na Ki-67 < 3 %, aby
boli zahrnuté aj hodnoty medzi 2 a 3 %,
aj ked' povodne sa uvazovalo o posunuti
hranice azZ na 5 %. Tretia zmena nastala
v premenovani skupiny zmieSanych ade-
noneuroendokrinnych nadorov. Kedze
ne-neuroendokrinnd zlozka moéze byt
ind ako adenokarcindm, zaviedol sa
pojem “zmie3and neuroendokrinnd -
o ne-neuroendokrinna neopldzia“, (mixed
neuroendocrine - non-neuroendocrine
; neoplasm — MiNEN) [24].

RORLS $4= ENETS navrhla prvy TNM stagingovy

\ 2 et
AN \f’lh‘ WA systém pre NETs, ktory bol prijaty na
\ BN L .. konferencii v Rime v roku 2005 pre na-

A . »
=% \_"i!_.”’, . | doryZaludka, duodéna a pankreasu [30]

828 Yy ."14--“».-'_‘_-‘_ a v roku 2006 pre nadory ilea, apen-
dixu, hrubého ¢reva a rekta [31]. Spomi-
nany systém bol ¢iasto¢ne akceptovany
7. vydanim TNM klasifikacie malignych
nadorov UICC (Union for International
Cancer Control) a AJCC (American Joint
Committee on Cancer). V sucasnosti je
platné uz 8. vydanie TNM klasifikéacie
UICC aj AJCC [34,35] so samostatnymi
kapitolami venovanymi NETs G1 a G2 Za-
ludka, duodéna a ampuldrnej oblasti, je-
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juna, ilea, apendixu, hrubého creva,
rekta a pankreasu. NEC G3 sa klasifikuju
podla kritérii TNM systému pre karci-
némy prislusného orgdnu. Oproti 7. vy-
daniu TNM klasifikacie nastali niektoré
zmeny, pricom 8. vydanie AJCC a UICC
akceptovalo TNM klasifikaciu navrhnutu
spolo¢nostou ENETS pre vacsinu orga-
nov, rozdiely su len v T stadidch nddorov
zaludka a apendixu. Porovnanie T klasi-
fikacii AJCC/UICC a ENETS je uvedené
v tab. 3 so zvyraznenim rozdielov medzi
nimi. Na zaver histopatologickej spravy
je potrebné uviest pouziti TNM klasifi-
kaciu a vysvetlit, na zaklade ktorych fak-
torov bolo ur¢ené T stadium (velkost na-
doru, rozsah invazie), aby bolo mozné
sa zorientovat medzi réznymi klasifika-
ciami [1]. ENETS odporuca pre urcenie
stagingu vychadzat bud'z TNM klasifika-
cie UICC/AJCC alebo ENETS, za najlepsie
povazuje pouzitie oboch klasifikacii [36].

Vseobecna histopatologicka

a imunohistochemicka
charakteristika NENs

NENs su ¢asto malé nadory Zltej, Zlto-
hnedej az Sedej farby, prekryté intakt-
nou alebo ulcerovanou sliznicou. V GIT
vznikaju hlboko v sliznici, pomaly pre-
rastaju vsetky vrstvy sliznice, coho doé-
sledkom je vznik malych tuhych uzli-
kov prominujucich do limenu organu.
7ZIté zafarbenie je spdsobené ukladanim
cholesterolu a inych tukov. Po infiltracii
submukdzy, lamina muscularis propria
a serézy mbzu nadory prerastat do oko-
litého tkaniva (napr. mezentéria). V pri-
pade agresivnych tumorov su ¢asté me-
tastazy do okolitych lymfatickych uzlin
a vzdialené metastazy hlavne do pecene
a dutiny brusnej [37].

Histologicky su NETs G1 (obr. 1, 2) cha-
rakterizované polygondlnymi bunkami
s malym kompaktnym, uniformnym
jadrom s jemne zrnitym chromatinom
charakteru ,salt and pepper”, obycajne
nenapadnym jadierkom a s malym
az strednym mnozstvom eozinofil-
nej cytoplazmy. Mit6ézy takmer chybaju
(< 2/10 HPF (high-power field)), zriedka
sa vyskytuje angioinvazia, nekrézy ne-
byvaju pritomné. Elektrénovo-mikrosko-
picky su pozorovatelné denzné granuly,
ktoré obsahuju aktivne aminy a/alebo
neuropeptidy.

Obr. 2. Neuroendokrinny nador G1. Imunohistochemické vysetrenie s protilatkou proti
Ki-67. Ojedinela pozitivita Ki-67 < 2 %. 3,3-diaminobenzidin, 200x.

Obr. 4. Neuroendokrinny nador G2. Imunohistochemické vysetrenie s protilatkou proti
Ki-67. Pozitivita Ki-67 2-20 %. 3,3-diaminobenzidin, 200x.
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Obr. 6. Neuroendokrinny karcindm G3. Imunohistochemické vysetrenie s protilatkou
proti Ki-67. Pozitivita Ki-67 > 20 %. 3,3-diaminobenzidin, 200x.

Obr. 7. Neuroendokrinny nador. Imunohistochemické vysetrenie s protilatkou proti
chromograninu. Silna difizna pozitivita. 3,3-diaminobenzidin, 200x.

9

NETs G2 (obr. 3, 4) su tvorené okruh-
lymi az vretenovitymi bunkami bud
s velkymi vezikuldrnymi jadrami a pro-
minentnymi eozinofilnymi jadierkami
alebo s mensimi hyperchromnymi
jadrami s nepravidelnym hrudkovitym
chromatinom a malymi jadierkami. Mi-
tozy su pocetnejsie (2-20/10 HPF), m6zu
byt aj atypické a ojedinele sa vyskytuju
nekrézy.

NECs (obr. 5, 6) su vysoko maligne,
nizko diferencované G3 nadory pozo-
stavajuce z anaplastickych okrudhlych,
polyhedrickych az vretenovitych bu-
niek. Mitézy su pocetné (> 20/10 HPF),
nekrézy su rozsiahle a ¢asto multifo-
kalne. Na zaklade velkosti buniek a jad-
rovych charakteristik sa NECs delia na
malobunkovy a velkobunkovy pod-
typ. Malobunkové karcinémy pozosta-
vaju z malych okrahlych, ovoidnych
alebo vretenovitych buniek s malym
mnozstvom cytoplazmy. Jadrd obsa-
huju jemne zrnity chromatin, bez vidi-
telnych jadierok alebo len s nenapad-
nymi jadierkami. Velkobunkové NECs
su vSeobecne tvorené strednymi az vel-
kymi bunkami s nepravidelnym atypic-
kym jadrom a prominentnymi jadier-
kami. Jadrovo-cytoplazmovy pomer je
mensi ako v pripade malobunkovych
karcinémov [29,38,39].

Pre nddory vychadzajuce z neuroen-
dokrinnych buniek je charakteristicka
imunohistochemicka pozitivita marke-
rov typickych pre neuroendokrinnu dife-
renciaciu, ako st chromogranin A (obr. 7),
synaptofyzin (obr. 8), CD56 (neural cell
adhesion molecule - NCAMT1), neurén-
-$pecifickd enoldza (neuron-specific
enolase — NSE) a PGP9.5 (protein gene
product 9.5) [40]. Okrem toho su tieto
nadory schopné produkovat rézne pro-
teiny v zavislosti od typu buniek a ich
lokality, napr. serotonin, gastrin, soma-
tostatin, pankreaticky polypeptid, ghre-
lin. Expresiu spominanych proteinov
mozeme taktiez dokézat imunohisto-
chemickymi metédami.

Klinicka manifestacia NENs

Typickym prejavom zvyseného vyluco-
vania peptidovych horménov z nddorov
z neuroendokrinnych buniek je skupina
priznakov nazyvanych karcinoidny syn-
drém. Za normélnych okolnosti dokaze
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Obr. 8. Neuroendokrinny nador. Imunohistoch
naptofyzinu. Silna difizna pozitivita. 3,3-diaminobenzidin, 200x.

4 7
Tab. 4. Priznaky najcastejSich neuroendokrinnych nadorov pankreasu [1].
Typ NETu pankreasu  Symptomy
inzulindm zmatenost, nadmerné potenie, slabost, zavrat, bezvedo-
mie, Ulava po jedle
gastrindm Zollinger-Ellisonov syndrém, hnacky, alebo hnacky s
peptickymi ulcerdciami
glukagonom nekrolyticky migracny erytém, strata hmotnosti,
diabetes mellitus, hnacky, stomatitida
VIP6m Verner-Morrisonov syndrém, profiizne vodnaté hnacky
s hypokalémiou
nador vylucujuci cholelitidza, strata hmotnosti, hnacky a steatorea,
somatostatin diabetes mellitus
nefunkéné symptémy spojené s nddorovou masou v pankrease, pri-
pankreatické NETs padne s pe¢enovymi metastazami
NET - neuroendokrinné nadory
- J

pecen pomerne rychlo zmetabolizovat
peptidové hormony vylicené tymito na-
dormi, ¢o vsak neplati v pripade ich me-
tastatického rozsevu do pecene. Pre-
javuje sa u 8-35 % pacientov a je ¢asto
asociovany s pritomnostou NET G1 (kar-
cinoidu) vtenkom ¢reve [41].Karcinoidny
syndrom vznikd Gc¢inkom serotoninu
a inych vazoaktivnych latok, ktoré vstu-
puju do systémovej cirkulacie a ovplyv-
nuju pecenovy metabolizmus [42,43].

Karcinoidny syndrom zahfna rézne
priznaky. Opakujuce sa bolesti brucha
sa najcastejsie objavuju pri karcinoi-
doch tenkého creva. Kozné prejavy su
pomerne véasny a Casty priznak (94 %).
Typicky sa prejavi v oblasti hlavy a krku,
je sprevddzany neprijemnym poci-
tom tepla, svrbenim, opuchom a eryté-
mom hornej casti tela, zvysenym sline-
nim a slzenim. Hnac¢ka a malabsorbcia
sa prejavuju az v 84 %. Stolice su ob-

jemné, penivé alebo je pritomna stea-
torrhea. Tento stav moze a nemusi byt
spojeny s bolestou brucha, navalmi
a kif¢mi. Az v 60 % moze dojst k srdco-
vej chybe na trikuspidalnej chlopni, fib-
réze endokardu, pulmondlnej stendze.
Piskoty alebo asthma-like syndrome sa
objavuju v 25 % v doésledku bronchial-
nej konstrikcie, o neskér moze vyustit
az do chronického kasla a dyspnoe [44].
Funk¢né PanNETs maju svoj vlastny Spe-
cificky klinicky obraz (tab. 4) [1]. Klinicky
obraz NETs bez priznakov karcinoidného
syndrému je pomerne nespecificky. Sta-
novenie vhodného diagnostického a te-
rapeutického postupu si vyzaduje me-
dziodborovu spolupracu onkolégoyv,
endokrinolégov, radiolégov, chirurgov
a patolégov.

NENs jednotlivych casti GIT

GEP-NENSs predstavuju geneticky rézno-
rodu skupinu nadorov produkujucich
peptidové a ne-peptidové hormény koor-
dinujuce funkciu criev. Tieto nadory mozu
byt klinicky symptomatické, ,funkéné”
alebo tiché, ,nefunkéné” [45]. V GIT exis-
tuje najmenej 13 typov neuroendokrin-
nych buniek produkujucich bioaktivne
peptidy alebo aminy [42]. Tvorba jednot-
livych hormdnov je ¢asto zavisla od lokali-
zacie primarneho nadoru (tab. 5).

Data z prieskumov hovoria o stupaju-
cej incidencii NETs, ¢o moOze byt aj do-
sledkom zlepsSenia a spresnenia dia-
gnostickych metdd [46]. Najcastejsie
NETs G1 (karcinoidy) v muzskej popu-
lacii nachddzame v tenkom ¢reve, v ob-
lasti termindlneho ilea, u zien v apen-
dixe [47]. Kym vo vieobecnosti maju
dobre diferencované NETs skoér indo-
lentny priebeh, nizko diferencované
NECs su charakteristické svojou agresivi-
tou a skorym metastdzovanim.

NENSs pazeraka

NENs pazerdka su pomerne vzacne azried-
kavé nadory, s incidenciou 0,05-7,6 % zo
vietkych malignit pazerdka [48]. Tieto na-
dory rastu prevazne v dolnej tretine pa-
zerdka, ¢asto su asociované s Baretovym
ezofagom [49]. Vacsina NENs pazZerdka su
NECs G3 alebo zmieSané adenoneuroen-
dokrinné karcinémy [22]. Celkovo sa po-
vazuju za nadory s agresivnym spravanim
a zlou prognézou.
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NENs zaludka

Zaltudoéné NENs boli v minulosti pova-
Zované za nadory s pomerne nizkym vy-
skytom, predstavovali < 2 % zo v3etkych
gastrointestindlnych NENs a < 1 % zo

vsetkych nadorov Zaludka. V dosledku
zvyseného poctu gastroskopickych vy-
Setreni stlpa zachyt tychto nadorov, po-
sledné analyzy hovoria o vzostupe ich
vyskytu na >10 % [50,51].

Tab. 5. Produkcia horménov v zavislosti od lokalizacie nadoru [47].

Lokalizacia Hormoény

zaludok histamin, gastrin, serotonin, somatostatin
duodenum gastrin, serotonin, somatostatin

jejunum

ileum enteroglukagon, serotonin, substancia P, tachykinin
cékum

apendix enteroglukagén, peptid YY, serotonin, somatostatin
kolon enteroglukagon, serotonin, somatostatin

rektum

pankreas

ACTH, kalcitonin, cholecystokinin, glukagoén, gastrin, insulin, neu-

rotensin, pankreaticky polypeptid, prolaktin, somatostatin, vazo-

aktivny intestindlny peptid

ACTH - adrenokortikotropni hormon

Tab. 6. Klasifikacia gastrickych NENs podla ENETS [52].

Vacsinu NENs Zaludka tvoria NETs -
dobre diferencované, nefunkéné nadory
z buniek podobnych enterochromafin-
nym (enterochromaffin like cells - ECL),
vznikajuce predovietkym v oblasti tela
a fundu Zaludka. Podla WHO aj ENETS
rozliSujeme tri typy gastrickych NENs,
ich rozpoznanie je dolezité pre urce-
nie spravneho diagnostického postupu
a liecby (tab. 6) [22,52,53].

Typy 1 a 2 vznikaju ako désledok
vplyvu zvysenej gastrinémie na ente-
rochromafinné bunky v mukéze tela
a fundu zaludka [54]. Zalido¢né NENs
1. a 2. typu su vacsinou mnohopocetné
tumory, mensie ako 1-1,5cm a st obme-
dzené na mukézu, menej submukdzu,
bez prieniku do lamina muscularis pro-
pria. Typ 1 predstavuje najcastejsiu gas-
trickd NEN, tvori az 80 % zo vsetkych Za-
ludocnych NENs [33,55]. Ide ¢asto o malé
multifokdlne lézie asociované s autoi-
munitnou chronickou atrofickou gastri-

Typ1 Typ 2 Typ 3

% zastupenie v skupine NENs 70-80 5-6 14-15
charakteristika nadoru < 1-2 cm, mnohopocetné, < 1-2 cm, mnohopocetné, > 2 c¢m, polypoidné

polypoidné polypoidné s ulceraciami
sprevadzajuce ochorenie atrofickd gastritida gastrinébm / MEN 1 Ziadne
grading G1-G2 NET G1-G2 NET G3 NEC
WHO 2010 klasifikacia G1 G1/G2 G1-G3
hladiny gastrinu v sére mierne zvysené mierne zvysené fyziologické
% metastaz 2-5 10-30 50-100

NEN - neuroendokrinné neoplézie, NET — neuroendokrinné nddory, NEC — neuroendokrinné karcinémy, ENETS - Europska spolo¢-

nost neuroendokrinnych nadorov

Tab. 7. Porovnanie WHO klasifikacii neuroendokrinnych neoplazii pankreasu [24].

WHO 1980

nador z ostrovcéekovych buniek
(adeném/karciném)

WHO 2000/2004

dobre diferencovany
endokrinny tumor/karciném

WHO 2010
NET G1/G2

(WDET/WDEC)

nizko diferencovany endo-
krinny karciném

nizko diferencovany
endokrinny karciném/malo-

bunkovy karciném (PDEC)

zmiesany exokrinny-edo-
krinny karciném (MEEC)

dokrinny karciném

NEC (G3), velkobunkovy
alebo malobunkovy typ

zmieSany adenoneuroen-

WHO 2017

NET G1/G2/G3
dobre diferencovana NEN

NEC (G3), velkobunkovy alebo
malobunkovy typ (nizko dife-
rencovana NEN)

zmie$ana neuroendokrinnd -
ne-neuroendokrinnd neoplazia

NET - neuroedokrinné nadory, NEN — neuroendokrinné neoplézie, NEC - neuroendokrinné karcinémy
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tidou a hypergastrinémiou [45,56]. Typ 2
zalido¢nd NEN predstavuje priblizne
5 % zo vsetkych zaludoc¢nych NENs [55].
Typicky sa prejavuje zvacsenim Zaludka
so zhrubnutou stenou v désledku hy-
pertroficko-hypersekretorickej gastro-
patie a pocetnych slizni¢nych a podsliz-
ni¢nych 1ézii. Tento typ je asociovany
s mnohopocetnou NENs typu 1 (MENT)
a Zollinger-Ellisonovym syndrémom
(ZES), ktoré vznikaju v dosledku autozo-
mélne dominantnej mutacie MEN1 génu
na chromozéme 11q13. Nadory produ-
kujuce gastrin (gastrinémy) typicky pri-
tomné u pacientov s MEN1-ZES vedu
k hypergastrinémii s naslednym vyvo-
jom hyperplazie ECL buniek, dyspla-
zie a NEN 2. typu [54,56]. Tento typ sa
zriedka vyskytuje u pacientov so spora-
dickym ZES [57].

Nadory 3. typu predstavuju sporadické
NENSs, ktoré vznikaju pri fyziologickych
hladinach gastrinu v mukéze Zalidka bez
signifikantnej patolégie a tvoria okolo
13 % zo vsetkych zaludo¢nych NENs. Su
agresivnejsie ako NENs 1. a 2. typu, ¢asto
ide o vdcsie, hlboko invadujuce, metasta-
zujuce, G3 nadory [52].

Niektori autori uvadzaju aj 4. typ
NENSs [55]. Makroskopicky ide o mnoho-
pocetné malé lézie, histologicky obraz
odhali hypertrofiu a hyperplaziu parie-
talnych buniek.

NEC Zaludka patri medzi raritné na-
dory [55]. Predstavuje nizko diferenco-
vany, vysoko maligny nador, ktory vac-
$inou v case diagnézy invaduje hlboko
do steny Zaludka a infiltruje lymfatické
a krvné cievy [58].

NENSs tenkého ¢reva

NENSs tenkého ¢reva je mozné rozdelit na
zaklade miesta vyskytu na dve skupiny,
nadory hornej ¢asti tenkého ¢reva (duo-
dénum a proximalne jejunum) a nadory
dolnej ¢asti tenkého ¢reva (distélne jeju-
num, ileum a Meckelov divertikel).

Duodénum a proximalne jejunum

Jedna sa o pomerne zriedkavé nadory,
rddovo tvoria 5,7-7,9 % zo vsetkych
NETs [33]. V duodéne sa v rdmci NENs
najcastejsie vyskytuju NETs. Bolo opisa-
nych pat typov duodenalnych NENs na
zaklade hormonalnej latky, ktora zvy-
Sene produkuju. Gastrin-produkujuce

NENSs sa vyskytuju sporadicky alebo ako
sucast MEN1-ZES, mozu byt nefunkcné
alebo funkéné (gastrindémy). Svojim vy-
skytom patria medzi naj¢astejSie NENSs,
tvoria 62 % zo vietkych NENs duodéna
a proximalneho jejuna [56,58]. Soma-
tostatin-produkujtci nddor predstavuje
druhy typ duodendlnych NENs vyskytu-
juci sa prevazne v ampuldrnej/periam-
pularnej casti duodéna, c¢asto aso-
ciovany s von Recklinghausenovou
chorobou (neurofibromatéza typ 1) [59].
Medzi dalSie patri gangliocyticky para-
gangliom [47], nefunkény NET s obsa-
hom serotonin- a kalcitonin-pozitivnych
buniek [58] a NEC [59].

Distalne jejunum a ileum

V oblasti distadlneho jejuna a ilea sa vy-
skytuju len NETs (karcinoidy), NECs ne-
boli v tychto oblastiach popisané.
Vacsina nadorov sa nachadza v termi-
nalnom ileu a najcastejsie ide o sero-
tonin-produkujuce NETs z enterochro-
mafinnych buniek, ktoré na zaklade
proliferacnej aktivity spadaju do kategé-
rie G1. Vileu sa vyskytuje az 49,9 % in-
testindlnych NETs [33]. Priblizne 8 %
iledInych NETs je asociovanych s karci-
noidnym syndrémom [22].

Apendix

NET apendixu patri medzi najc¢astejsie
apendikalne tumory [60] nahodne ndj-
dené pri apendektémii, az 90 % je men-
Sich ako 1cm [58]. Zo vietkych nadorov
apendixu NETs predstavuju az 85 % [35].
Najcastejsie ide o serotonin-produ-
kujuce nadory vychadzajuce z ente-
rochromafinnych buniek. Apendikalne
NETs < 2cm metastazuju pomerne zried-
kavo, avsak s velkostou nadoru rastie aj
vyskyt metastaz [51,60].

NENSs hrubého ¢reva a rekta

NENs sa najcastejsie vyskytuju v rekte,
menej v céku, colon sigmoideum, rekto-
sigmoideum a colon ascendens. Ide pre-
vazne o NETs, ktoré podlfa prolifera¢nej
aktivity spadaju do skupiny G1. NECs su
zriedkavé, no v porovnani s inymi ¢astami
GIT sa v kolorekte vyskytuju ¢astejsie [22].

Hrubé crevo
NENs hrubého ¢reva su velmi zriedkavé.
Klinicky sa prezentuju poruchami vy-

prazdnovania, gastrointestinalnym krva-
canim, bolestami brucha, stratou hmot-
nosti. Asymptomatické lézie, ktoré sa
ndjdu pocas skriningovej kolonoskopie,
su spravidla neodlisitelné od inych [ézii
hrubého ¢reva.

Rektum

Tieto nadory su Casto asymptomatické,
malé lézie ndjdené ndhodne pri endo-
skopickom vysetreni. V lokalizovanej
forme je v Case diagndzy 75-85 % na-
dorov [61]. Nadory submukézy < 1cm
predstavuju az 80 % rektalnych
NETs [47].

NENs pankreasu

PanNENs su pomerne zriedkavé nadory
predstavujuce 1-3 % zo vsetkych malig-
nit pankreasu [33, 62-64]. WHO klasifi-
kacia a grading PanNENSs sa lisi od ostat-
nych gastrointestinalnych NENs (tab. 7).
Povécsine sa jednd o dobre diferenco-
vané NETs (40-91 %) [64].

NETs sa mozu klinicky prejavit hor-
mondlnym syndrémom v désledku hy-
persekrécie horménov bud' vlastnych
endokrinnému pankreasu alebo inych.
Hovorime o ,funk¢nych, syndrémovych
NETs” (inzuliném, gastrinédm, glukago-
ném). NETs, ktorych bunky exprimuju
$pecificky hormon, no neprejavuju sa kli-
nicky, nazyvame ,nefunkéné, nesyndro-
mové NETs" a v diagnostickom zavere pi-
$eme, z akych buniek vychadzaju, napr.
z a-buniek/glukagén-produkujuci NET,
z B-buniek/inzulin-produkujuci NET,
z G-buniek/gastrin produkujuci NET.

V minulosti tvorili funk¢né PanNETs
60-80 %, no v sucasnosti sa ukazuje pre-
vaha nefunkénych PanNETs (> 60 %) [24].
PanNETs su vacsinou sporadické na-
dory, no mozu sa vyskytovat aj ako su-
¢ast vrodenych syndrémov, najéastejsie
u pacientov s MEN1 syndrobmom (gas-
trindm, inzulindm) a von Hippel Lindau
(VHL) syndromom (vacsinou nefunkéné
nadory) [65].

Zaver

GEP-NENSs su zriedkavé nadory, ktoré sa
mozu prejavit typickymi priznakmi kar-
cinoidného syndrému. V takom pripade
je diagnostika s vyuzitim biochemickych,
zobrazovacich a bioptickych metéd po-
vacsine nendrocna. Karcinoidny syndrom
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sa vsak prejavi len v 8-35 % pripadov.
U ostatnych pacientov su priznaky nepe-
cifické, alebo st nadory asymptomatické,
¢asto najdené nahodne v chirurgickom
resekate odstranenom z inej indikacie.
Vzhladom na bezpriznakovost ¢asti na-
dorov, ¢asto ich malé rozmery a lokalitu
v oblastiach ¢reva tazko dostupnych en-
doskopickému vysetreniu su GEP-NENs
mnoho rdz objavené v pokrocilom $tadiu,
v Stadiu infiltracie do okolitych struktur,
v stadiu lymfogénneho a hematogén-
neho rozsevu. Zakladom uUspesnej dia-
gnostiky a liecby je mysliet na ne v ramci
diferencidlne-diagnostického postupu.
Vdaka v st&asnosti dostupnym vysoko
senzitivnym diagnostickym zobrazova-
cim metédam je mozné zachytit ocho-
renie vo v€asnom 5tadiu, kedy je tera-
pia najefektivnejsia. Nemenej dolezita
z hladiska diagnostiky a liecby je exaktna
histopatologicka klasifikacia s urc¢enim
gradingu a stagingu podla presne stano-
venych kritérii v sulade s najnovsimi kla-
sifika¢nymi schémami a odporucaniami
s ohladom na lokalitu nddoru.

V literature aj v odbornej verejnosti sa
casto pouzivaju pojmy karcinoid, NET ¢i
NEC synonymicky, no z hladiska nazvo-
slovia a klasifikacie je potrebné si osvojit
spravnu terminoldgiu. Ako NENs oznacu-
jeme celu skupinu nddorov z neuroendo-
krinnych buniek GIT, ide teda o vSeobec-
nejSie pomenovanie. NET oznacuju
dobre diferencované nadory s gradin-
gom G1 (karcinoidy) a G2. NEC charak-
terizuju nizko diferencované nadory G3.
Len spravna a jednotnd terminoldgia
a klasifikacia naddorov z neuroendokrin-
nych buniek umozni bezproblémovu
komunikaciu medzi $pecialistami z jed-
notlivych odborov a zabezpedi spravne
zvolenu liecbu a menezment pacientov
s tymto zriedkavym, no spolocensky vy-
znamnym ochorenim.
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PREHLAD

Mozna uUloha l'udskych herpetickych virusov
podcel'ade Alphaherpesvirinae pri vzniku

niektorych nadorovych ochoreni

A Possible Role of Human Herpes Viruses Belonging to the
Subfamily Alphaherpesvirinae in the Development of Some Cancers

Mrazova V., Golais F., Buda D.

Katedra Mikrobioldgie a viroldgie, PriF UK, Bratislava

Suhrn

Ludskeé virusy herpes simplex typ 1a 2 (HSV-1, HSV-2) sa vacsinou na zaklade séroepidemiologickych
studii davaju do suvislosti s viacerymi nadorovymi ochoreniami. Nepredpoklada sa vsak, ze by pri
vzniku nadorov mali priamu tlohu. Pésobia pravdepodobne len ako kofaktory. Experimentalne sa
podarilo dokazat ich schopnost transformovat bunky in vitro odstranenim ich vysokej lytickej schop-
nosti ur¢itou davkou UV Ziarenia alebo fotoinaktivaciou v pritomnosti fotosenzitizérov, napr. neut-
ralnej ervene alebo metylénovej modrej alebo kultivaciou v podmienkéch potlécajucich ich lyticku
schopnost. K vzniku nadorov by mohli prispiet niekolkymi mechanizmami. Podfa mechanizmu,hit
and run” navodi virusova DNA interakciou s bunkovou DNA a indukciou genetickych a epigenetic-
kych zmien len inicidciu transformécie a na dalSom procese neoplastickej progresie sa uz nepodiela.
Podla mechanizmu ,hijacking” méze virusovy produkt v infikovanych bunkach aktivovat signalnu
drahu a sposobit tym nekontrolovatelnt proliferaciu. Takymto produktom je napr. produkt génu
HSV-2 oznacovaného ako ICP10, ktory kdduje onkoprotein RR1PK aktivujuci signdlnu dréhu Ras.
V dvoch pripadoch, v pripade serézneho karcinému vajecnikov a v niektorych néddoroch prostaty
boli dokézané virusom kédované mikroRNA ako mozni spolopévodcovia vzniku nddorov. Moznu
Ulohu by mohli hrat aj nedévno popisané rastové faktory asociované s herpetickymi virusmi s trans-
formacnym a transforméciu potlacajucim ucinkom. Nakoniec, existuje rad ddkazov, ze HSV-2 méze
zvysovat riziko vzniku cervikdlneho karcinému po infekcii s ludskymi papilémovymi virusmi.

Klucové slova
HSV-1 - HSV-2 - nadory — mechanizmy transformacie

Summary

Seroepidemiological studies suggest that human herpes simplex virus type 1 (HSV-1) and 2 (HSV-2)
are linked with several types of cancer; however, they do not appear to play a direct role and are
considered to be cofactors. The abilities of HSV-1 and -2 to transform cells in vitro can be demon-
strated by suppressing their lytic ability via irradiation with a specific dose of ultraviolet light, pho-
toinactivation in the presence of photosensitizers (e. g., neutral red or methylene blue), and culture
under specific conditions. Several mechanisms have been proposed to explain the actions of these
viruses. According to the hit-and-run mechanism, viral DNA initiates transformation by interacting
with cellular DNA and thereby inducing mutations and epigenetic changes, but is not involved in
other stages of neoplastic progression. By contrast, according to the hijacking mechanism, viral pro-
ducts in infected cells can activate signaling pathways and thereby cause uncontrolled proliferation.
Such products include RR1PK, an oncoprotein that activates the Ras pathway and is encoded by
the HSV-2 gene ICP10 . Virus-encoded microRNAs may act as cofactors in tumorigenesis of serous
ovarian carcinoma and some prostate tumors. Herpes virus-associated growth factors that facilitate
or suppress transformation may play important roles in tumor formation. Finally, there is much evi-
dence that HSV-2 increases the risk of cervical cancer after infection of human papilloma viruses.
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HSV-1 — HSV-2 - cancer — mechanisms of transformation
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MOZNA ULOHA LUDSKYCH HERPETICKYCH VIRUSOV PRI VZNIKU NIEKTORYCH NADOROVYCH OCHORENT

Uvod

Ludské herpetické virusy podcelade
Alphaherpesvirinae, Herpes simplex
virus typ 1 (HSV-1) zndmy ako povodca
oparu a Herpes simplex virus typ 2
(HSV-2), povodca genitédlneho herpesu
su v ludskej populdcii pocetne rozsi-
rené. Za normalnych okolnosti sp6so-
buju pluzgieriky na koZi a slizniciach.
Po primarnej infekcii ostavaju po celu
dobu zivota hostitela v stave latencie.
Gendm HSV-1 ostava latentny v sen-
zorickych neurénoch ganglia trojklan-
ného nervu, kym gendm HSV-2 sa na-
chdadza v sakrdlnom gangliu. Spontédnne
alebo vplyvom rozli¢nych stimulov do-
chadza k aktivacii latencie a vzniku se-
kundarnych herpetickych infekcii. Je
vSak mozna aj alternativna cesta ve-
duca k transformacii a vzniku nadorov.

Tato moznost je u HSV-1 a HSV-2 zatial

len hypotetickd [1]. U niektorych inych
ludskych herpetickych virusov patria-
cich do inych pod¢eladi bola dokazana
onkogenita a sU povazované za po-
vodcov niektorych nadorovych ocho-
reni. Tak napr. virus Epsteina a Barrovej
(EBV), povodca infekénej mononukle-
6zy, je asociovany s urcitymi druhmi na-
dorov ako su napr. Hodgkinov lymfém,
Burkittov lymfém, rakovina zalidka
alebo nazofaryngedlny karciném [2,3].
Podobne onkogénny je aj virus asocio-
vany s Kaposiho sarkémom (Kaposi's sar-
coma-associated herpesvirus — KSAV) [4].
U HSV-1 a HSV-2 nebol dokazany vztah
k nijakym nadorovym ochoreniam. Pred-
poklada sa v3ak, ze v niektorych pri-
padoch by mohli mat nepriamu tlohu
a posobit ako kofaktory alebo kokance-
rogény. Metgut et al [5] a Gupta a Met-
gut [6] sa domnievaju, Ze takuto Ulohu
by mohli HSV-1 a HSV-2 mat pri vzniku
oralneho karcinému, v oboch pripadoch
sa vsak jednalo len o nepotvrdené hy-
potézy. Existuje vSak rad nepriamych
biologickych a seroepidemiologickych
dbkazov ako aj experimentov na zvie-
ratach, ktoré poukazuji na mozny vztah
HSV-1 a HSV-2 k niektorym nadorovym
ochoreniam.

Séroepidemiologické

a biologickeé studie

Uz v 70. a 80. rokoch minulého storocia
bolo mnozstvo prac, ktoré poukazovali

na to, Ze pacienti s niektorymi nadoro-
vymi ochoreniami maju zvysenu hladinu
protilatok voci HSV-1 a HSV-2. V tomto
smere je najlepsie prestudovany cervi-
kalny karciném, ktory sa dava do vztahu
k HSV-2 [7-9]. V bunkach cervikal-
neho karcinému kultivovanych in vitro
boli dokazané virus-Specifické anti-
gény [10-12], v jednom pripade doslo
v tychto naddorovych bunkéch aj k akti-
vacii latentného HSV-2 [13]. Podobné vy-
sledky st dosahované aj v stcasnosti, Li
a Wen [14] povazuju sérostatus HSV-2 za
nezavisly indikator cervikalnych néa-
dorov. Koanga et al [15] sa domnie-
vaju, ze infekcia s HSV-2 by mohla hrat
pri vzniku cervikalneho karcindmu ne-
priamu Ulohu navodenim zépalového
procesu veduceho ku genotoxickym po-
skodeniam. Tomkins et al [16] dokazali
v pripade infekcie s HSV-2 patologické
zmeny pripominajuce cervikalny nador
bez pritomnosti ludskych virusov papi-
I6mov (human papilloma viru - HPV).
Na druhej strane Vonka et al [17] ne-
dokazali nijaky vztah medzi vyskytom
cervikdlneho karcindmu a vyskytom
pritilatok voci HSV-2, aj ked' nepriamu
Ulohu tohto virusu nevylucili, a také isté
vysledky dosiahli aj Lehtinen et al [18].
V sucasnosti su vak za hlavnych pévod-
cov cervikalneho karcinému povazo-
vané HPV [19,20]. Touto problematikou
sa uz podrobne zaoberali Vanova a Go-
lais [21]. SU v3ak dOkazy, ze HSV-2 moéze
zvysovat riziko vzniku cervikalneho kar-
cinomu po infekcii s HPV [22,23] Zhao
et al [24] zistili, ze koinfekcia HSV-2 s HPV
v pripade cervikdlnej intraepitelidlnej
neoplazie a v pripade karcinédmu dlaz-
dicovych buniek bola podstatne vy3-
Sia ako u zdravych Zien. Pomer $anci
(odds ratios — ORs) bol v prvom pri-
pade 34,2 a v druhom pripade 61,1. Je
otazka, akym mechanizmom by mohol
HSV-2 prispiet k vzniku a progresii cervi-
kalnych nddorov. Cervikalna intraepite-
lidlna neoplazia (CIN) ma Il stadia — CIN
I, mierne $tadium, CIN Il mierna dys-
plazia a CIN I, ktord vedie od zavaznej
dysplazie az k vzniku invazivneho kar-
cindbmu [25,26]. Perzistentnd, latentnd
alebo abortivna infekcia cervikalnych
buniek samotnym HSV-2 by mohla viest
k vzniku zmien pripominajucich CIN [16]
v dbsledku mutacii, aktivacii syntézy ri-

bonukleotid reduktazy (RRA) a produk-
cie rastovych faktorov [27]. Tieto zmeny
by potom mohli pocas dvojitej infekcie
HSV-2 a HPV vyrazne prispiet k vzniku
cervikalnych karcinémov, ako je uve-
dené na obr. 1 [27].

Podobna situdcia je aj s HSV-1 a jeho
mozného vztahu k nadorov hlavy a krku,
ale hlavne nadorov Ustnej dutiny. Par-
ker et al [28] zistili, Ze séropozitivita na
HSV-1 a HSV-2 nemusi priamo ovplyv-
novat vyskyt nddorov hlavy a krku, ale
mobze zvySovat riziko spojené s fajce-
nim, alkoholizmom alebo infekciou pa-
pilémovymi virusmi. Shillitoe a Silver-
man [29] zistili u pacientov s nadormi
Ustnej dutiny zvysenu hladinu protilatok
voci HSV-1 a Vijayakumar et al [30] do-
kazali v nddorovych bunkach pacientov
antigény HSV-1 metédou imunofluo-
rescencie a imunoperoxidazovej tech-
niky. Neskor vsak Steele a Shillitoe [31]
zacali predpokladat, ze HSV-1 posobi
spolu s inymi kofaktormi. Podobne aj
u nadorov orofaryngu predstavuje vy-
skyt protildtok voci HSV-1 len mierne ri-
ziko, ktoré viak moéze byt zvySené pri-
tomnostou papiléomovych virusov, ako
uvadzaju Starr et al [32]. Problematika
vztahu HSV-1 k nddorom hlavy a krku
je predmetom aj dalsich stadii. Jain [33]
nedokazal v pripade orédlneho karci-
nému preukazny rozdiel v hladine IgG
proti HSV-1 medzi prekancerogénnymi
a karcinogénnymi pacientmi (p = 0,629),
avsak Statisticky vyznamné rozdiely
boli dokdzané medzi kontrolnou sku-
pinou a prekancerogénnymi/karcino-
génnymi pacientmi (p = 0,001). Osman
et al [34] vysetrili 177 vzoriek oralneho
karcinébmu a v 22 vzorkach dokézali me-
todou polymerazové retazové reakcie
(polymerase chain reaction — PCR) DNA
HSV-1 av 8 vzorkach DNA HSV-2.V dvoch
pripadoch bol dokdzany HSV-1 v bun-
kach laryngedlneho nddoru negativnych
na HPV. Lowenthal a Lin [35] dokazali
virus imunocytochemickymi metédami
a Devilleres-Mendoza a Chang [36] na
zdklade histopatoldgie. Bolo dokazané,
ze HSV-1 mébze expresiu HPV ovplyvio-
vat aj in vitro. Turunen et al [37] zistili, Ze
infekcia buniek UD-SCC-2 derivovanych
z hypolaryngedlneho karcinému pozi-
tivna na HPV16 vedie k zvy3enej expresii
gendému HPV po oZiareni s RTG.
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HSV-1 a HSV-2 boli dokézané vo viet-
kych Studovanych typoch nadorov Stit-
nej zlazy. Pocas rastu nadorov ziskavali
dokonca tyroidné bunky vyssiu vnima-
vost na HSV v dosledku zvysenej expre-
sie nektinu-1, ktory ma funkciu media-
tora penetracie virusu do bunky [38,39].
Kofman et al [40] vsak predpokladaju, ze
HSV ma v tomto pripade len nepriamu
ulohu, vznik nadorov navodzuje potla-
¢enim apoptézy a takyto mechanizmus
predpokladaju aj pri niektorych mozgo-
vych nadoroch. Thomas et al [41] pou-
kazuju na mozny vztah medzi hladi-
nou protilatok voci HSV-2 a nddorom
prostaty. Ypiranga a Moraes [42] doka-
zali DNA HSV-1 v koznych epitelidinych
nadoroch.

Experimentalne studie
Experimentélne $tudie s ciefom dokazat
onkogenicitu HSV-1 a HSV-2 sa zakladali
na pracach v bunkovych kultdrach a ex-
perimentalnych zvieratdch. Onkogénne
virusy navodzuju v infikovanych bun-
kach stav, ktory sa nazyva transformacia
buniek. Transformované bunky vykazuju
na rozdiel od normalnych stratu kon-
taktnej inhibicie, rastu vo viacerych vrst-
vach, maju zmenenu morfoldgiu, chro-
mozdémové aberdcie, vytvaraju kolénie
v riedkom agare a su onkogénne in vivo,
po vpraveni do organizmu experimen-
talnych zvierat vytvaraju nadory [43,44].
Prevazna vacsina herpetickych viru-
sov hlavne z pod¢elade Alphaherpesviri-
nae, ale aj Betaherpesvirinae (cytomega-
lovirusy) sa vyznacuje vysokou lytickou
schopnostou, t. j. schopnostou navodit
v infikovanych bunkach zretelny, cyto-
paticky efekt (CPE) s rychlym priebehom.
Tato vysoka lyticka schopnost znemoz-
novala studium pripadnej onkogén-
nej aktivity, pretoze gény zodpovedné
za produktivnu infekciu a lyzu masko-
vali expresiu génov zodpovednych za
moznu transformaciu. Pre $tadium moz-
ného onkogénneho potencidlu tychto
virusov bolo potrebné bud’ selektivne
odstranit lytické gény, alebo najst kul-
tivacné podmienky, pocas ktorych by
bolaich expresia potlacend. Bolo popisa-
nych niekolko takychto modelov trans-
formdcie. Urcitou davkou UV ziarenia je
mozné odstranit lytické gény a bunky je
mozné transformovat pomocou génov

indukujucich transforméciu, ktoré su
na UV Ziarenie rezistentnejsie [45-48].
Podrobne bola studovana transforma-
cia ludskych a mysich buniek aj s mysim
gamaherpesvirusom 68 (MHV-68) ozia-
renym UV svetlom. Aj ked' je tento virus
zaradeny do inej podc¢elade Gamma-
herpesvirinae, v mnohych biologickych
vlastnostiach pripomina zastupcov
Celade Alphaherpesvirinae [49-51].
Preto vysledky dosiahnuté s tymto vi-
rusom mozu byt aplikovatelné aj na
HSV-1 a HSV-2. V bunkdch transformo-
vanych s MHV-68 bola dokazana viru-
sovéa DNA metédou PCR a virusovy an-
tigén pomocou imunofluorescencie.
Imunofluorescen¢né studie vsak navyse
ukazali, Ze v transformovanych bun-
kdch dochadza k rozpadu aktinovych
filamentov [52]. Podobne bola mozna
transformacia po infekcii fotoinaktivo-
vanym virusom, t. j. ak bol virus zafar-
beny neutrdlnou ¢ervenou alebo mety-
Iénovou modrou a oziareny viditelnym
svetlom [53-55]. V dalSich modeloch sa
podarila transformacia s ts mutantami
HSV-2 pri supraoptimalnej teplote [56]
alebo po infekcii krysich embryonalnych
buniek s HSV-1 a HSV-2 a ich kultivacii pri
suboptimalnych teplotéach [57].

Onkogénny potencidl HSV-1 a HSV-2
bol dokazany aj v experimentalnych
zvieratach. Wentz et al [58] pouzili HSV-1
a HSV-2 inkativované formalinom a UV
Ziarenim. Inaktivovany virus aplikovali na
cervix mysiek a 78-90 % zvierat vyvinulo
premaligné a maligné cervikalne |ézie.
Podobné vysledky dosiahli Anthony
et al [59] s izolovanou DNA HSV-2.

Predpokladané mechanizmy
transformacie a onkogenézy
Napriek dékazom transformacnej ak-
tivity in vitro a onkogénneho poten-
cidlu in vivo mechanizmus transformacie
s HSV-1 a HSV-2 nie je zatial zndmy. Virus
nema vo svojom gendme nijaky onko-
gén, ani nekdéduje nijaky protein, ktory
by mohol byt zodpovedny za trans-
formaciu a onkogenicitu. Preto vietky
predpokladané mechanizmy sa zakla-
daju na nepriamej Ucasti virusu, ktory
posobi ako kofaktor alebo kokancero-
gén a moze sa roznymi spésobmi po-
dielat na inicidcii transformacie alebo
nadorotvorného procesu.

Mechanizmus ,hit and run”

Ako uz bolo uvedené vyssie, bunky infi-
kované s HSV-1, alebo HSV-2, za podmie-
nok, ked bol ich lyticky u¢inok na bunky
odstraneny alebo potlaceny vedie
k zmene morfolégie buniek. Vzniknu
transformované bunky, ktoré sa spravi-
dla spravaju ako onkogénne. Po vpra-
veni do vhodného experimentalneho
zvierata vyvolavaju nadory [60,61].

Dalsie prace viak ukazali, Zze takéato
transformacia nepripomina ,klasicka”
transformdciu s inymi DNA virusmi,
napr. adenovirusmi alebo polyémavi-
rusmi. V bunkach transformovanych
s HSV-1 a HSV-2 nebola dokézani sta-
bilna pritomnost virusovych antigénov
pripominajucich napr. E1A antigén ade-
novirusov alebo T antigén virusov poly-
ému. Pocas pasazovania transformova-
nych buniek virusovd DNA perzistovala
v bunkdch velmi kratko a virusové pro-
teiny, aj ked boli detegovatelné v prvych
pasazach, vo vyssich pasazach ich expre-
sia vymizla. Transformovany fenotyp bu-
niek vsak ostal zachovany. Jedinym vy-
svetlenim tohto javu bolo, Ze virus je
schopny transformovat bunky mecha-
nizmom ,hit and run” t. j. je schopny
posobit za urcitych podmienok ako
mutagén [62-63].

Porovnavanim sekvencii virusovej
DNA v transformovanych bunkach a infi-
kovanim buniek definovanymi fragmen-
tami virusovej DNA sa podarila transfor-
mdcia. V tychto bunkach sa nasli oblasti
DNA s transformacnou aktivitou, tzv. mi-
nimalne transformacné oblasti (mtr).
Transformac¢na oblast HSV-1 (mtr-1) sa
nachadza v lavej tretine genému, zatial
Co tie isté funkcie HSV-2 st rozdelené na
mtr-2 a mtr-3 a nachadzaju sa priblizne
v strede gendmu [64-67]. Hypotézu ,hit
and run” by mohol potvrdzovat aj fakt,
Ze tieto Useky nie su potrebné na udrzia-
vanie transformovaného fenotypu, po-
dielaju sa pravdepodobne len na inicia-
cii transformacie [68,69].

Mechanizmus ,hit and run” sa dlho
predpokladal len u herpetickych virusov
podcelade Alphaherpesvirinae. Dnes je
vsak uz povazovany za vieobecny me-
chanizmus transformacie vlastny nielen
herpetickym virusom. Doc¢asné ziskanie
kompletného alebo nekompletného vi-
rusového gendému médze byt Uplne po-
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stacujuce na indukciu malignej konver-
zie buniek in vivo a nddorového rastu.
Potom co virus navodi dedi¢né zmeny
v expresii bunkového gendému (inicia-
cia), dalSia existencia virusu v bunkach
uz nie je potrebnd. Tento mechanizmus
uz bol dokézany napr. u virusov hepati-
tidy B a C, u adenovirusoy, ale aj u her-
petickych virusov z podcelade Gam-
maherpesvirinae. Tiez sa predpoklada
u retrovirusu HTLV-1 [70].

Mechanizmus ,hijacking”

Tento mechanizmus bol popisany v dru-
hej polovici minulého storocia. HSV-1,
HSV-2, ako aj iné herpetické virusy do-
kazu celozivotne perzistovat v infikova-
nom organizme navodenim latentnej
infekcie, z ktorej sa dokazu periodicky
aktivovat navodzujuc sekundarne her-
petické infekcie. Na replikaciu po akti-
vacii latencie su schopné vyuzivat klu-
¢ové molekuly kaskad signalnych drah.
Avsak vdcsina tychto molekdul je zapo-
jena do délezitych bunkovych funk-
cii ako proliferacia, diferenciacia alebo
migracia buniek, mechanizmy repara-
cie DNA apod. Neziaduca aktivacia sig-
nalnej drahy virusom méze viest k de-
regulacii niektorych vyssie uvedenych
procesov a tym k nekontrolovanej proli-
feraciibuniek.Takyto zdsah virusu nazvali
Filippakis et al [71] ,hijacking”. Jedna
zo signalnych drdh, ktord byva casto
ovplyviovand herpetickymi virusmi, je
draha Ras regulujtca Siroky okruh bun-
kovych funkcii [72].

Zistilo sa, Ze v géne HSV-2 sa nacha-
dza onkogén oznacovany ako ICP10. Je
to chimericky gén koédujuci velka sub-
jednotku virusovej ribonukleotid re-
duktazy (RR1), ale na jeho 5" konci sa
nachadza cast pochddzajuca z buniek
kédujuca receptor pre rastovy faktor se-
rin-treonin protein kindzu (PK). Bolo do-
kazané, ze onkoprotein HSV-2 RR1PK
aktivuje signdlnu drdhu Ras [73-75].
Okrem toho boli dokazané aj iné jeho
aktivity, napr. mitogénna aktivita v dip-
loidnych bunkéch, inhibicia apoptézy
v neurénoch, ako aj aktivacia signdlnej
drahy ERK (extracellular signal-regula-
ted kinase) [76,77]. Protein ICP10 bol do-
kazany uz predtym v bunkach cervikal-
neho karcindmu [78-80], ale podobny
protein bol dokazany aj v bunkach me-

lanému [81]. U HSV-1 je situacia od-
liSna. Génu ICP10 u HSV-2 zodpoveda
gén ICP6, ktory vsak nema funkciu on-
kogénu [82]. HSV-1 by sa na onkoge-
néze mohol podielat napr. potlacanim
syntézy niektorych bunkovych protei-
nov [83], aktivaciou syntézy bunkovych
+heat shock” proteinov [84,85] alebo po-
tld¢anim apoptozy [86-88].

Virusové miRNA a nadory
MikroRNA (miRNA) su malé, nekéduj-
Uce RNA, ktoré sa viazu na komplemen-
tarne sekvencie na 3’ konci netranslato-
vatelného Uuseku mRNA, a této vizba ma
za nasledok inhibiciu translacie. Niektoré
miRNA su dolezité pre normalny vyvin
organizmu, niektoré su postradatelné,
hraju vsak kritickd ulohu v patologic-
kych podmienkach, ako su napr. infek-
cia virusmi, tumorigenéza alebo tvorba
metastdz [89-90]. Vacsina virusov ko-
duje vlastné miRNA s rozmanitymi funk-
ciami, napr. predlZuju Zivotnost infiko-
vanych buniek, obchadzaji imunitnu
odpoved organizmu alebo potlacaju ly-
tickd schopnost virusu v perzistentne in-
fikovanych bunkach [91].

Podla udajov za poslednych 5 rokov
HSV-1 kéduje 25 a HSV-2 24 rozli¢nych
miRNA [92,93]. Ich funkcie sU rozma-
nité, ale najdolezitejsiu ulohu hraju pri
navodeni a udrziavani latencie a v pre-
dlZzovani prezivania infikovanych bu-
niek ovplyviiovanim tak vlastnych, ako
aj bunkovych génov [94-97]. Informa-
cii 0 moznom vplyve tychto miRNA na
vznik nddorovych ochoreni je zatial po-
merne malo. Pandya et al [98] dokazali
miRNA HSV-2, miR-H25 v tkanive se-
rézneho karcinému vajecnikov a po-
vazuju ju za dolezity biomarker spolu

s miRNA EBV miR-BERT7, aj ked' zatial

nie je zname, ¢i su tieto miRNA priamo
zodpovedné za vznik nddoru alebo len
indukuju rezistenciu na cytostatika.
Yun et al [99,100] dokazali zvySenu ex-
presiu dvoch herpetickych miRNA,
HSV-1-miR-H18 a HSV-2-miR-H9-5p
v tkanive nadoru prostaty. K zvysenej
expresii tychto miRNA nedochadzalo
v bunkach benignej hyperplazie pros-
taty. miRNA kédovana HSV-2, HSV-2-miR-
H9-5p bola dokazana v spojeni so vzni-
kom metastadz z nddoru plic do kostnej
drene [101].

Nové latky asociované

s herpetickymi virusmi
pripominajtice rastové faktory
Skupina novych latok asociovanych
s herpetickymi virusmi bola objavena
zaciatkom 90. rokov minulého storo-
¢ia. K ich produkcii dochadza v bunkach
transformovanych virusmi alebo v infiko-
vanych bunkéch kultivovanych za pod-
mienok nepermisivnych pre replikaciu
virusov. Maju schopnost transformovat
normalne, netransformované bunky, ale
ak sa pridaju k transformovanym bun-
kam, menia ich transformovany feno-
typ na normalny. Obe aktivity je mozné
neutralizovat protildtkami voci danému
virusu alebo urcitymi monoklonalnymi
protiladtkami voci virusovému glykopro-
teinu B (gB) [102-103]. Podobny faktor
bol dokédzany aj v bunkach transformo-
vanych s MHV-68 [104]. Tieto rastové fak-
tory asociované s herpetickymi virusmi
boli zatial dokazané len v podmienkach
in vitro, ale predpoklada sa, ze k ich pro-
dukcii by mohlo dochadzat aj v infiko-
vanom organizme pocas perzistentnej
alebo latentnej infekcie [105]. DélezZitej-
Sia je vSak z tohto hladiska ich schopnost
menit transformované bunky na bunky
s normalnym, netransformovanym fe-
notypom, ktoré by potencidlne mohli
menit aj fenotyp nadorovych buniek
v organizme. U faktora asociovaného
s MHV-68 sa podarilo s vyuzitim fyzi-
kalno-chemickych metéd, ako je dele-
nie na kolone systému vysokorychlostni
kapalinové chromatografie (fast protein
liquid chromatography - FPLC) Sepha-
dex G15 a koléne vysokoucinné kapali-
nové chromatografie s tzv. obracenymi
fazemi (reverse phase high-performance
liquid chromatography — RP-HPLC) C18,
oddelit obe aktivity a pripravit latku
len s transformac¢nym uc¢inkom a uGcin-
kom potlac¢ajucim transformaciu [106].
Obe latky by v buducnosti mohli najst
uplatnenie. Jedna na studium trans-
formacie buniek herpetickymi vi-
rusmi, druhd ako nadejna latka s moz-
nym uGc¢inkom na malignitu nddorovych
buniek.

Zavery

Otazka virusovej etioldgie rakoviny je
velmi zlozZitd a je velmi malo pravde-
podobné, Ze by za vznik rakovinového
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ochorenia bol zodpovedny nejaky virus
ako jediny kauzativny agens. To plati aj
v pripade HPV ako povodcov cervikal-
neho karcinému [107]. Hoci je HPV doéle-
zZity pri transformacii cervikalnych epi-
telovych buniek, nie je postacujicim
agensom. K tomu, aby vznikol cervikalny
karciném, su potrebné dalsie kofaktory
a procesy odohravajuce sa v bunkovej
a molekularnej rovine [108,109]. Popri
HSV-2 moze byt takymto virusovym ko-
faktorom aj ludsky gamaherpesvirus
EBV [23].

V bunkéch transformovanych virusmi
Jklasickymi” mechanizmami sa nacha-
dzaju virusom kédované proteiny (on-
koproteiny), ktoré mozu sluzit ako
vhodny diagnosticky marker.

U HPV su takymito onkoproteinmi
E6 a E7 [19-21]. V niektorych pripadoch
vsak moéze virus transformovat bunky
a ostat pri tom nepoznany. Je to napr.
v pripade transformac¢ného mecha-
nizmu ,hit and run’, ked sa virus, ¢i uz
ako primarny agens alebo len ako kofak-
tor, podiela len na inicidcii transformacie
a vzniku nadoru, ale vo findlnom $tadiu
tumorigenézy sa uz v bunkach nijaké vi-
rusové produkty nenachddzaju a takyto
mechanizmus sa predpokladd nielen
u herpetickych virusov [70]. Podobne aj
protein ICP10 moéZe jednordzovym za-
sahom (,one-hit”) aktivovat signdlnu
drahu Ras, spustit proces nekontrolova-
tefnej proliferacie, v ktorom uz jeho pri-
tomnost nie je potrebna [71,77].
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Potencial flavonoidu quercetinu v prevenci
a lécbé nadoru — soucasny stav vyzkumu

Potential of the Flavonoid Quercetin to Prevent and Treat Cancer —

Current Status of Research
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Souhrn

Pfirodni latky s bioaktivnim ucinkem jsou ve vyzkumu povazovany za slibné kandidaty pro
prevenci a Ié¢bu nadorG. Quercetin je dobfe znamy flavonoid, ktery prokazal protinadorovy
ucinek na zakladé in vitro i in vivo studii. Cilem tohoto prehledu je odhalit molekuldrni me-
chanizmy jeho chemopreventivniho efektu a zaméfit se na jeho potencial pro onkologickou
1é¢bu. Quercetin vykazuje bifazicky hormeticky efekt, ktery je zavisly na davce. V nizkych kon-
centracich plsobi jako antioxidant a ma chemopreventivni vlastnosti. Ve vysokych davkach se
z néj stdva naopak prooxidant a stava se tak vyhodnym pfi [é¢bé nadord. Quercetin ma mnoho
intraceluldrnich cilG a zasahuje do signélnich cest nadorovych bunék, coz mu dava potencial
prekonat rezistenci na léc¢bu. Studie ukazuji, Zze tento flavonoid se véze na rGzné receptory,
které hraji dalezitou roli v kancerogenezi, reguluje expresi mnoha gend, vyvolava epigene-
tické zmény a méni aktivitu enzymd metabolizace kancerogent. Vedle toho ma i protizanétlivy
a protivirovy ucinek. Vyvoldni apoptézy quercetinem v nadorovych burikach bez poskozeni
zdravych tkani jiz bylo potvrzeno na rlznych bunécnych liniich. Vedle zastavy bunécného cyklu
byl popsan antiangiogenni, antiinvazivni a antimetastaticky ucinek. V kombinaci s chemotera-
pii a radioterapii quercetin pUsobi v synergii tak, Ze zvysuje citlivost na Ié¢bu a soucasné chrani
zdravé bunky pred nezadoucimi Ucinky Ié¢by. Bezpecnost quercetinu a jeho potencial pro pre-
venci a |é¢bu nadord zdokumentovaly nejen experimenty na zvifatech, ale také klinicka studie
faze | na onkologickych pacientech. V poslednich letech se studie zaméruji na moznosti vyuziti
forem nanocastic prekonavajici problém rlizné dostupnosti quercetinu pro cilové tkané, ktera
dosud limitovala jeho zavedeni do klinické praxe.

Klicova slova
quercetin - flavonoid — chemoprevence - oxidacni stres — apopt6za - protinadorova latka —
protinddorova léc¢ba — karcinom
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POTENCIAL FLAVONOIDU QUERCETINU V PREVENCI A LECBE NADORU — SOUCASNY STAV VYZKUMU

Summary

Naturally occurring bioactive compounds are promising candidates to prevent and treat cancer. Quercetin is a well-known plant flavonoid that
is reported to have anticancer actions in vitro and in vivo. This review focuses on the molecular mechanisms underlying the chemopreventive
effect of quercetin and its therapeutic potential in oncology. Quercetin elicits biphasic, hormetic, dose-dependent effects. It acts as an antioxi-
dant and thus elicits chemopreventive effects at low concentrations, but functions as a pro-oxidant and may therefore elicit chemotherapeutic
effects at high concentrations. Quercetin has multiple intracellular molecular targets with the potential to reverse treatment resistance and
affect pleiotropic signaling processes that are altered in cancer cells. Studies suggest that quercetin binds to several receptors that play impor-
tant roles in carcinogenesis, regulates expression of various genes, induces epigenetic changes, and interferes with enzymes that metabolize
chemical carcinogens. In addition, it also elicits anti-inflammatory and antiviral effects. The ability of quercetin to induce apoptosis of cancer cells
without affecting non-cancer cells has been documented using various cell lines. Quercetin also has antiangiogenic and antimetastatic proper-
ties. When used in combination with chemotherapy and radiotherapy, quercetin can act as a sensitizer and protect non-cancer cells from the
side effects of currently used cancer therapies. The safety and potential usefulness of quercetin for the prevention and treatment of cancer have
been documented in both animal experiments and a phase | clinical trial. Current studies are focused on nano-formulations to overcome the low

bioavailability of natural quercetin, which limits its clinical use as an antitumor agent.

Key words
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Uvod

Chemoprevence pomoci pfirozenych
slozek stravy predstavuje dllezitou sou-
¢ast prevence zhoubnych onemocnéni.
Dle epidemiologickych dat je konzu-
mace ovoce a zeleniny bohatych na fla-
vonoidy spojena s obecné nizsim vysky-
tem nador(. Po¢atkem 90. let minulého
stoleti metaanalyza pfiblizné 200 studif
malignit, zejména pak karcinom( du-
tiny Ustni, jicnu, zaludku, tlustého streva,
pankreatu, ale i hrtanu, plic a nékterych
dalsich [1]. Vyzkum in vitro se proto za-
méril na popsani jednotlivych mecha-
nizma, kterymi flavonoidy pUsobi proti
nadorlim. Mezi dosud odhalené patfi
antioxidacni efekt, protizanétlivy ucinek,
aktivace endogennich detoxikacnich en-
zymu, ale i nékteré specifi¢téjsi mechani-
zmy zasahu do signalnich cest s nasled-
kem zastavy bunécného cyklu a indukce
apoptdzy nadorovych bunék [2]. Quer-
cetin je povazovan v ramci chemopre-
vence i |é¢by nddorl za jednoho z nej-
atraktivnéjsich zastupcl rostlinnych
flavonoidd a vyzkum s nim v onkologii
dosahl pfes in vitro a in vivo experimenty
az ke klinické studii faze I. V nasich pod-
minkéch je v rdmci béznych potravin
nejbohatsim a typickym zdrojem quer-
cetinu cibule, ¢ervené a modré bobu-
lovité ovoce (brusinky, borlvky, tfesné,
rybiz, aronie, jefabiny, rakytnik apod.) a
jablka. V Itélii je navic zdrojem cervené
vino a v Japonsku zase ¢aj. Z jinych vy-
znamnych, ale ve stravé méné castych

zdroj(, se jednd o kapary, Cerstvy libe-
ek, rukolu aj. V rdmci zeleniny je quer-
cetin kromé cibule v mensim mnozstvi
nalézan i v chiestu, pérku, brokolici, ka-
pusté, listovém saldtu apod. Protoze se
jedna o lipifilni latku, je schopen procha-
zet skrze membrany a ovlivnit signdini
cesty v bunce. Protinddorova aktivita
quercetinu byla prokdzana na rlznych
druzich buné¢nych linii a zasahuje na
vice urovnich kancerogeneze.

In vitro prokazané mechanizmy
protinadorového ucinku
quercetinu

In vitro studie prokazujici protinddo-
rovy efekt quercetinu, probéhly na riz-
nych buné¢nych liniich, konkrétné du-
tiny ustni, hrtanu, nosohltanu, slinnych
713z, plic, jicnu, zaludku, tlustého streva,
jater, pankreatu, prostaty, prsu, déloz-
niho ¢ipku, endometria, ovarii, mozku,
melanomu, leukemii, lymfom0 a nékte-
rych dalsich. Stupen protinddorové akti-
vity se ve studiich u rznych lokalit odli-
Suje a ovliviiuje ho davka i vlastni délka
plsobeni quercetinu [3]. Mechanizmy,
kterymi dle studii quercetin zasahuje do
kancerogeneze (schéma 1), by se daly
schematicky rozdélit do nasledujicich
kapitol.

Blokada bunécného cyklu a indukce
apoptoézy nadorovych bunék
Quercetin je dle in vitro studii schopen
vice mechanizmy blokovat bunécny cy-
klus a vyvolat apoptoézu. Dilezité je zjis-

téni, ze takto plsobi specificky u nddora,
aviak ne u bunék zdravych tkani. Pfikla-
dem jsou linie lidskych bunék transfor-
movanych onkogenem lidského papilo-
maviru (human papilloma virus - HPV)
16, hrajiciho jak znamo ulohu ve vyvoji
spinoceluldrnich karcinom( polykacich
cest aj. Quercetin v tomto experimentu
zastavil bunéc¢ny cyklus v G1 fazi a ani
exprese onkoproteind E6 a E7 spoje-
nych s HPV infekci nebyla schopna tuto
zastavu bunéc¢ného cyklu prekonat [4].
Quercetin obecné inhibuje proliferaci
rliznych druhd nadorovych bunék, a sice
zastavou v G1 nebo G2/M fazi, ktera na-
sledné indukuje apoptézu. Jinym piikla-
dem jsou studie u bunécnych linii nazo-
faryngedlniho karcinomu [5], mo¢ového
méchyfe [6] a dalSich. Stran vlastni
schopnosti zastavy bunécného cyklu
bylo posano vice mechanizm(. Querce-
tin se povazuje za pleiotropni kindzovy
inhibitor zasahujici do rlznych signal-
nich cest nddoru. Dokonce i v nizké kon-
centraci 2 uM (umol/l) je schopen inhi-
bice 16 druht kindz o > 80 % a mnoho
z téchto kinaz jsou pozitivni reguldtory
bunééného cyklu, jejichz inhibici se do-
sahne antiproliferativniho efektu. Simul-
tanni zdsah do rlznych signélnich cest
je obecné u protinddorovych latek vy-
hodou, nebot se tak do jisté miry pre-
kondava rezistence na Iécbu [7]. Vlivem
quercetinu dochazi ke snizeni mnozstvi
antiapoptotickych proteint (Bcl-xL,Bcl-2)
a naopak ke zmnozeni proapoptotic-
kych protein( (Bax, Bad) [8]. Na bunéc-
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proapoptoticky ucinek
pleiotropni inhibice kindz, zasahujich do buné¢ného cyklu
zvyseni aktivity tumorsupresorovych proteinti p53, p21, AMPK
snizeni mnozstvi antiapoptotickych proteind Bcl-xL, Bcl-2
zvySeni mnozstvi proapoptotickych proteinli Bax, Bad

inhibice cyklinu D1, survivinu, Wnt/B-katenin signalni cesty
aktivace kaspazové kaskady skrze mitochondridlni cestu
inhibice produkce heat shock proteint

epigeneticky ucinek

snizeni DNA metylaci a modifikaci histon( > protinadorovy

antiangiogenni Gcinek
snizeni exprese VEGF, VEGFR

antimetastaticky ucinek
snizeni exprese MMPs

N
/ ﬁEin\ek

<

vazba na receptory
arylhydrokarbonovy receptor
EGFR
estrogenovy receptor Il
androgenovy receptor

antivirovy ucinek
inhibice EBV infekce
inhibice HPV 16 infekce

vliv na enzymy metabolizace
kancerogenii
inhibice enzym faze I,
aktivujicich kancerogeny (cyP450)
aktivace detoxikacnich enzym faze Il

antioxidac¢ni/prooxidacni ucinek (dle davky)
nizka davka - indukce Nrf2 — antioxidac¢ni Ucinek
vysoka davka — oxidacni stres - poskozeni DNA - proapoptoticky Uc.

Schéma 1. Jednotlivé mechanizmy protinadorového ucinku quercetinu.
AMPK — AMP-aktivovand proteinova kinéza, EGFR - receptor pro epidermalni rlistovy factor, EBV — virus Epstein-Barrové, HPV — lidsky papillo-
mavirus, VEGF — vaskuldrni endotelidlni rastovy faktor, VEGFR - receptor vaskuldrniho endotelidlniho ristového faktoru

nych liniich karcinomu stfeva byl po-
psan antiproliferativni mechanizmus
quercetinu skrze inhibici Wnt/pB-kate-
nin signalni cesty [9]. Quercetin zvysuje
aktivitu tumorsupresorovych proteint
p53, p21 a AMP-aktivované proteinové
kindzy (AMPK). Bylo prokazano zvyseni
stability p53 [10]. Nedostatecna aktivita
p53 v bunkach vede jak zndmo ke sni-
zené schopnosti DNA oprav a tim ke ge-
nové nestabilité, coz hraje dulezitou roli
v kancerogenezi i v ndsledné progresi
nadorl. Naopak zvyseni aktivity p53 ma
za nasledek zdstavu bunécného cyklu
v G1 nebo G2/M fazi [11]. V procesu
apoptézy se skrze zménu transmem-
branového potenciadlu z mitochondrii
uvoliuje cytochrom C, ktery nasledné
aktivuje protedzy kaspazy degradujici
bunécnou DNA. U quercetinu byla po-
psana indukce apoptdzy skrze kaspéazo-
vou kaskadu na pfikladu spinoceluldr-
nich karcinom dutiny Ustni [12], ale i na
dalSich.

Epigeneticky ucinek

Flavonoidy vedle toho v burice pU-
sobi i na tzv. epigenetické Urovni, a to
ve smyslu zdsahu do procesu DNA
metylace a modifikace histonl (ace-

tylace, metylace nebo fosforylace), ale
i skrze zmény exprese mikroRNA hraji-
cich ulohu v kancerogenezi [13,14]. En-
zymy DNA metylotransferazy (DNMTs)
a histonové deacetylazy (HDACs, SIRT1-
-SIRT7) maji jak zndmo patologicky zvy-
Senou aktivitu v rdmci procesu kancero-
geneze, a jejich inhibice je proto jednim
z cilt protinadorové [é¢by a prevence.
Inaktivace tumorsupresorovych gent,
vznikla ¢asto nasledkem DNA metylace
nebo histonové deacetylace v oblasti
jejich promotérd, se povazuje za nej-
vyznamnéjsi zménu v casné fazi kan-
cerogeneze. Quercetin, podobné jako
nékteré jiné polyfenoly, tlumi aktivitu
DNMTs a tim DNA metylaci. Quercetin
ve studii in vitro v zavislosti na zvy3ujici
se davce dokazal zvratit hypermetylaci
tumorsupresorového genu p16 [6]. Dal-
$im piikladem mohou byt bunéc¢né linie
karcinomu jicnu, na kterych podobnym
zpusobem snizil DNA metylaci i ace-
tylaci histont [15].

Protizanétlivy ucinek

Jak zndmo, chronické prozanétlivé pro-
stfedi napomaha vyvoji nadorud a urych-
luje ho. Protizanétlivy efekt je proto jed-
nim z mechanizmd chemoprevence.

Mezi latky s protizanétlivym dcinkem
patfi i quercetin. Bylo prokazano, ze
blokuje expresi prozédnétlivého genu
COX2 [16,17], inhibuje prozanétlivou
cestu NF-kB a produkci prozénétlivych
cytokinl [18]. Tento Gcinek se v ramci
chemoprevence uplatfiuje zejména
u karcinom sliznice gastrointestinal-
niho traktu (GIT) a dutiny dstni [19].
Protizanétlivy efekt quercetinu skrze
snizeni NF-kB muze byt nasledkem ak-
tivace SIRT1, podobné jako u jinych
polyfenoll [20]. Aktivace SIRT1 vede
mimo jiné i k potlaceni transkripce ma-
trixovych metaloproteinaz (MMPs), které
hraji dalezitou roli v metastazovani
nadord [21].

Inhibice angiogeneze

V ramci sledované inhibice angiogeneze
quercetinem byla opakované prokazana
snizena exprese MMPs, vaskularniho en-
dotelidlniho faktoru (vascular endothe-
lial growth factor - VEGF) i jeho recep-
toru (VEGFR) [8,22-24].

Inhibice invazivity a metastazovani
nadorovych bunék

Quercetin skrze inhibici STAT3 signalni
cesty snizuje expresi gentt MMPs, coz jsou
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enzymy narusujici struktury extraceluldr-
niho prostredi bunék. Snizenim exprese
MMPs se tak snizi invazivita i metastazo-
véani nadorl [25]. Na pfikladu bunék spi-
nocelularnich karcinom@ dutiny Ustni
bylo prokadzano, ze quercetin snizuje ex-
presi MMP-2 a -9, VEGF, NF-kB, NO-syn-
tazy (iNOS), COX-2, fokalni adhezivni
kindzy (FAK), mitogenem aktivované pro-
teinkindzy, mimobunécénym signélem re-
gulované kinazy 1 a 2 (MAPK/ERK1/2)
a fosfatidylinositid-3 kinazy (PI3K/AKT)
signalni cesty [26].

Vliv na enzymy metabolizace
kancerogent

Mezi vyznamny mechanizmus chemo-
prevence patfi i zdsah do metabolic-
kych procesi v organizmu ve smyslu
blokady enzym( aktivujicich kancero-
geny, anebo naopak aktivizace detoxi-
kacnich enzymU zbavujicich oragnizmus
skodlivych latek. In vivo na zvitecich mo-
delech a nasledné i u lidskych dobro-
volnikll byla prokadzana schopnost in-
hibice cytochromu P450 CYP1A2, ktery
je aktivatorem prokancerogent [27].
Déle byla u quercetinu zaznamenéna
aktivace detoxikac¢nich enzym faze I,
jako je glutathion S-transferaza, UDP-
-glukuronosyl transferaza, NAD(P)
H/chinon oxidorekduktdza a hemoxy-
gendza-1, zbavujicich organizmus kan-
cerogen(. Quercetin zvysuje transkripci
i stabilitu Nrf2 proteinu a skrze néj ak-
tivuje vazebnou aktivitu antioxidac¢nich
replika¢nich elementd (AREs) a tran-
skripci genl detoxika¢nich enzymd
faze 11[28,29].

Antioxidacni versus prooxidacni
hormeticky ucinek v zavislosti na
davce

Podobné jako to zndme na pfikladu vi-
taminu C, je u quercetinu pozorovéna
antioxidac¢ni aktivita ve fyziologickych
nizkych davkéch a naopak prooxidacni ak-
tivita v davkach vysokych. Tento bifazicky,
tzv. hormeticky efekt je vlastni mnoha fla-
vonoiddim a jeho vysledkem je to, Ze v niz-
kych davkach pozorujeme opacny ucinek
nez v davkach vysokych [30].V koncentra-
cich quercetinu kolem 1-40 uM, které od-
povidaji pfijmu pfirozenou stravou, je pro-
kdzéna antioxidacni aktivita [31]. Tato je
zprostfedkovana predevsim skrze indukci

Nrf2 [32]. Jak zndmo indukce Nrf2 chemo-
preventivnimi ladtkami pomdahda burikam
zvladnout oxidacni stres a ma svij poten-
cidl v prevenci nddord. Na strané druhé
pfinos antioxidacnich latek je potieba
brat s rezervou v obdobi béhem lé¢by on-
kologickych pacient(l, kdy mohou pfispét
k rezistenci nddorovych bunék na oxi-
dacni stres vyvolany chemoterapii a ra-
dioterapii [33]. U quercetinu se v tomto
smyslu méni Ucinek v zavislosti na davce,
navic specificky u nadorovych bunék. Ve
vysokych dévkach 40-100 pM, kterych
by bylo mozZno dosdhnout jediné suple-
metaci, byl u quercetinu popsan prooxi-
dacni cytotoxicky efekt [31]. Jak jiz bylo
zminéno, cytotoxicita byla za danych zvy-
Senych davek quercetinu popsana speci-
ficky a pouze u nadorovych bunék, avsak
ne u bunék zdravych tkani. Skrze prooxi-
dacni Uc¢inek a poskozeni DNA dochazi
k aktivaci apoptézy v nadoru [34], ¢imz
muze byt quercetin pomocnou latkou
nejen v prevenci, ale i béhem onkologické
lécby.

Vazba na receptory hrajici roli

v kancerogenezi

Quercetin je dle studii schopen vazby na
rlizné receptory, piikladem muze byt aryl
hydrokarbonovy receptor (AhR), ktery
hraje roli ve vyvoji mnoha chemicky in-
dukovanych karcinomd [35]. Quercetin
je antagonistou AhR, ¢imzZ inhibuje ex-
presi cytochromt P450 CYP1, patficich
mezi aktivatory prokancerogent v kan-
cerogeny (viz vyse). Dale ma quercetin
schopnost vazby na estrogenovy recep-
tor [36] a na androgenovy receptor [37],
které maji klicovy vyznam u hormo-
nalné-dependentnich malignit, a v nepo-
sledni fadé na receptor pro epidermalni
rdstovy faktor (epidermal growth factor
receptor — EGFR) [38], ktery je obecné
dllezitou signalni strukturou kancero-
geneze [39]. Zasah do aktivity signdlnich
cest téchto receptorll mé svlij chemo-
preventivni vliv. V rdmci estrogenovych
receptort bylo zjisténo, Zze quercetin
puUsobi jako fytoestrogen a inhibuje pro-
liferaci napf. melanomovych bunék [40].
Estrogenové receptory typu I, se kterymi
ineraguje quercetin, jsou pfitomny jak
u bunék melanomu, tak i u dalsich, jako
jsou karcinomy prsu, ovarii, kolorekta
apod. [41].

Inhibice exprese heat shock proteinii
Quercetin tlumi produkci heat shock
proteinu, coz bylo prokdzédno na rliz-
nych druzich nadord [42]. Heat shock
proteiny tvofi komplexy s mutovanym
p53 a umoznuji nddorovym burnkam
obejit zastavu bunécéného cyklu. Tyto
proteiny zvysuji prezivani nadoru za riz-
nych stresovych podminek, jako je sni-
Zené prokrveni anebo zvysena teplota.
Jsou také spojeny s rezistenci na onkolo-
gickou terapii, a quercetin proto zvysuje
citlivost na [é¢bu [43].

Protivirovy ucinek

Samostatnd oblast vyzkumu querce-
tinu je zaméfena na moznosti vyuziti
jeho protivirového efektu. Tento se stal
pfedmétem vyzkumu na prvnim misté
u onemocnéni chfipkou, kde probi-
haji studie se slibnymi vysledky [44].
V rdmci chemoprevence je pak sledo-
van jeho prokazany efekt proti infekci
Epstein-Barrové [45,46], kterd jak zndmo
hraje roli pfi vyvoji nékterych malig-
nit, jako jsou karcinomy zaludku, noso-
hltanu anebo lymfomy. Dal$im vyznam-
nym virem spojenym s kancerogenezi
je virus HPV [47]. Vlivem quercetinu
byla popsana zastava bunécného cyklu
u HPV 16 transformovanych bunék [48].
Jind studie prokazala v souhlasu s pred-
chozi také schopnost zastavy bunéc-
ného cyklu v G1 fazi pfi HPV 16 infekci,
avsak tato nebyla prokazana u viru HPV
18, na jehoz replikaci plsobi quercetin
odlisnym zpUsobem [49].

In vivo studie

Hlavnimi misty pro chemopreventivni
Ucinek quercetinu se zda byt zejména du-
tina Ustni a GIT, tedy lokality, ve kterych
dochazi k pfimému kontaktu quercetinu
se sliznicemi [3,50]. Probéhlo v tomto
smyslu mnoho experimentd na zvifa-
tech. Na modelu kieckd byl po indukci
kancerogenem (dimethylbenz(a)anthra-
cene - DMBA) zaznamenan snizeny vy-
skyt a zpomaleny rlist karcinomid bu-
kalni sliznice ve skupiné s quercetinem.
Vlivem quercetinu byla popséna zastava
bunécného cyklu, indukce apoptdzy, sni-
Zeni invazivity nddorovych bunék i dtlum
angiogeneze [51]. Nedavno byl prove-
den experiment s podobnou metodikou
i stejnymi vysledky. Na modelu kreckl
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bylo vlivem quercetinu v dutiné Ustni za-
znamendno méné premalignich lézi (hy-
perplazii a dysplazii), nizsi stupen jejich
zavaznosti i méné invazivnich karcinom.
V nadorovych bunkach byla zazname-
ndana signifikantni inhibice exprese NF-«kB
a Bcl-2 a skrze to i vyssi stupen apo-
ptézy. Zavérem studie bylo, Ze quercetin
je slibnou chemopreventivni latkou v in-
dikaci spinoceluldrnich karcinomud du-
tiny Ustni [19]. Tumory mysi, histologicky
z bunécnych linii faryngedlniho spino-
celularniho karcinomu, podobné proka-
zaly regresi v ristu po podani quercetinu.
Vedle toho negativni vliv na fyziologické
fibroblasty byl minimalni, jedna se proto
o specificky Ucinek pouze na nadorovou
tkan [52]. Jiny experiment probéhl po
aplikaci kancerogenu (azoxymethanu)
za Ucelem indukce kolorektélniho karci-
nomu u mysi, kde podéani quercetinu po-
dobné signifikantné snizovalo riziko vy-
voje prekanceréz a karcinomu [53]. | po
absorpci quercetinu do krevniho obéhu
vsak dochdzi k protinadorovému efektu.
Piikladem muze byt studie na mysich,
ve které quercetin po perordlnim podani
zbrzdil vyvoj chemicky (DMBA a krotono-
vym olejem) indukovanych koznich karci-
nomu [54]. Podobné byly provedeny i ex-
perimenty s chemicky (benzopyrenem)
indukovanymi nadory plic, kde opét vli-
vem peroralniho podani quercetinu
doslo ke snizeni kancerogeneze [55,56].

Klinické studie

Slibné vysledky in vitro a in vivo experi-
mentd podpofily i zahdjeni studii na li-
dech. V klinické studii faze | byl u pa-
renteradlné aplikovaného quercetinu
prokdzan utlum tyrozinkinazovych sig-
nalnich cest lymfocytli u 9 z 11 pfipadl
a tato inhibice pretrvavala az 16 hod po
aplikaci. Vedle toho parenterdlné apliko-
vany quercetin vice nez 5x snizil koncen-
traci karcinoembryondlniho antigenu
(CA 125) u pacientky v termindlnim sta-
diu karcinomu ovarii. Jednalo se o dise-
minovany pfipad onemocnéni stadia IV
bez reakce na standardni Ié¢bu cispla-
tinou a cyklofosfamidem. Béhem [é¢by
chemoterapii doslo k postupnému na-
rdstu CA 125 az na 290 U/ml. Po 3 mé-
sicich od ukonc¢eni paliativni chemo-
terapie byla tato pacientka zavzata do
studie, kde jiz po 2 cyklech parenteral-

niho samotného quercetinu (v davce
420mg/m?) doslo ke snizeni CA 125 az
na 55 U/ml. Vzhledem k dobré odpo-
védi na quercetin byla nasledné k dal-
sim tfem cykldm quercetinu pfidéna
i karboplatina k potenciaci ucinku a ko-
ne¢nd hodnota CA 125 doséahla 45 U/ml.
U pacienta s pokrocilym karcinomem
jater byl v této studii zaznamenén po-
dobny trend, a sice snizeni alfa-fetopro-
teinu (AFP) ze 460 na 40 U/ml [571].

Populacni studie

PrestoZe je hodnoceni populacnich stu-
dii vzhledem k multifaktoridlnim vliviim
v praxi obtizné, a jejich vysledky je proto
potieba brat s rezervou, Ize se vzhledem
k velkym zhodnocenym soubor({im shod-
nout na prokazaném chemopreventiv-
nim efektu quercetinu u rdznych druhtd
nadord. Svédska studie, kterd zhodno-
tila pres 500 pfipadt adenokarcinomu
Zaludku a pres 1 000 kontrol, nalezla vy-
Znamnou asociaci mezi pfijmem querce-
tinu a nizsim vyskytem téchto nador(,
a to az 0 43 % [58]. Jina studie srovnala
pfiblizné 1 500 pfipadl kolorektédlniho
karcinomu s 1 500 kontrolami a popsala
snizeni incidence tumor( o 32 % pfi kon-
zumaci quercetinu [59]. V pfipadé kar-
cinom plic bylo vlivem quercetinu po-
psano snizeni vyskytu tumord o 51 %
a u tézkych kurakd dokonce o 65 % [60].

Synergizmus quercetinu

s radioterapii nebo

chemoterapii

Vedle chemoprevence je quercetin sle-
dovan i jako radioprotektor zdravych
tkani. Peroralni a lokalni aplikace quer-
cetinu v klinické studii na 64 pacientech
dokazala zmirnit poskozeni klze pti ra-
dioterapii v lokalité karcinomud hlavy
a krku [61]. Vedle toho studie ukazuji
na schopnost potenciace uc¢inku onko-
logické 1é¢by pfi kombinaci quercetinu
s chemoterapii a radioterapii a podpo-
ruji dalsi vyzkum v této oblasti [62]. Sy-
nergizmus byl prokdzan u mnoha druht
chemoterapeutik [63]. Pfiklad mize byt
synergisticky efekt quercetinu s cisplati-
nou, prokazany na pfikladu karcinom(
nosohltanu [64]. Na burikdch karcinomu
hrtanu zvysilo pfidani quercetinu k cis-
platiné stupen apoptézy o 16 %. Zavérem
této studie bylo, ze kombinace cisplatiny

s quercetinem je slibnou metodou pro
potenciaci u¢inku chemoterapie u karci-
nomU hlavy a krku [65]. Studie na jinych
nadorovych burkach popsala po pfidani
0,01-10 pM quercetinu 1,5-30ndsobnou
potenciaci cytotoxického Ucinku cispla-
tiny [66]. Vyslednym efektem m{ize byt
nejen zvyseni lécebného efektu cispla-
tiny, ale sou¢asné i snizeni nefrotoxicity
[é¢by [67]. Studie s obdobnymi vysledky
pak probéhly i na jinych druzich chemo-
terapeutik. Kombinace quercetinu a po-
dobnych pfirodnich latek s chemotera-
pii pfedstavuje volbu pro sledovani do
budoucna stran moznosti zvyseni efekti-
vity pfi sou¢asném snizeni toxicity 1é¢by
a mUze ukazovat i na jednu z potencial-
nich cest snizeni rezistence na onkolo-
gickou Ié¢bu [68].

Farmakokinetika quercetinu

U quercetinu je stran jeho biologické
dostupnosti, podobné jako u jinych fla-
vonoidd, problémem nizka rozpustnost
ve vodé, a studie proto fesi mozné me-
chanizmy zvyseni jeho Ucinnosti v orga-
nizmu [2]. Stravou se u bézné populace
udava primérny pfijem 5-40mg denné
(pfi zdpadnim stylu stravy se odhaduje
v priméru 16 mg/den), ale u jedincl
konzumujicich ovoce a zeleninu s vyso-
kym obsahem quercetinu mlze dosah-
nout denni davka az 200-500mg [3].
Absorpce z GIT je obecné u flavonoid
relativné nizkd vzhledem k malé roz-
pustnosti ve vodé [3]. V rdmci rostlin-
nych zdrojl se quercetin vyskytuje v rlz-
nych formach, které mimo jiné ovliviuji
i jeho vstfebatelnost z traviciho traktu
do krve. Nejlepsi biologickd dostupnost
se v rdmci bézné dostupnych potravin
udava u cibule, coz je ddno nejen vysokou
koncentraci, ale i |épe vstfebatelnymi for-
mami quercetinu v ni [69]. Koncentrace,
ve kterych studie udavaji schopnost 50%
Utlumu rastu nadorovych bunék (IC50),
se pohybuji v Sirokém rozmezi 7 nM
az do nefyziologicky vysokych hodnot
pfes 100 uM. Nejcastéji udavana sérova
koncentrace quercetinu s protinddoro-
vym efektem je 10 uM a té by bylo u lidi
mozno dosahnout po peroralni suple-
mentaci kolem 1 500 mg denné [70-72].
Po pfijmu bézné stravy se koncentrace
quercetinu v krvi udava radové 100 nM
az 1 uM [3,69], po pfijmu velkého mnoz-
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stvi stravy bohaté na quercetin pak Ize
dosadhnout hladin v maximu 5-10 pM [3].
Vyhodou quercetinu je relativné dlouhy
polocas eliminace ze séra, takze pfi kaz-
dodennim pfijmu se dosahuje stabilnich
hladin [3,72]. Dulezité je, Ze i pfi fyziolo-
gickych hladinach v séru Ize podpofit za-
stavu bunéc¢ného cyklu nadord. Subpo-
pulace nadorovych bunék zastavenych
v G1 fazi se v experimentu i pfi koncen-
traci quercetinu 10 uM, napodobujici
model peaku v krvi dosaZitelny peroral-
nim pfijmem, zvysila z 6,4 na 9,2 %. Tato
fyziologicka hladina quercetinu byla také
schopna ovlivnit reguldtor exprese pro-
teinu p21 [73]. Studie déle prokazuji, ze
cytotoxicky efekt quercetinu se proje-
vuje specificky na nadorovych burkach,
kdezto u zdravych bunék by k poskozeni
dochézelo az pfi velmi vysokych koncen-
tracich 100-500 pM, kterych nelze v or-
ganizmu peroralnim pfijmem dosah-
nout [74]. Pro srovnani — pro dosazeni
antiprolifera¢niho a proapoptotického
ucinku je u nadorovych bunék melanomu
B16-BL6 potieba pouze 3,5 uM [75]
anebo 10 uM pro SK-Br3, MDA-MB-453
a MDA-MB-231 karcinomu prsu [73]. Sou-
¢asny vyzkum se zaméfuje zejména na
zvyseni biologické dostupnosti querce-
tinu zejména cestou nanotechnologif
(nanocastic), diky nimz existuje moznost
zvyseni koncentrace polyfenoll v cilo-
vych tkanich [76,77].

Zavér

Quercetin je jednim z rostlinnych flavo-
noidd, ktery in vitro, in vivo i v klinické stu-
dii faze | prokazal protinadorovy efekt.
Byla u néj popsana schopnost zastavy
buné¢ného cyklu, vyvoldni apoptdézy,
inhibice angiogeneze, invazivity i me-
tastazovani nadord. Quercetin zasahuje
soucasné na vice urovnich kanceroge-
neze, ¢imz ma potencial ovlivnit rezis-
tenci na Ié¢bu. Byl u néj prokazan syner-
gizmus s chemoterapii a snizeni toxicity
|é¢by. Kromé studia vlastnich mechani-
zm( ucinku se do budoucna ocekava
vétsi dliraz na vyzkum farmakologickych
moznosti zvyseni jeho vstiebatelnosti
a dostupnosti pro cilové tkané.
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Souhrn

Uvod: Trastuzumab (Herceptin® - H) je v Ceské republice lé¢ebnym standardem HER2 depen-
dentniho (HER2+) karcinomu prsu (breast cancer — BC) od roku 2009. Neoadjuvantni aplikace H
pomaha zvysit pocet patologickych kompletnich remisi (pathologic complete remission — pCR)
a ma tak vliv na prognézu nemocnych. Cil: Cilem nasi prace bylo zhodnoceni efektu neoadju-
vantni terapie (NAT) s H u pacientek s ¢asnym HER2+ BC a korelace lé¢ebného vysledku s pre-
zivanim (overall survival - OS) nemocnych. pCR jsme definovali jako absenci invazivniho karci-
nomu v tkani prsni zlazy (ypT0) pfi mozné piitomnosti rezidualni nemoci ve formé neinvazivniho
karcinomu (ypTis) a absenci nddorovych bunék v axildrnich lymfatickych uzlindch (ypNO). Pocet
PCR jsme korelovali s hormondlni dependenci nadoru, srovnali jsme pocet dosazenych pCR
u nemocnych s hormonalné pozitivnim (estrogenni receptor — ER+) a hormonalné negativnim
(ER-) onemocnénim. Vysledky: Do hodnoceni bylo zapojeno 148 Zzen s HER2+ BC, predomi-
nantné ve stadiu Il. Celkem 50,7 % z nich bylo v dobé diagnézy premenopauzalnich, 45,9 %
mélo ER- onemocnéni. Vétsina pacientek byla Ié¢ena sekvencné antracyklinem a poté taxanem
a H. pCR byla zaznamendana u 50 % nemocnych (74/148), ER+ nadory regredovaly castéji do
stadia ypTis (24/35), ER- nddory do stadia ypTOypNO (26/39). OS 1 rok u pacientek, které dosahly
pCR, bylo signifikantné lepsi ve srovndni se skupinou pacientek, které na NAT nezareagovaly
(100,0 vs. 95,3 %; p = 0,009), median OS nebyl u pacientek s pCR dosazen. Zdvér: Pacientky, které
dosahly pCR, mély lepsi prognézu ve srovnéni se Zzenami, u kterych pCR nebylo dosazeno.

Klicova slova
neoadjuvantni terapie - trastuzumab - ¢asny karcinom prsu — patologickd kompletni remise —
progndza
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TRASTUZUMAB V NEOADJUVANTNI LECBE HER2+ KARCINOMU PRSU

Summary

Background: Trastuzumab (Herceptin® - H) has been the standard-of-care for patients with HER2+ breast cancer (BC) since 2009 in the Czech
Republic. Neoadjuvant application of H increases the number of patients who achieve pathological complete remission (pCR) and improves pa-
tients’ outcomes. Aim: This study aimed to assess the effect of neoadjuvant therapy (NAT) with H in patients with early HER2+ BC and to correlate
the therapeutic outcome with overall survival (OS). We defined pCR as no invasive carcinoma (ypTO0) or in situ residual carcinoma (ypTis) in breast
tissue and no invasive carcinoma in axillary lymphatic nodes (ypNO). To correlate pCR with the hormone dependency of BC, we compared the
number of patients who achieved pCR between those with hormone-dependent (estrogen receptor (ER)+) BC and those with hormone-nega-
tive (ER-) BC. Results: We evaluated data from 148 patients with HER2+ BC, most of whom were at stage II. Of these, 50.7% were premenopausal
women and 45.9% had ER- BC. Most patients were treated with anthracyclines followed by taxanes and H. pCR was reported in 50% of patients
(74/148). ER+ BC regressed more often to ypTis stage (24/35), ER- BC to ypTOypNO stage (26/39). The 1-year OS rate of patients who achieved
pCR was significantly higher than that of patients who did not (100.0% vs. 95.3%, p = 0.009). Median OS was not achieved in pCR patients group.

Conclusion: Patients who achieved pCR had a better prognosis than patients who did not.

Key words

neoadjuvant therapy - trastuzumab - early breast cancer - pathological complete remission — prognosis

Uvod
HER2+ karcinom prsu (breast cancer — BC)
patii mezi prognosticky méné pfiz-
nivé varianty BC [1]. Chovani nadoru
ovlivnéného amplifikaci HER2 je pfici-
nou pomérné castého postizeni spado-
vého lymfatického systému a pokroci-
losti primarni nemoci. Terapie ¢asného
nebo lokadlné pokrocilého HER2+ BC je
proto ¢asto sméfovana k primarni sys-
témové terapii. Cilem neoadjuvantni te-
rapie (NAT) je ¢asny zésah do procesu
nadorové diseminace a/nebo zmen-
seni objemu primarni nemoci [2-4] a jeji
efekt je posuzovén velikosti rezidudini
nemoci.

Vztah patologické kompletni remise
(pathologic complete remission — pCR)

207
17,6

% pacientek

do 30 30-35 35-40 40-45 45-50 50-55 55-60 60-65 65-70
vék (roky)

a prognoézy pacientl lé¢enych NAT
byl sledovan jak u BC, tak u jinych dia-
gnéz [5,6]. Zakladnim prfedpokladem
pro vyhodnoceni prognostického vy-
znamu pCR bylo zakotveni jednotné de-
finice pfi rlznorodosti patologického
hodnoceni rezidudlni nemoci [7-8]. pCR
koreluje s prlibéhem zejména triple ne-
gativniho (TN) a HER2+ BC [9-11], u kte-
rych dosahuje zaroven nejvyssi cetnosti.

Ve studii TECHNO (Taxol Epirubicin
Cyclophosphamid Herceptin Neoadju-
vant) byla pCR jedinym prognostickym
faktorem [12]. Zeny lé¢ené kombinova-
nou chemoterapii a trastuzumabem (Her-
ceptinem® - H) mély v pfipadé dosazeni
pCR lepsi progndzu a 3leté celkové pre-
zivani (overall survival — OS) 96,3 % ve

270

Graf 1. Vék pacientek v dobé zahajeni neoadjuvantni Ié¢by Herceptinem.

srovnani s pacientkami, které pCR ne-
doséhly (3leté OS 85,0 %). pCR byla za-
znamenana u 38,7 % zen, jeji definice
zahrnovala ypT0/ypTisypNO nalezy. Kli-
nické studie s H v neoadjuvantni indi-
kaci a pCR jako primarnim cilem po-
tvrdily efekt cilené terapie ve smyslu
zvyseni podilu pCR ve srovnani s che-
moterapii samotnou [13-20]. V meta-
analyze studii s H bylo dosazeno dvoj-
nasobné cetnosti pCR u pacientek
[écenych chemoterapii a H oproti rezi-
mUim bez anti-HER2 lécby [21]. Jednim
z predpokladanych mechanizm efek-
tivity H je jeho plsobeni nejen na pro-
genitorové burky, ale také na kmenové
burky [22-23], a tedy zadsah pfimo do
kancerogeneze nemoci.

Dalsi zvyseni poctu pCR pfinesla
dudini anti-HER2 blokdda kombinovana
se systémovou chemoterapii. Ve stu-
dii NeoALTTO (Neoadjuvant Lapatinib
and/or Trastuzumab Treatment Optimi-
sation) [24] pocet pCR pfi |é¢bé H a La-
patinibem prekonal hranici 50 %, ve stu-
dii NeoSphere (A Study of Pertuzumab in
Combination With Herceptin in Patients
With HER2 Positive Breast Cancer) [25]
u pacientek s hormondlné negativnim
karcinomem (s negativnimi estrogeno-
vymi receptory (ER-) hranici 60 %, ve
studii Tryphaena [26] pocet pCR dosahl
57-66 %. Ve vsech studiich méla skupina
pacientek, kterd na NAT reagovala dosa-
Zenim pCR, lepsi prognézu ve srovnani
se skupinou zen s rezidudlni nemoci po
ukonceni NAT. V metaanalyze 36 studii
s anti-HER2 |é¢bou byl pomér rizik (ha-
zard ratio — HR) pro preziti bez udélosti
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(event-free survival — EFS) pro pacienty
s dosazenou pCR vs. non-pCR 0,29 pro
ER-a 0,52 pro ER+ skupinu [27].

Bezpecnost H byla hodnocena v mnoha
studiich. Vyssi podil o¢ekdvané kardioto-
xicity byl zaznamenan pfi konkomitant-
nim podani H a antracyklint [28-29]. Kar-
didlni rizikové faktory jako hypertenze i
diabetes zlistavaji ve vztahu k H podmi-
nénému riziku kardiotoxicity v ne zcela
jasném vztahu. Dle Seidemana et al [30]
byl v multifaktoridlnim hodnoceni poten-
cidlnich rizikovych faktord (vék, hyper-
tenze, radioterapie hrudni stény, pokles
ejekéni frakce levé komory srdecni (EF
LK), kumulativni davka antracyklinG) vy-
hodnocen pouze vék jako signifikantné
pozitivné asociovany s rizikem kardialni
toxicity H. V jiné studii [31] se toto pozo-
rovani nepotvrdilo, jako rizikovy faktor
pro vznik kardiotoxicity se prokazal po-
kles EF LK. Podle studie NSABP-B31 [32]
jsou tfremi zakladnimi rizikovymi faktory
pro kardiotoxicitu asociovanou s H vék,
pokles EF LK a antihypertenzni komedi-
kace. Rezimy bez antracyklin(i v¢. dvou-
kombinace anti-HER2 [éciv jsou stran
kardiotoxicity bezpec¢nou modalitou
[é¢by. Ve studii NSABP-B31 byla pfi sle-
dovéni az 7 let zaznamenana kardidlni
udalost u 4 % pacientek lé¢enych H ve
srovnani s 1,3 % pacientek lé¢enych che-
moterapii bez H [32]. Symptomatické
kardialni postizeni bylo ve studii NOAH
zaznamenano pfi 3letém sledovaniu 2 %
pacientek [é¢enych H [29].

V nize uvedeném souboru popisujeme
pacientky s ¢asnym HER2+ BC lé¢ené
neoadjuvantné systémovou chemote-
rapii a H na Onkologické klinice 1. LF UK
a VFN v Praze v letech 2009-2016. Cilem
prace je zejména zhodnoceni lé¢ebnych
vysledkd méfenych poctem dosazenych
pCR a pfezivanim nemocnych v odstupu
1,3 a5 let po ukonceni NAT.

Soubor pacientii

Do studie bylo zafazeno 148 Zen s me-
didnem véku 51 let. Vékova distribuce
pacientek je znazornéna na grafu 1,
mladé zeny do 40 let tvofily 30,5 % hod-
nocené skupiny. Pacientky do 35 let
tvofily 12,9 %, 50,7 % pacientek bylo
premenopauzalnich (tab. 1). Vétsina ne-
mocnych byla [é¢ena pro BC stadia I
(64,2 %) a lll (28,4 %) (tab. 1).

Tab. 1. Charakteristiky pacientek.

n=148
Vék v dobé lécby trastuzumabem (roky)
median (min.-max.) 51(27-77)
Vék v dobé lécby trastuzumabem, n (%)
<35let 28(18,9)
35-60 let 79 (53,4)
> 60 let 41(27,7)
Menopauzalni status v dobé diagnézy, n (%)
premenopauzalni 75 (50,7)
postmenopauzalni 73 (49,3)
Performance status v dobé diagnézy, n (%)
PS O 118 (79,7)
PS 1 20(13,5)
PS 2 1(0,7)
N/A 9(6,1)
Stadium nemoci podle TNM v dobé diagnézy, n (%)
0 1(0,7)
I 7(4,7)
A 44 (29,7)
1B 51 (34,5)
A 18(12,2)
B 24(16,2)
v 2(1,4)
N/A 1(0,7)

N/A - neuvedeno v registru

Histologické parametry jsou speci-
fikovany nize (tab. 2) - v 87,2 % se jed-
nalo o invazivni duktalni karcinom (in-
vasive ductal carcinoma - IDC), v 62,8 %
o nador s nizkou diferenciaci (G3), 53,4 %
nadorl bylo ER+ (95/148 nador( vyka-
zovalo pozitivitu estrogenového a/nebo
progesteronového receptoru), pouze
jedna pacientka méla HER2 (receptor
pro epidermalni rdstovy faktor typu 2)
negativni onemocnéni podle definitivni
histologie, na podkladé HER2+ biop-
tického nalezu byla ale neoadjuvantné
lé¢ena H (tab. 2). Vysoké procento ne-
zndmého prolifera¢niho stavu nadoru
(Ki67) pfisuzujeme nedostate¢nému
prepisu téchto dat do registru, ackoli je
toto vysetieni standardni soucasti histo-
logického zdznamu.

Hodnocené pacientky byly neoadju-
vantné |éeny nejcastéji sekvenci antra-
cyklind a taxan® v kombinaci s H. Stan-
dardné pouzivanymi rezimy na nasi
klinice jsou - z antracyklind 4 x AC (do-
xorubicin 60 mg/m? + cyklofosfamid
600mg/m? a 21 dnu) nebo 3 x FEC
100 (fluorouracil 500 mg/m? + epi-
rubicin 100 mg/m? + cyklofosfamid
500mg/m? a 21 dnt), z taxant 9-12 X T
(paklitaxel 80 mg/m? tydné) nebo
3-4 x D (docetaxel 100mg/m? a 21 dnd
podavany s rGstovym faktorem G-CSF),
H byl podan venézné v davce 2 mg/kg
tydné nebo 6 mg/kg a 21 dnl (nasyco-
vaci davky 4, resp. 8 mg/kg) nebo subku-
tanné v jednotné ddvce 600mga 21 dn(.
Celkem 140/148 zen fadné NAT ukon-
¢ilo, dalsi diivody ukonceni 1é¢by jsou
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Tab. 2. Histologické nalezy z predoperacni biopsie.

n=148
Histologicky typ karcinomu prsu, n (%)
duktalni 129 (87,2)
lobularni 7(4,7)
smiseny duktalni a lobularni 1(0,7)
jiny 11(7,4)
Grading, n (%)
1 1(0,7)
52 (35,1)
3 93 (62,8)
N/A 2(1,4)
ER (exprese estrogenovych receptori), n (%)
negativni 68 (45,9)
pozitivni 79 (53,4)
N/A 1(0,7)
PR (exprese progesteronovych receptori), n (%)
negativni 70 (47,3)
pozitivni 77 (52,0)
N/A 1(0,7)
Ki 67, n (%)
<15% 7(4,7)
15-35% 27 (18,2)
>35% 41(27,7)
N/A 73 (49,3)
HER-2/neu - imunohistochemicky (IHC), n (%)
0 1(0,7)*
1+ 0(0,0)
2+ 16 (10,8)
3+ 131 (88,5)
HER-2/neu - ISH, n (%)
negativni 1(0,7)**
pozitivni 98 (66,2)
N/A 49 (33,1)

N/A - v registru neuvedeno, * ISH pozitivni, ** [IHC2+, Ié¢ena H neoadjuvantné, adju-
vantné lécba Herceptinem ukoncena (v pooperacni histologii nddor HER2 negativni)

uvedeny v tabulce (tab. 3). Obvykle ult-
razvukové presetfeni prsu a spadovych
lymfatik podstupuji pacientky na nasem
pracovisti minimalné 2x, prvni zpravidla
po 2-4 cyklech antracyklind (tato data
do registru zavedena nebyla).

Metodika

Zdrojem dat byl registr BREAST, z kte-
rého byly extrahovany udaje o nemoc-
nych lé¢enych na nasem pracovisti v le-
tech 2009-2016. Pacientky ukongily
terapii pred 10. fijnem 2016. Cilem ana-

lyzy bylo zhodnoceni efektu NAT a H
a stanoveni poc¢tu dosazenych pCR. pCR
jsme definovali jako absenci invazivniho
karcinomu v tkani prsni zlazy (ypT0) pfi
mozné pfitomnosti rezidudlni nemoci ve
formé neinvazivniho karcinomu (ypTis)
a absenci nddorovych bunék v axilérnich
lymfatickych uzlinach (ypNO). Pocet pCR
jsme korelovali s hormonalni depen-
denci nadoru, srovnali jsme tedy pocet
dosazenych pCR u nemocnych s ER+
a ER- onemocnénim. Dal$im cilem byla
analyza OS pacientek a korelace |é¢eb-
ného vysledku (pCR) s OS. OS bylo de-
finovéno jako cas od zahdjeni l1é¢by H
v neoadjuvanci do smrti pacientky. Cas
bez znamek nemoci (disease-free sur-
vival — DFS) definovany jako obdobi od
zahajeni [é¢by H v neoadjuvanci do re-
cidivy nemoci nebo umrti byl sekundar-
nim cilem hodnoceni.V pfipadé, ze k sle-
dované udalosti nedoslo, byla pacientka
cenzorovana k datu posledni aktualizace
zaznamu v registru. Cilem sledovani bylo
také zhodnoceni vyskytu nezddoucich
agink( lécby (NU).

Pro popis souboru pacientl byly vy-
uzity zakladni statistické metody - ab-
solutni ¢etnosti, procentudlni vyjadieni
a median pro spojité proménné. Ana-
lyza preziti byla vypocitana pomoci me-
todiky Kaplana-Meiera. Pro srovnani OS
a DFS v podskupinach byl pouzit log-
-rank test. VSechny statistické testy byly
kalkulovany na hladiné vyznamnosti
a=0,05.

Vysledky

Klinicky benefit1écby (stabilizace nemoci
nebo regrese nemoci) byl zaznamenan
u 98,6 % pacientek, hodnoceni bylo pro-
vedeno na zakladé radiologického vy-
Setfeni pred planovanim chirurgického
vykonu. Pouze 2 pacientky progredo-
valy, 143/148 zen podstoupilo po ukon-
Ceni NAT operaci, 93/143 (65,0 %) ablaci,
48/143 (33,6 %) prs zachovny vykon. Typ
vykonu na axile byl v registru specifiko-
van pouze u 41,3 % Zen, pii suspekci na
postizeni spadovych lymfatik dle vstup-
niho radiologického vysetfeni ale stan-
dardné indikujeme exenteraci axily.
V opacném pfipadé (klinicky NO) prova-
dime mapovani sentinelové uzliny (sen-
tinel lymph node - SLN) a k exenteraci
axily pfistupujeme az v druhé dobé pfi
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Graf 2. Podil pCR u ER pozitivnich a ER ne-
gativnich nadora.

ER+/- hormonalné pozitivni/negativni
onemocnéni

pozitivité SLN potvrzené histologickym
vysetienim.

pCR jsme zaznamenali u 50,0 % Zen
(74/148), v 26,4 % (39/148) se jed-
nalo o histologicky nalez ypTOypNO,
v 23,6 % (35/148) o nélez ypTisypNO. De-
taily pooperacnich histologickych na-
lez(l jsou uvedeny v tab. 4. Srovnani
stavu ER/progesteronového receptoru
(PR) bylo provedeno u nalezd, které ne-
byly hodnoceny jako pCR (74/148).
Pooperacné doslo k poklesu exprese
ER/PR, za klinicky relevantni jsme pova-
Zovali expresi ER/PR > 10 % nadorovych
bunék. Efekt NAT byl zaznamenan v po-
klesu prolifera¢ni aktivity nadoru (Ki67)
a Spatné diferenciace nddoru. Vyssi podil
nezhodnocenych nalezli (N/A) je dan li-
mity vysetieni rezidudlni nemoci, s kte-
rymi se v praxi bézné setkavame.

pCR bylo v 50 % (37/74) dosazeno
u nadord ER+ a v 50 % u ER- podle
imunohistochemického hodnoceni ze
vstupni biopsie. Po odliseni ypTO a ypTis
nalezl byla zjisténa vyssi mira odpovédi
(ypTO) u nadord ER-, naopak ER+ na-
dory zUstaly castéji rezidualni nemoci

Tab. 3. Charakteristiky neoadjuvantni lécby.

Zpusob podani trastuzumabu, n (%)
intraven6zné

subkutanné

2 mg/kg tydné
6 mg/kg a 3 tydny
N/A

ano

ne

Typ konkomitantni terapie*, n (%)
paklitaxel

docetaxel

goserelin

antracyklin

jind

Diivod ukonceni NAT, n (%)
fadné ukonceni lécby
nezadouci Ucinky lécby
progrese nemoci

odmitnuti Ié¢by pacientkou

median (min.-max.)

Davka trastuzumabu pfi i.v. podani, n (%)

Konkomitantni terapie s trastuzumabem, n (%)

Trvani terapie trastuzumab v neoadjuvanci [mésice]

N/A neuvedeno v registru, NAT - neoadjuvantni terapie
* mulze byt pouzito vice modalit lecby, napf. chemoterapie a hormonalni terapie

n=148

125 (84,5)
23 (15,5)
n=125
71 (56,8)
53 (42,4)
1(0,8)

143 (96,6)
5(3,4)

89 (60,1)
49 (33,1)
4(2,7)
2(1,4)
11(7,4)

140 (94,6)
3(2,0)
3(2,0)
2(1,4)
n=146

2,5(0,5-6,0)

(ypTis) — 24/35 (69 %) ER+a 11/35 (31 %)
ER- nadorll bylo po 1é¢bé hodnoceno
jako ypTis, naopak 13/39 (33 %) ER+
a 26/39 (67 %) ER- nadort bylo po lécbé
kompletné vylé¢eno (ypT0). Celkovy
pocet pCR mezi lé¢enymi pacientkami
(n=148) dosahl 23,6 a 26,4 % pfi hodno-
ceni ypTis a ypTOypNO (graf 2).

Celkem 137/148 pacientek pokraco-
valo po ukon¢eni NAT adjuvantni systé-
movou terapii — 131/137 pacientek po-
kracovalo v terapii H, 71/137 pacientek
bylo 1é¢eno hormonalni |é¢bou, 1 pa-
cientka chemoterapii. Celkem 3 pa-
cientky, u kterych byla zaznamenana
progrese, byly dale [éceny paliativné.
NU H v rdmci NAT byly v registru zazna-
menany pouze u 5 nemocnych, v 1 pfi-

padé se jednalo o vyskyt kardiotoxicity,
v 1 pfipadé o vyskyt plicni toxicity a ve
3 pripadech o kozni toxicitu NAT (neni
vylouceno, Ze se jednalo o pfetrvavajici
NU taxana).

K datu posledni aktualizace zdznam
bylo v hodnocené skupiné zen evido-
vano pouze 10 umrti. Median OS ani
medidn DFS nebyl dosazen. Po dobé
sledovani 12 mésica (1leté OS, 95% Cl)
prezivalo 97,6 % (94,9-99,9) Zen, po 3 le-
tech (3leté OS, 95% Cl) 90,2 % (83,4-96,9)
a po 5 letech (5leté OS, 95% CI)
87,8 % (79,9-95,8) pacientek (tab. 5).

PFi srovnéni pCR a non-pCR skupiny
byl median OS signifikantné delsi u zen,
které dosahly pCR (graf 3). Median OS pro
pCR skupinu Zen nebyl dosazen, u non-
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4 N 7
Tab. 4. Poopera¢ni histologické A 1,0
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ra 0,8 7 NLILEENE B R i R L L L
ER (exprese estrogenovych
receptorty), n (%)
X
0-10% 27 (36,5) %
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. S pCR
PR (exprese progesteronovych =
receptorii), n (%) N 0,4 — ano(n=74) -
o — ne(n=74
0-10 % 37 (50,0) 8 ( )
>10 % 23 (31,1)
N/A 14(18,9) 0.21
Ki67, n (%)
0-20 % 36 (48,6) 00
>20% 16 (21,6) ' 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
N/A 22(29,7) doba od zahéjeni |é¢by Herceptinem v neoadjuvanci (mésice)
HER-2, n (%)
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1+ 4(5,4) B 101
2+ 13(17,6) ] {
>
3+ 32(43,2) 3
£ 0,8 A _
N/A 20 (27,0) £ H—H——+
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FISH, n (%) g i : |
D
Lo g
negativni 2(2,7) S 064
pozitivni 7(9,5) <
1S -
N/A 69 (93,2) ®
N
Grade, n (%) o 0,4
2 CR
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-pCR skupiny dosahl 96,5 mésice (95% IS
11,9-181,1). Jednoho roku a 3 let se do-
Zilo 100,0 % zen (pCR) vs. 95,3 % (non-
-pCR, 1leté 0S) a 79,9 % (non-pCR,
3leté OS), 5 let se dozilo 95,2 % zen
v pCR skupiné vs. 79,9 % Zen v non-pCR
skupiné.

Vysledky OS/DFS v korelaci se stavem
receptord u pCR skupiny nebyly signifi-
kantni, trend pro lepsi prognézu nemoc-
nych je vidét u ER- nador (tab. 6). Dalsi

Graf 3. Hodnoceni OS (A) a DFS (B) podle 1écebného efektu NAT.
OS - celkové preziti, DFS - pfeziti bez nemoci, pCR - patologickd kompletni remise,

NAT - neoadjuvantni terapie

hodnoceni kohorty pacientek vyzaduje
jeji delsi sledovani.

Souhrn
Celkem 148 pacientek s HER2+ ¢asnym
nebo lokélné pokrocilym BC bylo neoad-

juvantné lé¢eno chemoterapii a H. Nej-
Castéji volenym rezimem byl 4 x AC -
12 x TH (data z registru nemame, v praxi
indikujeme rezim AC — TH témér vzdy,
obvykle s vyjimkou stadia | nemoci).
Délka trvani NAT nevybocovala ze stan-
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dardid (vychazime z udaje v registru, ze
94,6 % zen ukoncilo NAT radné). Me-
dian véku nemocnych byl 51 let, témér
1/3 nemocnych tvofily mladé pacientky
do 40 let, 12,9 % pacientek bylo ve véku
do 35 let. Kromé HER2 pozitivity pfispi-
val k agresivité nemoci zejména vysoky
grade (62,8 % pacientek) a ER negativita
(45,9 % pacientek). pCR dosahlo 50,0 %
zen, v 26,4 % pripadu patolog nenalezl
rezidudIni nemoc (ypTOypNO), v 23,6 %
pfipadd v prsni tkani detekoval in situ
zbytkovy karcinom (ypTisypNO). Vyssi
podil ypTO nalezd byl spojen s ER- pri-
marnimi karcinomy, naopak ER pozi-
tivita vedla castéji k mensi odpovédi
(ypTis). OS analyza ukazala, ze nemocné,
které dosahly pCR, mély v nasleduji-
cim obdobi lepsi prognézu - 1leté OS
100,0 vs. 95,3 %, 5leté OS 95,2 vs. 79,9 %;
p = 0,000.

Diskuze

pCR je vyznamnym prognostickym fak-
toremu HER2+aTNBC[9-11, 33]. Cetnost
pCR se pfi monoterapii H a chemoterapii
pohybuje kolem 25-30 %, pfi dudini anti-
-HER2 blokadé a chemoterapii az kolem
50-60 %. V nasi kohorté pacientek byla
pCR zaznamendana u 1/2 z nich (74/148).
Pti srovnani je nutno mit na mysli, Zze
hodnoceni pCR mUze byt v rGznych pra-
cich rtzné. pCR bez znamek rezidualni
nemoci (ypTOypNO) bylo v nasi skupiné
dosazeno u 26,4 % pacientek, zbylych
23,6 % nemocnych dosahlo téméf kom-
pletni odpovédi v podobé in situ rezi-
dualni nemoci.

Polovina nador, které na NAT zarea-
govaly pCR, byla ER+ (37/74), polovina
ER-(37/74). Ze studii vime, ze lepsi odpo-
védi byva dosazeno u ER- nadoru [27].
Ve studii NeoSphere byl pocet pCR v ra-
meni s docetaxelem a H 20,0 % u ER+
vs. 36,8 % u ER- nadord, v rameni s H,
pertuzumabem a docetaxelem byl roz-
dil velmi zfetelny, 26,0 vs. 63,2 %. Rozdil
v Cetnosti kompletnich odpovédi vidime
v nasi skupiné pouze po rozdéleni pCR
nalezt na ypTOypNO vs. ypTisypNO sku-
piny — 66,7 % ER- nadorl zareagovalo
absolutné vs. 68,6 % ER+ nadorl cas-
te¢né. Pficinou absence lepsi odpo-
védi u ER- nadorl v pCR skupiné jako
celku mohl byt maly pocet pacientek
(pouze 74).

Tab. 5. Pfezivani u pCR a non-pCR skupiny nemocnych

ANO (n=74)
Median OS (95% Cl) nedosazen
1y OS (%; 95% Cl) 100,0 (-)
3y OS (%; 95% Cl) 100,0 (-)
5y OS (%; 95% Cl) 95,2 (86,1-99,9)
Median DFS (95% Cl) nedosazen
1y DFS (%; 95% Cl) 100,0 (1)

3y DFS (%; 95% Cl)
5y DFS (%; 95% C)

85,6 (73,7-97,4)
76,7 (60,9-92,6)

pPCR p*
NE (n=74)
96,5 mésice (11,9-181,1) 0,009
95,3 (90,1-99,9)
79,9 (66,7-93,0)
79,9 (66,7-93,0)
nedosazen 0,151

91,1 (84,3-97,9)
78,9 (67,1-90,6)
78,9 (67,1-90,6)

OS - celkove prezivani, DFS - ¢as bez znamek nemoci, pCR - patologicka kompletni remise

*log-rank test, tu¢né - signifikantni nalez

Tab. 6. Hodnoceni OS a DFS u pCR skupiny Zen v korelaci se stavem ER ze vstupni

biopsie.
ANO (n=37)

Median OS (95% Cl) nedosazen
1y OS (%; 95% Cl) 100,0 (-)
3y OS (%; 95% Cl) 100,0 (-)
5y OS (%; 95% Cl) 100,0 (-)
Median DFS (95% Cl) nedosazen
1y DFS (%; 95% Cl) 100,0 (-)

3y DFS (%; 95% Cl)
5y DFS (%; 95% Cl)

92,9 (79,4-99,9)
92,9 (79,4-99,9)

Exprese ER p*

NE (n=37)
nedosazen
100,0 (-)
100,0 (-)
90,9 (73,9-99,9)
nedosazen
100,0 (-)
80,0 (62,3-97,7)
63,0 (37,8-88,2)

0,34

0,066

OS - celkové preziti, DFS — doba preziti bez nemoci, pCR - patologickd kompletni

remise, ER - astrogenni receptor
*log-rank test

Dosazeni pCR u vyssiho procenta ne-
mocnych brani nddorova heterogenita,
a to i u podskupin, u kterych bychom
pCR ocekavali. Vime, Ze u triple pozitiv-
nich nadorl je prognosticky vyznam
pCR méné spolehlivy, coz vychazi z od-
lisné nadorové biologie HER2+ nadoru
s a bez hormonalni dependence. Predik-
tory pro dosazeni pCR chybi, i kdyz se ob-
jevuji prvni prace prestavujici moleku-
larni markery nebo nomogramy [34-37].

Odpovédi chybi i na dalsi otédzky -
1. Mohla by napomoci dosazeni pCR
pfidatnd terapie v podobé systémové
lé¢by indikované nad ramec stan-

dardné trvajici 1é¢by? 2. Mohou zeny,
u kterych pCR nebylo dosazeno, profi-
tovat z dudini anti-HER2 1é¢by? 3. A na-
opak, mohou nékteré Zeny profitovat
ze samotné anti-HER2 [éc¢by a taxanl
s vynechanim antracyklinl nebo ze sa-
motné cilené terapie? 4. Mohly by né-
které pacientky, u kterych bylo dosazeno
pCR, bezpecné ukoncit systémovou te-
rapii neoadjuvantné s vynechanim
pooperacniho H?

Median trvanilé¢by H v neoadjuvantni
Casti byl 2,5 mésice, 94,6 % Zen ukon-
¢ilo NAT fadné. V adjuvantnim H pokra-
¢ovalo 131/137 zen, prakticky viechny
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Zeny s ER+ nadory (71/79) pokracovaly
také adjuvantni hormonalni lé¢bou.

K relapsu a generalizaci nemoci po
ukonceni NAT a operaci doslo u 12 pa-
cientek. U dalSich 3 nemocnych doslo
k progresi nemoci a prechodu Ié¢by do
paliativni v prilbéhu nebo po ukonceni
NAT. Tyto 3 pacientky neabsolvovaly chi-
rurgicky vykon. Lokalizace metastaz byla
nasledovna - jatra (3/12), kosti (2/12),
CNS (2/12), plice (2/12), kGze/mékké
tkané (2/12), jiné lokality (3/12). U nékte-
rych pacientek bylo zaznamenéno posti-
Zeni vice organovych systémd.

Z operovanych Zen (143/148) 65,0 %
(93/143) podstoupilo ablaci, 33,6 % prs
zachovny vykon (48/143), u 2 pacientek
nebyl typ vykonu v registru specifiko-
van. Dlvodd pro vyssi podil abla¢nich
vykonl mize byt nékolik - 1. pfevaha
agresivnich histotypd, zejména vysoky
podil G3 nador(; 2. pokrocilost nemoci,
tedy pacientky ve stadiu llIA/IIIB (28,4 %)
a/nebo nadory nad 5cm, tedy ¢ast na-
dorl ve stadiu IIB (celkem ve stadiu IIB
34,5 % pacientek); 3. vyssi podil mladych
pacientek zvazujicich rekonstrukéni vy-
kony (kompletni data o podilu nosi-
cek hereditarnich syndromd nemame).
Ze studii vime, ze podil prs zachov-
nych vykonl nemusi byt ovlivnén pfi-
danim cilené anti-HER2 lé¢by a poctem
pCR [38].

NU pfi neoadjuvantni 1é¢bé H jsme za-
znamenali pouze u 5 pacientek, zcela
jisté se jednalo o klinicky relevantni NU,
naopak NU bez klinické signifikance
mohly byt opomenuty a do registru
nezaneseny.
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Souhrn

Vychodisko: Praca poukazuje na vyznam monitoringu mutacii v géne FLT3 aplikaciou jedno-
duchej metédy molekulovej genetiky. Pacienti a metddy: Stbor tvorilo 141 pacientov vo veku
od 19 do 81 rokov s primarnou akutnou myeloblastovou leukémiou (AML) a 8 pacientov s pre-
chodom myelodysplastického syndrému (MDS) do AML. Metédou PCR bola analyzovand DNA
zo vzorky periférnej krvi a/alebo kostnej drene. Dékaz internej tandemovej mutacie FLT3 génu
(FLT3-ITD) je zalozeny na amplifikécii exénov 14 a 15. Bodova mutécia v tyrozin kinazovej do-
méne FLT3 génu (FLT3-TKD) bola detegovana restrik¢nou analyzou PCR produktu exénu 20.
Fragmenty boli separované elektroforeticky. PCR produkty pozitivnych vzoriek boli analyzo-
vané aj na mikrocipe (Bioanalyzer 2100). Vysledky: Interna tandémova duplikacia FLT3-ITD bola
potvrdend u 19 % pacientov a bodova mutdcia FLT3-TKD u 8 %. Dvaja pacienti (1 %) mali obidve
mutacie. Najvacsiu skupinu FLT3+ tvorili pacienti bez inych chromozémovych aberacii (59 %)
a pacienti s translokaciou t (15; 17)/PML-RARA (15 %). Umrtnost pacientov v skupine FLT3+ bola
33 % oproti 10 % v skupine FLT3-. V rdmci FLT3+ skupiny bolo percento Umrtnosti takmer rov-
naké u FLT3-ITD aj FLT3-TKD, paradoxne 77-ro¢na pacientka s dvojitou mutaciou FLT3-ITD/TKD
bola v remisii. Osmich pacientov s prechodom MDS do AML sme posudzovali samostatne.
U troch pacientov bola pri prechode do AML potvrdena FLT3 pozitivita, z toho u dvoch FLT3-ITD
a u jedného FLT3-TKD. Iné génové aberacie z vySetrovaného panelu u nich potvrdené neboli.
Prezivanie tychto pacientov s FLT3+ bolo dlh3ie ako u FLT3- pacientov. Vysledky dékazu mu-
tacii v géne FLT3 u pacientov vychodoslovenského regionu koreluju s publikovanymi vysled-
kami inych databaz. Zdver: Aplikovana PCR metdda je spolahlivd, relativne rychla a finan¢ne
nendrocna, ¢o umoznuje rutinny monitoring mutdcii v géne FLT3. Verifikdcia FLT3 pozitivity na
mikrocipe je elegantnou ndhradou analyzy na kapilarnej elektroforéze.
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DETEKCIA MUTACITV GENE FLT3 U PACIENTOV VYCHODOSLOVENSKEHO REGIONU

Summary

Background: The study investigated FLT3 gene mutations in patients from eastern Slovakia using a simple molecular method. Patients and
Methods: We analyzed 141 patients with primary acute myeloid leukemia (AML) and 8 patients with AML that developed from myelodysplastic
syndrome (MDS) who were aged 19-81 years. DNA isolated from peripheral blood and/or bone marrow was analyzed by PCR. FLT3 internal
tandem duplication (FLT3-ITD) was detected by amplification of exons 14 and 15. Point mutations in the FLT3 tyrosine kinase domain (FLT3-
-TKD) were detected by digesting the PCR product of exon 20 with the restriction endonuclease EcoRV. Fragments were separated electro-
phoretically. PCR products of the positive samples were also analyzed using a microchip device (Bioanalyzer 2100). Results: FLT3-ITD and point
mutations in the FLT-TKD were detected in 19 and 8% of patients, resp. Two patients (1%) harbored both types of mutations. Patients with and
without FLT3 mutations were called FLT+ and FLT-, resp. Most FLT3+ patients had no chromosomal aberrations (59%) or harbored the t(15; 17)
translocation in PML-RARA (15%). The mortality rate was 33% among FLT3+ patients and 10% among FLT3- patients. Among FLT3+ patients,
the mortality rates of patients with FLT3-ITD and point mutations of the FLT-TKD were almost the same . A 77-year-old female patient with both
FLT3-ITD and a point mutation in the FLT3-TKD was in remission. The eight patients who developed AML from MDS were assessed separately. Of
these, three patients were FLT3+; two patients displayed FLT3-ITD, and one patient harbored a point mutation in the FLT3-TKD. No other genetic
aberrations were detected. FLT3+ patients lived for longer than FLT3- patients. These analyses of FLT3 gene mutations in patients from eastern
Slovakia are consistent with published data from other databases. Conclusion: The applied PCR method is reliable, relatively fast, and affordable,
and can be used for routine monitoring of FLT3 gene mutations. FLT3 mutations can be verified using a microchip as an alternative to capillary

electrophoresis.

Key words

acute myelogenous leukemia - DNA — PCR - mutation — FLT3-ITD - FLT3-TKD

Uvod

Cytogenetika a molekulova genetika vy-
znamne prispieva k diagnostike leuké-
mii, pretoze na podklade pritomnosti
chromozémovych aberacii definuje ge-
netické markery, ktoré spolu s klinickymi
parametrami charakterizuju ochorenie
a urcuju jeho progndézu. Podla pritom-
nosti réznych genetickych abnormalit
sU pacienti stratifikovani do prognostic-
kych skupin - priaznivd, intermedidrna
a nepriaznivd prognéza [1,2]. Dokaz
pritomnosti Specifickych mutécii v gé-
noch metédami molekulovej genetiky
umoznuje monitorovat priebeh ocho-
renia a hodnotit odpoved na lie¢bu na
molekulovej Urovni u pacientov bez
Strukturdlnych ¢i numerickych chromo-
zémovych aberdcii. U pacientov s chro-
mozémovymi aberdciami ma taktiez aj
prognosticky vyznam.

Jednou z mutdcii, ktoré sa podielaju
na procese leukemogenézy, je mutacia
v géne FLT3. Tento gén ma dolezité po-
stavenie v procese proliferacie, diferen-
ciacie a prezivania prekurzorovych kr-
votvornych buniek. Je lokalizovany na
13. chromozéme (13g12.2), pozostava
z 24 exénov a pokryva priblizne 96 kb.
Gén FLT3 kéduje protein s tyrozinkinzo-
vou (TK) aktivitou triedy Ill. Tento recep-
tor je zlozeny z extracelularnej (tvori ju
pat N-glykozylovanych ,imunoglobulin
like” sluc¢iek) transmembranovej, juxta-

membranovej a dvoch intraceluldrnych
TK domén [3]. Je exprimovany prevazne
na prekurzorovych kmenovych bunkach
v kostnej dreni [4,5]. FLT3 protein je syn-
tetizovany ako monomér a po glykozy-
lacii je umiestneny do cytoplazmatickej
membrany. FLT3 mozZe reagovat s ligan-
dom - protein z triedy rastovych fakto-
rov, ktory stimuluje proliferaciu hemato-
petickych buniek. Po vdzbe ligandu na
imunoglobulinovd doménu receptora
dojde k dimerizacii, ¢o vedie ku konfor-
macnym zmenam v juxtamembrano-
vej doméne a naslednej autofosforylacii,
¢im sa aktivizuje TK, ktord nasledne ak-
tivizuje viaceré signélne intraceluldrne
drahy (obr. 1).

V géne FLT3 s zndme dve 3Specifické
mutacie — internd tandemova duplikacia
(FLT3-ITD, vid nizsie) a bodova mutacia
v TK doméne (FLT3-TKD). Internd tande-
mova duplikacia zahriiuje 3-400 bézo-
vych parov (bp) v exéne 14 a vedie
k zmene proteinovej stuktury v oblasti
juxtamembranovej domény. Poskode-
nia juxtamembranovej domény mézu
menit jej dizku ako inzercie a delécie,
preto niektori autori ich nazyvaju aj LM
mutacie (,lenght mutations”). Vo vac-
Sine $tudii su vietky mutdcie postihu-
juce tato podjednotku oznacované ako
FLT3-ITD mutécie [6]. Pri bodovej muta-
cii v aktiva¢nej slucke TK domény (FLT3-
-TKD) sa jedna o zamenu guaninu za

tymin, ¢o spOsobi zdmenu aspartatu (D)
na koddne 835 za tyrozin (Y) [7,8].

Mutécie v géne FLT3 spbsobia konsti-
tutivnu aktivaciu receptora [9], a tak aj
bez pritomnosti ligandu dojde k dime-
rizacii, naslednym konformacnym zme-
ndm a autofosforylacii TK, vysledkom
¢oho je nekontrolovatelna proliferacia
(obr. 1). Jedna z poslednych studii tvrdi,
7e dizka a lokalizacia inzercie zasadne
podmieniuju charakter internej tandé-
movej duplikdcie a moézu potencovat
fulminantnost ochorenia uz aj tak s ne-
priaznivou prognoézou [10-12].

FLT3-ITD sa vyskytuje u 25-30 % pa-
cientov s akutnou myeloidnou leukém-
iou (AML) a FLT3-TKD u 7 % pacientov
[13-15]. Existuje aj asocidcia medzi FLT3-
-ITD a jednotlivymi podtypmi AML podla
French-American-British (FAB) klasifika-
cie. Najcastejsie sa vyskytuje u pacientov
s M3 AML [16]. Tato mutacia sa objavuje
aj u 3 % pacientov s myelodisplastic-
kym syndromom (MDS) a ojedinele aj
u pacientov s chronickou myeloidnou
leukémiou (CML). FLT3 mutacie neboli
ndjdené u pacientov s chronickou lym-
focytovou leukémiou (CLL), mnohopo-
¢etnym myelémom, non-Hodgkinovym
lymfémom a samozrejme u zdravych
jedincov [17,18]. U deti s AML je vy-
skyt FLT3-ITD nizsi a pohybuje sa okolo
15 %, pricom u FLT3-TKD je to 7 % po-
dobne ako u dospelych [19]. Pritomnost
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FLT3-ITD u pacientov s AML sa pova-
Zuje za nepriaznivy prognosticky faktor.
U tychto pacientov bol zisteny vyssi vy-
skyt relapsov a prudky ndrast leuke-
mickych blastov v periférnej krvi (PK)
a kostnej dreni (KD), problematické je aj
navodenie kompletnej remisie [20].

Cielom préce bolo poukézat na vyz-
nam monitoringu mutacii v géne FLT3
a moznost aplikacie jednoduchej me-
tody molekulovej genetiky u pacientov
s diagnézou AML de novo a u pacientov
so sekundarnou AML, ktord sa vyvinula
z MDS.

Pacienti a metody

Subor pacientov

Dospeli pacienti Kliniky hematolégie
a onkohematolégie UPJS LF a UNLP
KoSice - 141 pacientov (67 muzov
a 74 zien) s diagnézou AML de novo,
priemerny vek v ¢ase diagnézy bol
54,7 rokov (19-81 rokov) a 8 pacientov
(5 muzov a 3 Zeny) s diagnézou sekun-
darna AML (MDS s prechodom do AML),
priemerny vek 65,6 rokov (60-79 rokov).
Analyzovana bola vzorka PK a KD uvede-
nych pacientov. Prezentované vysledky
sU anonymné.

Izolacia DNA

Gendémova DNA (gDNA) bola izolovand
zo vzorky PK a/alebo aspiratu KD podla
Standardného protokolu kitu QlAamp
DNA Blood Mini Kit (Qiagen) na auto-
matickom robotizovanom zariadeni Qia-
cube (Qiagen). Vzorka DNA bola bud
hned analyzovana, alebo uskladnena pri
-20 °C do nasledného spracovania.

Geneticka analyza FLT3 génu a inych
chromozémovych aberacii

Dokaz internej tandemovej duplikacie
v géne FLT3 (FLT3-ITD) je zaloZzeny na am-
plifikacii exénu 14 a 15 metdédou poly-
merazové retazovej reakcie (polymerase
chain reaction - PCR) [21]. PCR pro-
dukt nemutovaného génu ma velkost
328 bp. Dlhsie fragmenty svedcia o pri-
tomnosti FLT3-ITD. Detekcia mutacie
v tyrozinkinazovej doméne (FLT3-TKD)
je zalozend na restrikénej analyze PCR
produktu exénu 20, ktory je substrdtom
restrikénej endonukledzy EcoRV. EcoRV
vertikalne Stiepi DNA sekvenciu 5-GA-
T|ATC-3' a rozstiepi amplifikovany frag-

LIGAND /\
™ ™ ™ i“rM, LI'M'
s 9 9 5 @9
™ —— G —— S—
O « O O ~7-rrr O OO
@ @ O @0

Translacia PROLIFERACIA
I Normal:  Exon 14 Intron  Exon 15
Transkripcia +— - ——
TM; ™ |TM |TM,
_ w N LB
‘M - - i
() ATP — ADP + P K1
© D 0D @0

I |

Translacia PROLIFERACIA
l Pacient:  Exon 14 Intron  Exon 15
Transkripcia +=— - — e
ITD

Obr. 1. Schéma aktivacie FLT3 receptora.

A.Transmembranovy FLT3 protein ako monomér reaguje s ligandom za vzniku proteinového
diméru, ktorého konforméacia umozni fosforylaciu. Takto aktivovand tyrozinkindza odstar-
tuje riadenu proliferaciu.

B. Pridany Usek nukleotidov v exdne 14 v géne FLT3 spdsobi zmenu v primarnej struktdre pro-
teinu a tak aj bez pritomnosti ligandu dojde k dimerizacii, a autofosforylacii tyrozinkinzy,
vysledkom ¢oho je nekontrolovatelnd proliferacia.
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4 A B N
600 bp
300 bp
500 bp
300 bp 100 bp 114 bp
68 bp
100 bp 46 bp
N /

Obr. 2. Separacia PCR produktov klasickou elektroforézou.
A. FLT3-ITD L — ladder 100 bp, 1-7 FLT3-ITD pozitivni pacienti., FLT3-ITD negativni pacienti bez mutécie
B. FLT3-TKD 1 - pacient s mutaciou v obidvoch alelach, 2 zdravy jedinec bez mutacie FLT3-TKD, 3,4 — pacienti s jednou mutovanou alelou FLT3-TKD

bp - bazové pary

ment velkosti 114 bp na 68 bp a 46 bp.
V pripade bodovej mutécie je guanin (G)
zameneny za tymin (T). EcoRV tuto sek-
venciu nestiepi a tak nerozstiepeny frag-
ment velkosti 114 bp potvrdzuje pri-
tomnost mutécie. Ak je pritomny len
fragment 114 bp, je mutacia pritomna
v obidvoch aleldch. Vo vacsine pripadov
je mutovana len jedna alela a vysled-
kom reakcie su produkty 114, 68 a 46 bp
(obr. 3B). Separacia produktov PCR bola
realizovand horizontalnou elektroforézou
na 3% agaroze, vizualizacia UV svetlom.
Fotodokumentacia z kazdej analyzy bola
archivovana. PCR produkty pozitivnych
vzoriek boli analyzované aj mikrocipovou
elektroforézou na zariadeni Bioanalyzer
2100 (Agilent). Metodicky postup analyzy
zvy$nych chromozdmovych/genetickych
aberdcii je uvedeny inde [1].

Vysledky

Mutécie v géne FLT3 boli detegované
jednoduchou a relativne rychlou PCR
diagnostikou na zaklade elektrofore-
tickej separacie a identifikacie velko-
sti fragmentov (obr. 2). V pripade pozi-
tivity na pritomnost FLT3 mutacie bol
PCR produkt verifikovany aj separaciou
na mikroCipe Bioanalyzer 2100 (obr. 3),
kde bola presne stanovena velkost frag-
mentu, ako aj pomer intenzity mutova-
nej a nemutovanej alely.

AML pacienti

Subor tvorilo 141 dospelych pacientoy,
u ktorych bola diagnostikovana AML
de novo. Priemerny vek AML pacientov
v Case diagnézy bol 54,7 rokov
(19-81 rokov). Priemerny vek FLT3 nega-
tivnych pacientiov (FLT3-) bol 54,3 rokov,
skupina FLT3 pozitivhych pacientov
(FLT3+) bola starsia, priemerny vek bol
59,1 rokov.

Pacienti s mutaciou v géne FLT3 tvoria
1/3 (28 %). Pomer muzov (48) a zien (54)
v skupine bez FLT3 mutdcie je pomer
takmer rovnaky, u FLT3+ pacientov je
Zien (26) 2x viac ako muzov (13). FLT3-
-ITD bola potvrdend u 18 % pacientov
a bodova mutécia FLT3-TKD v 8 % zo
vsetkych AML pacientov. Dvaja pacienti
mali obidve mutdcie. V jednom pri-
pade sme potvrdili mutaciu FLT3-ITD
v obidvoch aleldch, rovnako aj muta-
ciu FLT3-TKD v obidvoch aleldch sme
zachytili u jedného pacienta. Obidvaja
pacienti zomreli par dni od potvrdenia
diagnozy.

V ramci skupin FLT3+/- sme pacientov
dalej rozdelili podla pritomnosti dal-
Sich chromozémovych aberacii - bez
aberdcii, trizémia chromozému 8, PML-
-RARA, CBFB-MYH11, AML1-ETO, MLL,
komplexny karyotyp. Percentuélne za-
stupenie pacientov v jednotlivych Spe-
cifickych podskupinach bolo takmer

rovnaké u FLT3- aj u FLT3+, s vynimkou
translokacie t (15; 17)/PML-RARA, kde
u FLT3+ pacientov to bolo 15 oproti 7 %
FLT3- a naopak, pacienti s komplexnym
karyotypom a viac ako dvoma dalsimi
pritomnymi genetickymi aberaciami
v skupine FLT3- tvorili 14 oproti 3 % v su-
bore FLT3+. V skupine FLT3+ pacientov
sme nezachytili ani jednu translokaciu t
(8;21)/AML1-ETO.

Porovnavali sme umrtnost pacientov
do 1 roka od stanovenia diagnézy. Mu-
tacia v géne FLT3 predstavuje nepriaz-
nivy prognosticky faktor, ¢o sa potvrdilo
aj vo vysdej umrtnosti pacientov v sku-
pine FLT3+ (33 %) oproti 10 % v skupine
FLT3-.V skupine FLT3-bolo 57 pacientov
(56 %) s normalnym karyotypom, z toho
zomreli 3 pacienti, ¢o predstavuje 5 %
pacientov s normalnym karyotypom
a FLT3 negativitou. FLT3 pozitivitu a nor-
malny karyotyp malo 23 pacientov
(59 %), z toho 30 % pacientov (7 pacien-
tov) zomrelo. Aj u pacientov s normal-
nym karyotypom, ktori su zaradeni do
skupiny s intermediarnou prognézou, sa
potvrdil posun k horsej prognéze v pri-
pade mutdcie v géne FLT3.

V rdmci FLT3+ skupiny bola vyssia
umrtnost u pacientov s FLT3-ITD (9 pa-
cientov) ako u pacientov s FLT3-TKD
(3 pacienti), ale percentualne zastupenie
umrti v ramci danej mutacie bolo takmer
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Obr. 3. Separacia PCR produktov FLT3-ITD na mikrocipe Bioanalyzer 2100.

A. Elektroforeogram: L-ladder, 1 — nemutovany gén FLT3 = 328 bp (zdravy jedinec), 2-6 pacienti s ITD-FLT3 v jednej alele (328 bp —nemutovana
alela, fragmenty dlhsie ako 328 bp = FLT3-ITD), 7- negativna kontrola amplifikicie (voda), 9 — zdravy jedinec bez mutécie FLT3-TKD, 10,11 —
mutdcia v 1 alele, 12 - negativna kontrola amplifikécie (voda).

B. Pik 328 bp je fragment nemutovaného génu.

C. Pik 385 bp je dokaz pritomnosti FLT3-ITD, 328 bp je nemutovana alela (WT), vypocitava sa aj pomer vysky piku mutovanej a nemutovanej

alely (FLT3-ITD : WT).
bp — bazové pary

rovnaké (35, resp. 36 %). Jedna 77-ro¢na
pacientka s dvojitou mutdciou FLT3-ITD-
-TKD bola paradoxne v remisii.

MDS pacienti

s prechodom do AML

Pacientov s diagnézou MDS (8 pacien-
tov), ktori boli vysetreni v suvislosti s pre-
chodom MDS do AML, sme zaradili do
samostatného suboru. Priemerny vek
pacientov bol 65,6 rokov. Z piatich FLT3-
pacientov s prechodom do AML traja
zomreli do 6 mesiacov od potvrdenia
prechodu do AML. Ostatni remisiu ne-
dosiahli. U troch MDS pacientov bola pri
prechode do AML potvrdena FLT3 pozi-
tivita, z toho u dvoch (1 muz a 1 Zena,

obaja vo veku 60 rokov) FLT3-ITD a u jed-
ného FLT3-TKD. U FLT3 + pacientov bola
tato mutdcia jedinou pozitivnou genetic-
kou aberaciou z vysetrovaného panelu.
U Zeny bola FLT3-ITD poc¢as MDS dia-
gnoézy negativna, pozitivita sa potvrdila
az pri prechode do AML po 9 mesiacoch
od monitorovania FLT3 pocas diagnézy
MDS. Pacientka po roku od prechodu
do AML je v dispenzari. Druhy pacient —
60ro¢ny muz, bol u nas vysetreny prvy-
krat az pri prechode MDS do AML a od-
vtedy az do Umrtia (po 16 mesiacoch)
bol monitorovany na FLT3-ITD-poziti-
vitu. Priebeh ochorenia tohto pacienta
je zaznamenany na obr. 4. Pre néazor-
nost su tu uvedené aj hodnoty CD34+,

ktoré podobne ako ostatné hemato-
logické parametre korelovali s pritom-
nostou mutacie FLT3-ITD. Velkost frag-
mentu mutovanej alely bola identicka
pri 1. analyze aj pri relapse ochorenia (po
13,5 mesiacoch), no odlisny bol pomer
medzi mutovanou a nemutovanou ale-
lou. Pri nasledujucom kontrolnom vyset-
reni (po 16 mesiacoch) bol uz aj pomer
medzi obidvoma alelami rovnaky ako pri
1. analyze.

Diskusia

Mutécie v géne FLT3 u pacientov s AML
patria k negativnym prognostickym mar-
kerom a vyrazne zvy3uju riziko relapsov
a umrtia, preto ich monitoring je uz su-
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Obr. 4. Elektroforeogram PCR fragmentov génu FLT3 u pacienta s prechodom MDS do AML.

Vizorky boli zoradené podla ¢asovej osi za Ucelom potvrdenia identity mutacie FLT3-ITD pri prvej analyze a v ¢ase relapsu. V hornej casti za-
znamu je ¢asova os monitoringu FLT3 v mesiacoch, hviezdickou je vyznaceny relaps. Zdravy jedinec bol do analyzy zaradeny ako kontrola am-
plifikdcie nemutovanej alely (normal). Uvedené hodnoty CD34+ koreluju s FLT3 pozitivitou

ITD - internd tandemova mutacia, PCR — polymerdzova fetazovazova reakcia, MDS — myelodysplasticky syndrom, AML — akidtna myeloblas-
tové leukémia

/Tab. 1. Porovnanie vysledkov monitoringu FLT3 vo vzorkach pacientov s AML de novo analyzovanych v laboratériu SEMBID\
a s publikovanou studiou (Thiede, 2002). Uvedené hodnoty su v %.
FLT3- FLT3+
ITD TKD ITD + TKD
SEMBID Thiede SEMBID Thiede SEMBID Thiede SEMBID Thiede

vsetci pacienti 72 73,6 18,4 18,7 9,2 59 1,4 1,7
bez aberacif 56 39,1 66 65 36 60,3 100 88
+8 5.9 9,6 338 33 91 10,3 0 0
PML/RARA 6,9 3,6 15,3 7,1 27 6,9 0 0
CBFB/MYH11 2,9 5 7,7 0,6 8,6 0 4,8

2 aviac aberacii 13,7 18,3 38 1,6 8,6 0 4,8
ITD - internd tandemova mutdcia, TKD - tyrozinkinézovd doména, AML - akitna myeloblastova leukémia

-

J

¢astou zakladnych molekulovo-gene-
tickych vysetrovacich panelov. Vysledky
dbkazu mutdcii v géne FLT3 u pacientov
vychodoslovenského regiéonu s dia-
gnézou AML de novo koreluju s publi-
kovanymi vysledkami $tudie nemec-
kych pacientov [21] napriek takmer
rddovému rozdielu v pocte pacientov
(979 pacientov v uvedenej studii oproti
142 pacientov v aktudlnej studii) (tab. 1).
Pre porovnanie vysledkov sme vybrali
studiu, kde na dokaz mutacii v géne
FLT3 bola pouzitd rovnakd PCR metdda.
Rozdiely vo vyskyte translokacii t (15;

17)/PML-RARA a 16inv(16)(p13;922)/
t(16; 16) (p13; q22)//CBFB- MYH11 oproti
databdze nemeckych pacientov su spo6-
sobené pravdepodobne malym poctom
pacientov v naSom subore. U pacientov
s translokaciou PML/RARA bol pomer
medzi FLT3- a FLT3-ITD+ priblizne
1:2 v obidvoch suboroch.

V subore boli aj 2 pacientky (44 a 77 ro-
kov) s obidvoma mutaciami. Predpo-
klada sa [22], Ze pritomnost obidvoch
mutacii zhorsuje prognézu. Napriek
tomu 77-ro¢nd pacientka s obidvoma
mutdciami dosiahla remisiu. Material

tejto pacientky bude podrobeny dalsim
analyzam za ucelom zistenia presného
typu bodovej mutdcie, ako aj lokalizova-
nia mutdcii FLT3-ITD a FLT3-TKD na ale-
lach, t. j. ¢i sU mutdcie na tej istej alebo
roznych alelach.

U vsetkych pacientov sme vysetro-
vali paralelne PK aj KD pri vstupnom vy-
Setreni aj pri monitorovani Ucinku tera-
pie. V obidvoch materidloch boli mutacie
identické a dobre detegovatelné. Len v je-
dinom pripade relapsu bola mutacia pri-
tomnad len vo vzorke KD, vzorka PK bola
negativna.
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Typ a velkost FLT3-ITD mutécie boli pri
vstupnom vysetreni a relapse u vietkych
monitorovanych pacientov rovnaké,
teda jednalo sa o rovnaky klon.

Mutdcie v géne FLT3 boli vySetrované
aj u MDS pacientov. Do Studie sme vy-
brali len tych pacientov, u ktorych bol dia-
gnostikovany prechod do AML. Zaujima-
vostou bolo, ze pacienti bez FLT3 mutécie
po prechode do AML zomreli do 6 me-
siacov, zatial Co pacient s FLT3-ITD prezil
16 mesiacov a druha pacientka s FLT3-ITD
zatial preziva viac ako rok. Tento fakt ko-
reluje s publikovanym udajom [17], kde
pacienti bez FLT3 mutacie preZivali kratsie
(priemer 16 mesiacov) ako pacienti s mu-
taciou FLT3 (19 mesiacov). Vzhladom na
nas velmi maly subor sekundérnych AML
pacientov nie je mozné robit podrobnejsie
zavery ani porovnavat Udaje s literattrou.

Na dbékaz mutécii v géne FLT3 sme
aplikovali jednoduchu PCR metédu so
separaciou fragmentov na klasickej aga-
rézovej elektroforéze a verifikacii poziti-
vity na mikrocipe na zariadeni Bioanaly-
zer 2100, kde sme presne urcili velkosti
fragmentov ako aj pomer medzi muto-
vanou a nemutovanou alelou v pripade
FLT3-ITD. Tato metdda bola dostato¢ne
citlivd na doékaz mutacii. Nebol problém
ani s amplifikaciou dlhsich Usekov FLT3-
-ITD, kde je viditelny vyssi podiel muto-
vanej alely, ktord je dlhsia ako nemuto-
vany fragment s nizsou intenzitou.

Vyber vhodnej metddy je dolezity pre
spravne zachytenie nielen pozitivity, ale
aj pomeru medzi mutovanou (FLT3-ITD)
a nemutovanou alelou (wild type — WT)
v suvislosti s prognézou a moznostou
skorsieho relapsu a celkovym preziva-
nim pacienta. DIhsie fragmenty a vy3si
pomer FLT3-ITD : WT zhor3uju prognézu
ochorenia [23].

Zaver

Vysledky analyzovaného suboru pou-
kazuju na vhodne zvolend PCR metédu,
ktord je relativne rychla a finan¢ne nena-
rocnd, o umoznuje monitorovat muta-
cievgéne FLT3 nielen u pacientov s AML,
ale rutinne aj u véetkych MDS a CMMolL
(chronicka myelomonocytova leukémia)
pacientov. Aplikovana metéda bola do-

statocne citlivd na dokaz mutdcii a bez-
problémovu amplifikaciu aj dlhsich Use-
kov FLT3-ITD. Verifikacia FLT3 pozitivity
na mikroc¢ipe nahradza separaciu PCR
produktu na kapilarnej elektroforéze,
ktord je finan¢ne podstatne naroc¢nejsia
ako analyza na mikrocipe.

V rutinnej klinickej praxi su FLT3+
pacienti zatial dilemou. Z dévodu urcenia
progndzy v sucasnosti pre nasich klinikov
Uplne staci dokaz FLT3 pozitivity a pravi-
delny monitoring tejto mutdcie pri kaz-
dej kontrole. Stanovenie pomeru FLT3-
-ITD : WT sa zatial nevyZaduje. Monitoring
MDS a CMMol pacientov na pritomnost
FLT3 mutdcii by mal byt sucastou zaklad-
ného vysetrovacieho panelu v rdmci mo-
lekulovej genetiky, pretoze objavenie sa
FLT3 pozitivity u tychto pacientov je pred-
zvestou prechodu do AML.

Vzhladom na vyvoj inhibitorov FLT3-
tyrozinkindzy v suvislosti s lie¢bou FLT3+
pacientov sa uvazuje aj o zavedeni stan-
dardného postupu pri monitorovani
minimalneho rezidudlneho ochorenia
(minimal residual disease — MRD) na z&-
klade kvantifikacie FLT3-ITD (podobne
ako u CML monitoring fuzneho génu
BCR/ABL). V mnohych pripadoch je mu-
tacia v géne FLT3 jediny pozitivny gene-
ticky marker u AML pacientov.
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Vysledky lécby krizotinibem v léché
nemalobunécného ALK pozitivniho karcinomu

plic v Ceské republice

Effects of Treatment with Crizotinib on Non-small Cell Lung
Carcinoma with ALK Translocation in the Czech Republic

Pedek M.", Skfickova J.2, Kolek V.3, Satankova M.2, Koubkova L., Roubec J.5, Chloupkova RS, Cernovska M.,
Benejova A2, Kultan J.3, Hrniarik M.8, Zemanova M.%, Kone¢ny M.¢, Coupkova H.'°, Svators M.!

'Klinika pneumologie a ftizeologie, LF UK a FN Plzer
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8Plicnf klinika LF UK a FN Hradec Krélové

?Onkologicka klinika 1. LF UK a VFN v Praze

19Klinika komplexni onkologické péce, MOU, Brno

Souhrn

Uvod: Nemocni s pokrocilymi ALK (anaplastic lymphoma kinase) pozitivnimi nemalobunéé-
nymi karcinomy plic (non small cell lung cancer - NSCLC) mohou vyznamné profitovat z lécby
ALK inhibitorem 1. generace - krizotinibem. Referujeme o vysledcich této Ié¢by podle udajli
zadanych v registru TULUNG, které poskytla jednotlivda pneumoonkologické centra v Ceské
republice. Soubor pacientti a metody: Analyzovali jsme soubor nemocnych s NSCLC z pneu-
moonkologickych center zapojenych v registru TULUNG, u kterych byla prokazéna metodou
FISH ALK translokace a mély plny zéznam v registru z let 2011-2017. Tomuto pozadavku odpo-
vidalo celkem 60 pacientl. Vysledky: Median véku nemocnych ¢inil 58 let. V souboru prevazo-
vali muzi (53 %), adenokarcinomy (90 %), kufaci s exkuraky (61,7 %) a pacienti se stavem vykon-
nosti 0 (65 %). V dobé zahajeni |é¢by krizotinibem prevazovalo onemocnéni stadia IV (88,3 %),
u ostatnich nemocnych pak stadia IllA, resp. B. Vzhledem k thradovym podminkam prevlddala
indikace ve 2. linii 1é¢by (u 71,7 % nemocnych). Nezadouci pfihody se vyskytly u 20,0 % lécenych
pacientd, nezadouci Gcinky grade 3 a vys$si u 11,7 % nemocnych. Kompletni remise, parcialni
remise, stabilizace onemocnéni a progrese nemocnych byly dosazeny u 6,7, 25, 21,7 a 25 %
nemocnych. Median doby do progrese (progresson-free survival - PFS) ¢inil 5,8 mésice, celkové
preziti (overall survival - OS) nemocnych bylo 12,6 mésice. Celkova doba pfeziti nemocnych od
zahdjeni [é¢by 1. linie byla 27,9 mésice. Vyznamné delsi ¢as do PFS i OS se prokézal u nekurakd
a byvalych kufakl v porovnani s kufaky (PFS 9,7 vs. 5,8 vs. 3,8 mésice; p = 0,029; OS 26,8 vs.
15,3 vs. 7,0 mésice, p = 0,015). Zdvér: Cilend lécba krizotinibem u nemocnych s pokrocilymi
ALK pozitivnimi NSCLC je dobfe snasena a pfinasi prokazatelny benefit. Zatimco mezinarodni
doporuéeni odbornych spole¢nosti navrhuiji tuto Ié¢bu podavat jiz v 1. linii, v Ceské republice
je jesté stale hrazena ve 2. a vyssich liniich, tfebaze je dle vysledku klinickych studii G¢innéjsi
i méné toxickd nez obvyklad chemoterapie.

Klicova slova
translokace genu ALK - krizotinib - cilena lé¢ba - tyrozinkinazové inhibitory

Préce byla podporena grantem AZV 17-30748A.

This work was supported by AZV grant No. 17-
30748A.

Autofi deklaruji, Ze v souvislosti s pfedmétem
studie nemaji zadné komercni zajmy.
The authors declare they have no potential

conflicts of interest concerning drugs, products,
or services used in the study.

Redak¢ni rada potvrzuje, ze rukopis prace
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
biomedicinskych ¢asopist.

The Editorial Board declares that the manuscript
met the ICMJE recommendation for biomedical
papers.

=]

MUDr. Martin Svaton, Ph.D.
Klinika pneumologie a ftizeologie
LF UK a FN Plzen

alej Svobody 80

304 60 Plzen

e-mail: svatonm@gmail.com

Obdrzeno/Submitted: 17.1.2018
Pfijato/Accepted: 20. 2. 2018

doi: 10.14735/amko02018207

Klin Onkol 2018; 31(3): 207-212

207




VYSLEDKY LECBY KRIZOTINIBEM V LECBE NEMALOBUNECNEHO ALK POZITIVNIHO NEMALOBUNECNEHO KARCINOMU PLIC

Summary

Background: Patients with advanced anaplastic lymphoma kinase (ALK)-positive non-small cell lung cancer (NSCLC) may gain significant benefit
from treatment with the first-generation ALK inhibitor crizotinib. This study investigated the effects of crizotinib in advanced ALK-positive NSCLC
patients via analyzing data submitted to the TULUNG registry by pneumo-oncology centers in the Czech Republic. Patients and methods: We
analyzed the data of 60 NSCLC patients submitted to the TULUNG registry by pneumo-oncology centers who had ALK translocation confirmed by
fluorescence in situ hybridization and complete data records from 2011 to 2017. Results: The median age of patients was 58 years. A total of 53%
of patients were men, 90% had adenocarcinomas, 61.7% were smokers or ex-smokers, and 65% had a performance status of 0. Upon initiation
of crizotinib therapy, most patients were at stage IV (88.3%) and the remainder were at stage IlIA or lIIB. Crizotinib was the second-line therapy
in 71.7% of patients. A total of 20% of patients suffered side effects, while 11.7% suffered grade 3 and 4 adverse effects. A total of, 6.7, 25, 21.7,
and 25% of patients displayed a complete response, a partial response, stable disease, and progressive disease, resp. Progression-free survival
(PFS) was 5.8 months. Overall survival (OS) was 27.9 months from the initiation of the first-line therapy and 12.6 from the initiation of crizotinib
therapy. PFS and OS were longer among nonsmokers and ex-smokers than among smokers (PFS, 9.7 vs. 5.8 vs. 3.8 months, p = 0.029; OS, 26.8 vs.
15.3 vs. 7.0 months, p = 0.015). Conclusion: Targeted crizotinib therapy is well tolerated and has significant benefit in patients with advanced
ALK-positive NSCLC. Although international guidelines recommend that crizotinib is only used as a first-line therapy, it is used as a second-line
and higher-line therapy in the Czech Republic. Clinical studies provide evidence that targeted therapy elicits better effects and less toxicity than
routine chemotherapy.

Key words
ALK translocation - crizotinib - targeted biological therapy - tyrosine kinase inhibitors

Uvod

Nemalobunéc¢né karcinomy plic (non
small cell lung cancer - NSCLC) jsou
nejen u nas, ale i celosvétové nejcas-

jicim umrti pacient(. | pres velky po-

Tab. 1. Vyskyt nezadoucich pfihod.

krok v oblasti systémové terapie je
mortalita stale vysoka. Jednim z hlav-
nich diagnostickych ukoll poslednich
let je snaha o zlep3eni zachytu NSCLC
pacient vhodnych pro specifickou bio-
logickou lé¢bu nizkomolekularnimi inhi-

bitory proteinovych tyrozinkinaz, které
selektivné snizuji proliferaci plicnich na-
dorovych bunék a tim zastavuji rlist na-
doru. Zarovenh mohou aktivovat nado-
rovym rdstem potlacenou apoptédzu
nadorovych bunék.

Molekuldrné genetické vysetfovaci
metody umoziuji nachazet fidici mu-
tace v nadorové tkani nemocnych
s NSCLC. V soucasnosti jsou bézné vy-

Nezadouci pfihody n % v o i . .
Setfovany neskvamodzni typy karcinomu,
Lécba bez nezadoucich piihod 48 80,0 predeviim adenokarcinomy a nemalo-
Vyskyt nezadouci pfihody - libovolny grade 12 20,0 bunécné blize nespecifikovatelné kar-
Typ nezadouci prihody (libovolny grade)* cinomy [1-3]. Cilena terapie specific-
o ) kymi inhibitory tyrozinkinaz pfichazi
zvraceni, prijem, dyspepsie 8 133 v Uvahu u nemocnych s nddory nesou-
poruchy nervového systému 4 6,7 cimi nékteré mutace genu EGFR a v po-
poruchy metabolismu a vyzivy 3 5,0 sledni dobé i u nddoru s translokacemi
. genu EML-4 ALK a jeho variant. Tzv. ALK
Unava 2 3,3 . . L
(anaplastic lymphoma kinase) pozitivni
pneumonitida 1 17 karcinomy plic jsou citlivé k [é¢bé ALK
bradykardie 1 1,7 cilenymi inhibitory, proto je jejich dia-
vyrazka 1 1,7 gnostika velmi dudlezita. vV na§evm sdélenf
o hodnotime vysledky lé¢by v CR dle dat
Jine 3 2l uloZenych v registru TULUNG v letech
Vyskyt nezadouci pfihody grade 3 a vyssi 7 11,7 2011-2017.
Typ nezadouci pfihody (grade 3 a vyssi)*
C . Soubor pacientli a metody
zvraceni, prGjem, dyspepsie 4 6,7 A B
Analyzovali jsme soubor nemocnych
poruchy metebolismu a vyzivy 3 5.0 s NSCLC s ALK translokacemi pneu-
Unava 2 33 moonkologickych center zapojenych
poruchy nervového systému 1 1,7 v registru TULUNG. Nemocné jsme hod-
. notili podle béznych klinickych dat (vék
pneumonitida ! 7 pfi zahajeni 1écby krizotinibem, pohlavi,
jiné 1 1.7 kutacka anamnéza, histologie a stadium
nadoru, stav vykonnosti v dobé zaha-
208 Klin Onkol 2018; 31(3): 207-212
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Obr. 1. Celkové preziti (A, C, E) a preziti bez zndmek progrese (B, D, F) od data zahajeni lé¢by krizotinibem pro vybrané skupiny pa-
cientt (A + B cela kohorta, C + D dle kouteni, E + F dle véku pfi zahajeni lécby krizotinibem).

Klin Onkol 2018; 31(3): 207-212 209




VYSLEDKY LECBY KRIZOTINIBEM V LECBE NEMALOBUNECNEHO ALK POZITIVNIHO NEMALOBUNECNEHO KARCINOMU PLIC

jeni cilené terapie a linie 1é¢by). Déle
jsme hodnotili nejlepsi dosazenou od-
povéd predchozi chemoterapie i cilené
[é¢by, délku cilené |é¢by v¢. medidnu
doby po progrese (progression-free sur-
vival — PFS) a celkového preziti (over-
all survival - OS) pacientl, nezddouci
acinky (NU) krizotinibu a diivody jeho
pfipadného ukonceni u cilené 1écby. Sta-
tistické vyhodnoceni bylo provedeno ve
spolupraci s IBA Brno. Pro metody induk-
tivni statistiky byl uzivan log-rank test na
zvyklé hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Vysledky

Bylo vyhodnoceno celkem 60 komplet-
nich zaznamU nemocnych z celkem
9 pracovist, 2 daldi nebyly analyzovany
zdUdvodu nelplnych udaji. Median véku
naseho souboru pfi zahdjeni [écby byl
60 let (5-95 % ve véku 37-73 let), mlad-
Sich 65 let bylo 65 %.

Z celkového poctu 60 pacientll bylo
28 Zen (46,7 %) a 32 muzl (53,3 %).
Z toho nekurakd 23 (38,3 %), byvalych
kuraka (prestali koufrit 1 rok a vice pred
diagndézou) bylo 23 (38,3 %) a kurakl
14 (23,3 %). Adenokarcinomy bez spe-
cifikace byly u 42 pacientd, adenokarci-
nom nemucindzni u 10, adenokarcinom
mucinézni u 2, nespecifikovany NSCLC
u 3, epidermoidni karcinom u 1, adenos-
kvamozni karcinom také u 1 a jiny blize
nespecifikovany karcinom u 1 pacienta.
Klinické stadium v dobé zahdjeni |é¢by
krizotinibem - stadium | a [l nemél Zadny
pacient, stadium llIA 1T nemocny, stadium
[IIB 6 nemocnych a stadium IV 53 nemoc-
nych. Stav vykonnosti pfi zahajenilécby —
PS 0 bylo u 12 pacientd (20,0 %), PS
1u39(65,09%)aPS2u9 (15,0 %). Lécbu
v 1. linii mél 1 pacient (1,7 %), ve 2. linii
43 pacientt (71,7 %), ve 3. linii 12 (20,0 %)
a ve 4. a vyssi linii 4 nemocni (6,7 %).
ALK translokace byla prokazéna u viech
60 pacientl lé¢enych krizotinibem. Vy-
sledek FISH - % bunék s pozitivnimi sig-
naly — primér 46, median 40, min. a max.
hodnota 18-100, Cl 5-95% - 18-92.

Lécba platinovym doubletem (u 8 pa-
cientll téz spolu s bevacizumabem)
byla pfed terapii krizotnibem podana
u 57 nemocnych (u 3 pacientl nenilécba
pred krizotinibem blize specifikovana).
Nejcastéjsi kombinaci tvofil doublet cis-
platina + pemetrexed u (20 pacientt).

V 1. linii [é¢by kompletni remise (com-
plete remission — CR) nedosahl zadny
nemocny, parcialni odpovédi (partial re-
sponse — PR) 8 pacientl (14 %), stabili-
zace onemocnéni (stable diasease — SD)
21 (36,8 %) pacientll a progrese one-
mocnéni (progression disease — PD) byla
popsana u 14 (24,6 %) pacientd, u zby-

lych nemocnych neniv registru odpovéd

na 1. linii chemoterapie zndma.

Co se tyce terapie krizotinibem, byla
zdokumentovana ndsledujici procenta
nejlepsi dosazené léc¢ebné odpovédi -
CR 6,7 %, PR 25 %, SD 21,7 %, PD 25,0 %
a nehodnoceno u 21,7 % z celkem
60 nemocnych.

Median doby lé¢by krizotinibem do-
sahl dosahl u 46 pacientl s dokoncenou
|é¢by hodnoty 7,8 mésice (min.-max.
0,2-47,8 mésice), kdy dlvodem pro
ukonceni lé¢bou byla u vétsiny nemoc-
nych (78,7 %) progrese onemocnéni, jako
(10,6 %), nezadouci ucinek lécby (6,4 %)
a zhorseni stavu bez progrese onemoc-
néni (2,1 %), u 2,1 % nebyl divod ukon-
¢eni 1é¢by uveden. Popis nezddoucich
ucinkd lécby je uveden v tab. 1.

Medidn PFS lé¢by krizotinibem ¢inil
5,8 mésice, median OS pak 12,6 mé-
sice (obr. 1 (graf A+ B) a tab. 2.). Median
OS od zahdjeni 1. linie l1é¢by pak dosahl
27,9 mésice (95% IS 18,5-37,2 mésice).

Analyza c¢ast do progrese nemoci
a nejlepsi 1é¢ebné odpovédi ve vztahu
k poctu procent barevnych signalli v na-
dorovych bunkach jednotlivych pacientt
neprokdzala statisticky vyznamné rozdily.

Nasledné jsme vyhodnotili parametry
ucinnosti Iécby krizotinibem ve vztahu
ke kuracké anamnéze nemocnych a k je-
jich véku. Vysledky jsou zachyceny na
obr. 1 (graf D-F) a v tab. 1.

Diskuze

Biologicky cilena lé¢ba s pouzitim ty-
rozinkindzovych inhibitor(i vyznamné
zlepsuje kvalitu zivota nemocnych s nej-
Castéjsimi mutacemi EGFR, translo-
kaci genu EML-4 ALK a ROS1 [4-8]. A to
i presto, Ze tyto skupiny nemocnych jsou
zejména v kaukazoidni populaci mino-
ritni, v souhrnu se jejich spole¢ny podil
na celkové populaci nemocnych s ade-
nokarcinomy a blize nespecifikovanymi
karcinomy plic udava kolem 15 % a vice.

Zatimco na zacatku tohoto stoleti se
stfedni doba zivota nemocnych léce-
nych chemoterapii 1. linie blizila 12 mé-
sicllm, udaje z konsorcia mutaci kar-
cinomu plic udavaji vysledky vyrazné
lepsi [9]. U nemocnych, jejichz nadory
obsahuji fidici mutace, je stfedni doba
Zivota, pokud jsou léCeni cilenou tera-
pii, az kolem 3,5 roku od stanoveni dia-
gnozy. Spole¢nymi rysy, které ma cilend
[é¢ba inhibitory tyrozinkinazy specific-
kymi pro dané typy fidicich mutaci, je
relativné vysoka frekvence [é¢ebnych
odpovédi, rychlé dosazeni |é¢ebné od-
povédi spojené s Ustupem klinické
symptomatologie, ale bohuzel i vyvoj re-
zistentnich forem nadorl po predchozi
klinické remisi. Indikace cilenych |1ékd se
v mezinarodnich doporucenich posu-
nuly vétsinou do 1. linie [é¢by. Postupné
poznavani mechanizmi ziskané rezis-
tence takto lécenych nadort vede k vy-
voji cilenych 1ékl vyssich generaci, které
pfindsdeji nemocnym nadéji na dosazeni
dalsich, nékdy téz dlouhodobych remisi
nadorovych onemocnéni. Soubor nasich
nemocnych s ALK pozitivni translokaci
je, podobné jako uvadéji jiné literarni
udaje [10], mladsi, nez odpovida vékové
strukture pacient s NSCLC ve stadiich Il
alV podle dat Narodniho onkologického
registru (NOR). Pfevazuji zde nekufaci
a byvali kufaci, nejcastéjsimi morfologic-
kymi typy nadorl jsou adenokarcinomy
bez specifikace a adenokarcinomy ne-
mucindzni. V dobé zahdjeni Ié¢by krizo-
tinibem Slo téméf vzdy o stadium 1V,
[é¢ba byla podavdna nejcastéji ve 2. linii
za prevazujiciho stavu vykonnosti PS
0 a 1. Frekvence lé¢ebnych odpovédi
na predchozi chemoterapii byla nizka —
pouhych 14,0 % a k pfechodné stabili-
zaci onemocnéni doslo u < 1/3 nemoc-
nych. Je zndmo, ze ALK pozitivni NSCLC
na pemetrexed nez na ALK inhibitor, od-
povéd na erlotinib nebyla literdrné do-
loZzena. Lé¢ba nasich nemocnych byla
celkem dobfe tolerovéna, NU se vy-
skytly u 20 % lé¢enych, z toho zévazné
jen u 11,7 % viech |éCenych, nejcastéji
se vyskytovaly zvraceni, prdjem a dys-
pepsie, poruchy nervového systému
a poruchy metabolizmu a vyzivy. Lécba
krizotinibem byla nejcastéji ukoncena
pfi progresi onemocnéni, median délky
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Tab. 2. Celkové preziti a preziti bez znamek progrese od data zahajeni |é¢by krizotinibem pro vybrané skupiny pacientd.

Vsichni
pacienti

nekurak
pocet 60 23
pacientl
median OS 12,6 mésice 26,8 mésice
(95%1S) (7,7-17,5) (3,4-50,3)
6meésicni OS 68,9 68
(%; 95% IS) (56,9-80,8) (48,4-87,6)
1leté OS 54,8 62,4
(%; 95% IS) (41,5-68,1)  (41,5-83,2)
p-hodnota = 0,015
median PFS 5,8 mésice 9,7 mésice
(95% 1S) (4,3-7,2) (2,5-17,0)
6mésicni PFS 454 58,6
(%; 95% IS) (32,6-58,2) (37,7-79,4)
1leté PFS 31,8 41
(%; 95% IS) (19,5-44,1)  (18,9-63,1)
p (log-rank = 0,029
test)

Koufeni Vék pti zahajeni lécby % bunék s pozitivnimi

krizotinibem signaly
byvaly kurak <60 let >60 let <40% >40%
kurak*

23 14 31 29 16 18
153 mésice 7,0 mésice 18,3 mésice 9,9 mésice - -
(10,7-19,9) (2,5-11,5) (11,9-24,6) (4,6-15,2)

77,6 571 76,8 60,7 - -
(60,3-94,9) (31,2-83,1) (61,7-91,9) (42,6-78,8)
62,6 30,6 68,7 41 - -
(41,9-83,3) (4,2-57,0) (51,5-85,9) (22,2-59,8)
0,191 -

5,8 mésice 3,8 mésice 7,1 mésice 4,8 mésice 9,7 mésice 5,8 mésice
(1,3-10,3) (2,0-5,6) (2,2-12,0) (3,3-6,3) (1,4-18,1) (3,6-8,0)
47,8 21,4 54,3 35,7 51,9 444
(27,4-68,2) (0,1-42,9) (36,6-72,0) (18,0-53,5) (25,9-77,8) (21,5-67,4)
39,1 - 43,2 19,8 31,1 27.8
(19,2-59,1) (25,1-61,2) (4,6-35,1) (3,9-58,3) (7,1-48,5)

0,081 0,459

* pacient prestal kourit rok a vice pred diagnézou

[é¢by naseho souboru nemocnych ¢inil
3,9 mésice. Frekvence léc¢ebnych odpo-
védi na krizotinib byla 31,7 %, frekvence
kontroly 53,4 %, u 21,7 % souboru neni
udaj k dispozici - |é¢ba probiha, nebo |é-
¢ebnd odpovéd nebyla hodnocena/uve-
dena v registru. OS nemocnych od zaha-
jeni 1écby 1. linie ¢ini 27,9 mésice, 3leté
preziti od zahdjeni 1é¢by je prokaza-
telné u 32,2 % souboru. Median PFS pfi
[é¢bé krizotinibem cinil 5,8 mésice, déle
nez 1 rok bez progrese bylo 31,8 % sou-
boru. Median OS od zahdjeni lé¢by krizo-
tinibem ¢inil 12,6 mésice, 1 rok pfi lé¢bé
krizotinibem pfezilo 54,8 % nemocnych.

Frekvence lé¢ebnych odpovédi v na-
$em souboru, stejné jako frekvence kon-
troly nemoci, jsou nizsi, nez uvadéji stu-
die faze Il PROFILE 1007 [11] a PROFILE
1014 [12] i slovensti autofi (65-75 %) [4],
v porovndni s nasimi 31,7 %. Podobné
nizsi byly i ¢asy do progrese i preziti
od zacéatku |écby krizotinibem. V sou-
boru Berzince et al byl PFS 14 mésicd,
ve studiich PROFILE 1007 a 1014 pak
7,7 a 10,9 mésice. Medidn PFS na-
sich nemocnych byl pouze 5,8 mésice.

V naSem souboru je vSak pomérné vy-
soky podil soucasnych a byvalych ku-
fakd (23,3 a 38,3 %). Median véku nasich
nemocnych byl podobny, jako uvadéji
slovensti autofi (60 vs. 56 let).

Nemocni s NSCLC s ovlivnitelnymi i-
dicimi mutacemi prokazatelné profituji
z |é¢by molekularné cilenymi preparaty.
Zatimco stfedni doba Zivota nemocnych
lé¢enych samotnou chemoterapii ci-
nila jesté v roce 2000 necely 1 rok a ur-
ity posun pfinesla az histologii orien-
tovana biologicka lé¢ba a chemoterapie
s pouzitim bevacizumabu nebo peme-
trexedu, OS nemocnych s mutacemi
genu EGFR doséahlo od stanoveni dia-
gnozy az 27 mésicl [2,8,9] i vice. Vétsina
studii vSak uvadi ve svych vysledcich
pouze preziti nemocnych od zahajeni ci-
lené terapie.

Moznosti 1écby 2. linie po selhani
1. linie 1é¢by u NSCLC, zamétime-li se
na adenokarcinomy, které jsou mezi
nadory s translokacemi genu ALK za-
stoupeny nejéastéji, jsou v nasich pod-
minkach aktudlné pouze dvé. Pemet-
rexed v monoterapii, nebyl-li jiz podan

v 1. linii, v Uvahu ptichazi také doceta-
xel, erlotinib byva dle soucasného kon-
senzu rezervovan obvykle pro 3. linii,
po selhani dvou linii systémové chemo-
terapie. Uhradu nemaji v sou&asnosti
nintedanib v kombinaci s docetaxelem
a ani imunoterapeutické preparaty ni-
volumab a pembrolizumab. Ty by vsak
zfejmé pfichézely v Gvahu, pokud by se
podafilo ziskat jejich Ghradu od platc(,
jen u nemocnych s nadory s vysokou ex-
presi PD-L1 [13]. Pemetrexed podévany
ve 2. linii ma dle dat registru TULUNG ¢as
do progrese, median OS i pravdépodob-
nost 2letého preziti horsi, nez vychazeji
nase vysledky s krizotinibem, podobné
jako erlotinib.

Lécebné ucinky pemetrexedu zavi-
seji dle Fialy et al [14] mimo jiné na pru-
kazu exprese TTF1 (thyroid transcription
factor 1) v nadorové tkani, u TTF nega-
tivnich adenokarcinom je icinnost pe-
metrexedu vyznamné horsi nez u na-
dor0 TTF pozitivnich. Efekt kombinace
docetaxel + nintedanib bude ziejmé
vyraznéjsi u nemocnych s rychlou pro-
gresi nemoci po podani chemoterapie
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1. linie [15]. Nemocni s ALK pozitivnimi
NSCLC mohou profitovat z [é¢by krizoti-
nibem v 1.iv dalSich liniich [é¢by [11,12].
Pokud dojde k selhani 1é¢by krizotini-
bem jako ALK inhibitorem 1. generace,
Ize s dobrou vyhlidkou na Uspéch podat
kromé klasické chemoterapie zejména
ALK inhibitory 2. generace - ceritinib
a alektinib [16-19].

Ddvody mensi Ucinnosti cilené 1é¢by
krizotinibem v naSem souboru nemoc-
nych nejsou zcela zfejmé. Tolerance |é¢by
byla podobnad jako v citovanych soubo-
rech, stav vykonnosti nemocnych byl
v dobé zahajeni |écby prevazné velmi
dobry. Analyzovali jsme mozné vlivy ku-
fackych zvyklosti a vékovych rozdila
nemocnych. Kufactvi by dle Aisnera
et al [20] nemélo vyznamné nepfiznivé
ovlivnit vysledky cilené 1é¢by. Nicméné
analyza naseho souboru nemocnych, ve
kterém bylo > 50 % kurakd a kurakud byva-
lych, ukdzala statisticky vyznamné rozdily
v OS i v ¢asech do progrese ve prospéch
nekutakl a hrani¢ni rozdily ve frekvenci
l[écebnych odpovédi. Nemocni s nega-
tivni kurdckou anamnézou maji pfrijatel-
nou frekvenci 1écebnych odpovédi, cas
do progrese nemoci 9,7 mésice a me-
didn OS od zahdjeni cilené |é¢by 26,8 mé-
sice, coz odpovida udajim publikovanym
napt. slovenskymi autory. Vyssi frekvence
[é¢ebnych odpovédi na krizotinib u neku-
fakd ve srovnani s byvalymi kufaky uda-
vaji i jini autofi [21]. Naproti tomu vék ne-
mocnych nema statisticky doloZitelné
vztahy k ucinnosti 1é¢by krizotinibem.
Pficinou rozdild mezi kufédky a nekufraky
by mohly byt dalsi fidici mutace v naddo-
rech nasich pacientd, které se bézné ne-
vysetiuji, ale jejich ¢etnost dle praci, které
vychazeji z vysledkd vysetiovani nado-
rového genomu pomoci sekvenovani
nové generace (new generation sequen-
cing - NGS), je relativné nizka, a tudiz by
vysledky [é¢by podobnych soubord pa-
trné neovlivnily. Otadzkou by mohly byt
soucasné se vyskytujici dysruptivni mu-
tace TP 53 [20], které jsou casté u kuraku
a které efekt cilené 1écby prokazatelné
snizuji a zatim se u kandidatud cilené te-
rapie bézné nevysettuji. Je otdzkou, zdali
u nemocnych s pokrocCilymi ALK pozitiv-
nimi karcinomy plic, ktefi jsou zaroven
kuréky, nezvaZzovat jako moznou alterna-
tivu ve 2. linii [é¢bu imunoonkologickou.

Zaver

Nase vysledky prokazaly benefit 1écby
krizotinibem u nemocnych s ALK po-
zitivnimi pokroc¢ilymi NSCLC. Léc¢ba ve
2.avyssich liniich byla dobfe tolerovana,
stiedni doba pfreziti od zahajeni [écby
1. linie ¢inila 27,9 mésice, déle nez 3 roky
Zilo > 30 % nemocnych. Trebaze frek-
vence |é¢ebnych odpovédi, cas do pro-
grese i stfedni doba preziti nemocnych
od zahdjeni cilené 1é¢by krizotinibem
celého naseho souboru byly nizsi nez
v cilovych studiich, je tato Ié¢ba nepo-
chybné i za téchto okolnosti pfinosem
pro nemocné s touto v nasi populaci re-
lativné vzacnou fidici mutaci, zejména
jde-li o nekurdky nebo o byvalé kufaky.
Pokladdme proto za dulezité vcasné
a podrobné genetické vysetieni nado-
rové tkdné nemocnych s pokrocilymi
adenokarcinomy, karcinomy bliZze ne-
specifikovanymi a u nemocnych s pra-
kazem lécebné ovlivnitelnych fidicich
mutaci indikovat biologicky cilenou te-
rapii. V budoucnosti by mohly zlepsit
vysledky cilené [é¢by jesté podrobnéjsi
a soucasné provadénd geneticka vyset-
feni s eventualnim zachytem dalsich fi-
dicich mutaci s negativnim prognostic-
kym vyznamem, ale pfedevsim zavedeni
inhibitord tyrozinkinaz vyssich generaci.
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Souhrn

Vychodiska: Pfirozend reakce organizmu na hypoxii je regulovéna rliznymi mechanizmy a transkrip¢nimi faktory, zahrnujicimi hypoxii indu-
kovatelné faktory (HIFs). Aktivace HIF-1a je u nadorovych bunék spojovana se zvysenou expresi P-glykoproteinu a multilékovou rezistenci.
V této retrospektivni analyze jsme sledovali kandidatni jednonukleotidové polymorfizmy (single-nucleotide polymorphisms — SNP) genC HIF-Ta
a HIF-1B a jejich spojeni s rizikem vzniku onemocnéni monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (monoclonal gammopathy of undetermined
significance - MGUS) nebo mnohocetného myelomu (MM). Soubor pacientii a metody: Genotypy jednonukleotidovych polymorfizm{ spojova-
nych s hypoxii byly urcovéany pomoci real time polymerazové retézové reakce alelické diskriminace u nezavislé skupiny pacient(i s monoklonalni
gamapatii (MG) (275 pacientt s MM a 228 s MGUS) a u 219 kontrol bez nddorového onemocnéni. Vysledky: Pfi porovnéni pacientd s MM a kontrol
jsme pozorovali pfiznivéjsi vliv genotypu CG genu HIF-18 (rs2228099) oproti genotypu CC (OR 0,65; Cl 0,45-0,95; p = 0,026). Obdobné i pti zohled-
oproti CC. Log-rank test potvrdil souvislost GT haplotypu (rs11549467, rs2057482) genu HIF-1a s lepsim celkovym piezitim (median 41,8 mésice;
(Cl 35,1-48,5) u haplotypu ,zddné GT” a median 93,8 mésice (Cl 31,3-156,4) u haplotypu,nejméné jeden GT” (p = 0,0500). Déle byla zjisténa vy-
znamna souvislost mezi jednonukleotidovymi polymorfizmy v genu MDR1 a lIé¢ebnym Gc¢inkem u 110 pacientd s MM lécenych bortezomibem.
Zdvér: Nase studie ukdzala moznou genetickou predispozici k riziku rozvoje MG a/nebo k Ié¢ebné odpovédi pacientd s MM, nicméné je tieba

provést dalsi studie k potvrzeni nasi pocatecni analyzy.

Klicova slova

mnohocetny myelom - hypoxie — genotype - polymorfizmus — gPCR

Introduction

Monoclonal gammopathies (MG) are
a group of disorders characterized by
proliferation of malignant monoclonal
plasma cells (PCs) [1]. Multiple myeloma
(MM) is a clonal PCs malignancy that
accounts for more than 10% of malignant
hematologic disorders [2]. MM is further
characterized by presence of clonal PCs
in the bone marrow (BM), monoclonal
immunoglobulin (mlg, M-protein)
in serum and/or urine and presence
of other clinical symptoms, such as
hypercalcemia (C), renal insufficiency (R),
anemia (A) and bone involvement (B),
commonly known as CRAB symp-
toms [3]. While the introduction of novel
drugs, such as proteasome inhibitors
(Pls) and immunomodulatory drugs
(IMiDs), has improved clinical response
of MM patients, MM remains a hard-to-
treat disease. MM is always preceded by
precancerosis monoclonal gammopathy
of undetermined significance (MGUS).
MGUS is defined by serum M protein
level lower than 3 g/dL, less than 10%
of clonal PCs in the BM, and absence of
end-organ damage [4].

Hypoxia is a common feature in
cancer affecting important biological
properties of tumor cells. Among
others, it activates hypoxia-inducible
transcription factors (HIFs) that play an
important role in MM biology. HIFs are
heterodimers consisting of labile HIF-a
subunits (HIF-1a, HIF-2a or HIF-3a)
and a constitutive HIF-18 subunit (also

known as aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator or ARNT) [5]. In
hypoxia, HIF-18 binds HIF-1a, preventing
proteasomal degradation. The complex
is transported to the nucleus where
it binds hypoxia-responsive elements
(HREs). This way, HIFs activate genes
associated with angiogenesis, osteoclast
recruitment and activation, cell-cycle
regulation, moreover, they also cause
disease progression into active symp-
tomatic MM [6]. Hypoxia is a critical
factor in MM as interactions between
MM PCs and the microenvironment
play a crucial role in MM progression,
dissemination, angiogenesis and drug
resistance. Moreover, cancer stem
cell (CSC) phenotype is a plastic state
induced in cancer cells depending upon
microenvironmental signals, such as
hypoxia [7]. As HIF-1a protein is highly
expressed in MM cells and involved in
BM angiogenesis [8], it could serve as
a potential therapeutic target. In fact,
the HIF-1 family is expressed in response
to acute hypoxia, while HIF-2 family is
expressed in response to chronic lack
of oxygen [9]. Both HIFs and vascular
endothelial growth factor (VEGF) are
up-regulated in MM patients, strongly
related to each other and linked to
increased angiogenesis [10]. These
findings indicate that targeting HIFs
and the VEGF/receptor autocrine loop
may be important in MM treatment.
Furthermore, a number of studies
concluded that HIF-1a inhibition may

be a novel therapeutic strategy for
MM treatment [11-15]. Activation of
HIF-1a is associated with increased
expression of P-glycoprotein and
multidrug resistance in cancer cells
as was described in breast cancer and
non-small cell lung carcinoma [16,17].
Indeed, key players in multidrug
resistance are P-glycoprotein, the best-
-characterized drug efflux transporter
system encoded by MDR-1 (also known
as ABCBT), and multiple drug resistance
protein-1 encoded by MRP-1 (also
known as ABCCT). In tumor cells, high
expression of P-glycoprotein decreases
the effect of chemotherapy [18].

MM is a heterogeneous disease not
only with respect to tumor PCs and BM
microenvironment, but also regarding
genetic variability of each individual
patient, which can significantly affect
a patient’s outcome. Several familial
studies support the hypothesis of
a genetic predisposition for develop-
ing MG [19-24]. Evidence for inherited
genetic susceptibility is provided by the
two-fold increased risk of the disease
observed in first-degree relatives of MM
patients [25].

Therefore, in our retrospective study,
we analyzed genetic variability in genes
associated with hypoxia. We analyzed
candidate single-nucleotide polymorp-
hisms (SNPs) in HIF-1a (rs11 549467
and rs2057482) and HIF-18 (rs2228099)
associated with risk of MGUS or MM.
Consequently, we evaluated assoc-
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iation of SNPs in HIF-1a, HIF-18, three
SNPs and their haplotypes in MDR1
(rs1045642, rs2032582 and rs1128503)
and one in MRP1 (rs4148356) with
outcome of MM patients.

Material and methods
Clinical samples and studied
polymorphisms
Altogether, 228 MGUS patients, 275 MM
patients and 219 age-matched cancer-
-free controls were included in the hy-
poxia study. Two potentially functional
polymorphisms in HIF-1a (rs11549467,
rs2057482) and one in HIF-18 (rs22
28099) were genotyped and their
association with MGUS and MM risk
in a case-control study was assessed.
Peripheral blood (PB) samples from all
patients were obtained from centers of
the Czech Myeloma Group - University
Hospital Brno, Faculty Hospital Kralovske
Vinohrady Praha, University Hospital
Olomouc, University Hospital Ostrava
and Hospital Pelhrimov, Czech Republic
and from University Hospital Bratislava,
Slovak Republic. As a control group,
cancer-free cases from the University
Hospital Brno were used. Basic cha-
racteristics of MGUS and MM patients as
well as controls are described in Tab. 1,
and clinical characteristics of MGUS and
MM patients are summarized in Tab. 2.
Further, association of three SNPs and
their haplotypes in MDR1 (rs1045642,
rs2032582 and rs1128503) and in MRP1
(rs4148356) was evaluated with outcome
in MM patients. In total, 110 MM pa-
tients that underwent bortezomib-
based treatment (cyclophosphamide,
bortezomib, dexamethasone - CVD
regimen) wereincluded in the evaluation
of pharmacogenetic association with
clinical outcome. Clinical characteristics
of MM patients at the start of CVD
treatment (n = 110) are shown in Table 3.
All patients were enrolled into the
study only after signing the informed
consent form approved by the Ethics
committees of the hospitals in accord-
ance with the current version of the
Helsinki Declaration.

SNPs analyses
Genomic DNA (gDNA) was isolated
from whole PB using MagNA Pure

Tab. 1. Basic characteristics of MGUS and MM patients in comparison to controls

(n=722).

Characteristics' Controls (n=219) MGUS (n = 228) MM (n = 275)
sex

female 101 (46.1%) 103 (45.2%) 119 (43.3%)
male 118 (53.9%) 125 (54.8%) 156 (56.7%)
p? = 0.841 0.527
age

<55 9 (4.1%) 63 (27.6%) 36 (13.1%)
56-60 20 (9.1%) 41 (18.0%) 47 (17.1%)
61-65 146 (66.7%) 33 (14.5%) 53(19.3%)
66-70 35 (16.0%) 37 (16.2%) 61(22.2%)
70 9 (4.1%) 54 (23.7%) 78 (28.4%)
p? - <0.001 <0.001
median (5-95%) 64.0 (57.0-71.0) 63.0 (41.0-81.0) 67.0 (51.0-81.0)
p? - 0.069 <0.001
BMI (n = 288)

underweight (< 18.5) 0 (0.0%) — 1(1.4%)
ideal weight (18.6-25.0) 41 (19.2%) - 22 (29.7%)
overweigh (25.1-30.0) 105 (49.1%) = 38 (51.4%)
mild obesity (30.1-35.0) 58 (27.1%) - 11 (14.9%)
intermediate obesity 7 (3.3%) - 2 (2.7%)
(35.1-40.0)

morbid obesity (> 40) 3(1.4%) - 0 (0.0%)

p = = 0.064
median (5-95%) 29.0 (22.0-35.0) - 26.1(21.0-32.3)
p - - <0.001

MGUS - monoclonal gammopathy of undetermined significance, MM — multiple

myeloma

' absolute and relative frequency for categorical variable; median, percentiles

(5-95%) for continuous variable

2 p-values marked with bold are statistically significant; ML Chi square test or
Mann-Whitney U test were used for comparison with the control group

DNA Isolator (Roche, Switzerland)
and its concentration was measured
by Nanodrop ND-1000 (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA). For gene
polymorphisms analyses in HIF-1a
(rs11549467, ID: C_34492744_10;
rs2057482, ID: C_8549084_20), HIF-18
(rs2228099, ID: C_11846736_20),
MDRT (rs1045642, ID: C_7586657_20;
rs2032582, ID: C_11711720D_40 and

C_11711720C_30; rs1128503, ID:
C_7586662_10), and MRP1 (rs4148356,
ID: C_25614385_20), quantitative
polymerase chain reaction (qPCR) for
allelic discrimination was performed.
Standard TagMan genotyping assays
were used run on Step-One Real-Time
PCR instrument (Applied Biosystems,
CA, USA) as previously described [26].
In brief, qPCR was performed in 10 pL

Klin Onkol 2018; 31(3): 213-229

215




SELECTED GENETIC POLYMORPHISMS ASSOCIATED WITH HYPOXIA AND MULTIDRUG RESISTANCE

Tab. 2. Clinical characteristics of MGUS and MM patients at diagnosis (n = 722).

Characteristics’

MGUS (n=228) MM (n = 275)

Characteristics’

MGUS (n=228) MM (n =275)

D-S stage n=275 both Ig lower 17 (9.0%) 95 (72.0%)
I - 46 (16.7%) any Ig lower 40 (19.2%) 160 (81.2%)
Il - 48 (17.5%) serum M-protein quantity 0.8 (0.0-2.5) 3.1 (0.0-7.5)
i - 181 (65.8%)  (9/dL) (n=225) (n=269)
D-S substage n =275 kappa/lambda ratio 1.1(0.1-17.3)  1.4(0.0-736.4)
=208 =171
A - 218 (79.3%) (n =208) (n=171)
bone marrow infiltration 2.0(0.0-84) 29.6(11.6-72.0)
— 0,
B 57 (20.7%) (%) (n=215) (n=218)
1SS classification n=275 normal PC - CD19 (%) 227 (1.0-80.0) 0.5 (0.0-53.4)
stage 1 = 87 (33.3%) (n=170) (n=153)
stage 2 - 89(34.1%)  abnormal PC-CD56 (%)  25.1(1.5-96.8) 94.8(0.3-99.7)
stage 3 = 85 (32.6%) (n=164) (n=152)
progression of MGUS into n=228 hemoglobin level (g/dL) 13.5(10.4-15.8) 10.7 (7.6-14.3)
other lymphoid malignancy 6 (2.6%) _ thrombocyte count 232.0 214.0
. o (10E9/1) (137.0-374.0) (91.0-386.0)
no progression 205 (89.9%) - (n = 226) (n = 270)
M-protein type n=226 n=275 calcium total level (mmol/l) 23 (21-26) 2.4 (20-33)
IgG 159 (70.4%) 165 (60.0%) (n=225) (n=269)
IgA 26 (11.5%) 52 (18.9%) albumin level (g/dL) 44(35-49)  3.8(24-48)
LC only 5 (2.2%) 42 (15.3%) (n=223) (n=268)
IgM 29 (12.8%) 4 (1.5%) creatinine level (umol/l) 80.0 93.8
il 7 (3.1%) 12 (4.5%) (56.0-189.0) (58.0-492.0)
(n=226) (n=270)
light chain type n=227 n=272
J (i B2 microglobulin (mg/l) 1.9(1.2-5.9) 3.8(1.7-21.0)
kappa 129 (56.8%) 158 (58.1%) (n=219) (n=261)
lambda 96 (423%)  113(41.5%) | pH (ukat/l) 34(25-67)  34(20-74)
biclonal 2 (0.9%) 1 (0.4%) (n=220) (n=269)
immunoparesis n=208 n=197 CRP (mg/l) 2.9(0.0-27.9) 4.3(0.3-58.0)
one Ig lower 30 (15.1%) 65 (63.7%) (n=215) (n =266)

MGUS - monoclonal gammopathy of undetermined significance, MM — multiple myeloma,
LDH - lactate dehydrogenase, CRP - C-reactive protein
!absolute and relative frequency for categorical variable; median, percentiles (5-95%) for continuous variable

reactions containing 10 ng of gDNA,
0.5 pL of TagMan Genotyping Assay Mix
and 8 pL of PCR master mix (all Applied
Biosystems, CA, USA).

Statistical analyses

According to the position of SNPs on
chromosome, haplotypes were derived
as rs11549467, rs2057482 for the HIF-1a
and in order as rs1045642, rs2032582,
rs1128503 for MDR1. Haplotypes were
inferred in the PHASE software, ver. 2.1

[27,28]. The default setting was left
and the “-x15” was added to provide
15 repetitions of algorithm and choice of
the best one. To test the Hardy-Weinberg
equilibrium and linkage disequilibrium,
the package “genetics” in R software was
used [29].

Basic characteristics were described
by absolute and relative frequencies
for categorical variables and median
(5-95 percentile) for continuous va-
riable. Comparison between groups was

performed using Maximal-Likelihood
Chi-square test in case of categorical
variables and Mann-Whitney U test in
case of continuous variable. Association
of marker with status control vs. MGUS or
controlvs. MM was expressed by odds ratio
(OR) with 95% confidence interval (Cl) and
p-value of Wald's test. The most frequent
genotypes/haplotypes for the control
group were set as reference. Significant
associations were adjusted by age and
body mass index (BMI) as next predictors
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Tab. 3. Clinical characteristics of MM patients at the beginning of CVD treatment regimen (n = 110).

Characteristics’

Total (n=110)

New diagnosis (n = 47)

Relapse (n =63)

sex n=110 n=47 n=63
female 49 (44.5%) 24 (51.1%) 25 (39.7%)
male 61 (55.5%) 23 (48.9%) 38 (60.3%)
age 70.0 (57.0-80.0) 70.0 (60.0-80.0) 70.0 (57.0-79.0)
D-S stage n=109 n=47 n=62

| 13 (11.9%) 12 (25.5%) 1(1.6%)

] 16 (14.7%) 8 (17.0%) 8(12.9%)
] 80 (73.4%) 27 (57.4%) 53 (85.5%)
D-S substage n=109 n =47 n=62

A 90 (82.6%) 38 (80.9%) 52 (83.9%)
B 19 (17.4%) 9 (19.1%) 10 (16.1%)
ISS classification n=102 n =45 n=57
stage 1 34 (33.3%) 12 (26.7%) 22 (38.6%)
stage 2 38 (37.3%) 19 (42.2%) 19 (33.3%)
stage 3 30 (29.4%) 14 (31.1%) 16 (28.1%)
M-protein type n=109 n=47 n=62
I9G 65 (59.6%) 26 (55.3%) 39 (62.9%)
IgA 18 (16.5%) 4(8.5%) 14 (22.6%)
LC only 18 (16.5%) 11 (23.4%) 7 (11.3%)
IgM 3(2.8%) 3 (6.4%) 0 (0.0%)
other 5 (4.5%) 3(6.4) 2 (3.2%)
light chain type n=_86 n =46 n =40
kappa 48 (55.8%) 22 (47.8%) 26 (65.0%)
lambda 37 (43.0%) 23 (50.0%) 14 (35.0%)
biclonal 1(1.2%) 1(2.2%) 0 (0.0%)
serum M-protein quantity (g/dL) (n = 108) 2.4(0.0-7.7) 2.4 (0.0-5.0) 2.5(0.0-7.8)
Bone marrow infiltration (%) (n = 98) 20.4 (0.8-62.2) 15.2 (2.4-49.6) 28.8 (0.4-65.6)

hemoglobin level (g/dL) (n = 109)
thrombocyte count (10E9/I) (n = 109)

10.8 (7.9-14.3)
200.0 (75.4-353.0)

10.7 (7.9-14.6)
223.0(90.0-388.0)

10.8 (8.2-13.6)
169.0 (45.6-312.0)

calcium total level (mmol/l) (n = 109) 2.3(2.0-2.7) 2.3(2.0-2.7) 2.3(2.1-2.7)
albumin level (g/dL) (n = 108) 3.8(2.8-4.7) 3.5 (2.5-4.5) 4.0 (3.1-4.7)
creatinine level (umol/l) (n =108) 92.0(57.0-395.0) 89.0 (53.0-366.0) 99.0 (61.0-395.0)
B2 microglobulin (mg/l) (n=101) 3.7(1.9-13.7) 3.5(1.9-13.7) 3.8(1.9-19.3)
LDH (ukat/l) (n=107) 3.4(2.1-6.5) 3.3(2.5-6.5) 34(2.1-6.4)
CRP (mg/l) (n =107) 49(1.0-111.5) 4.5(1.0-111.5) 5.5(0.0-63.1)

MM - multiple myeloma, CVD - cyclophosphamide, bortezomib, dexamethasone regiment, LDH - lactate dehydrogenase,

CRP - C-reactive protein
'absolute and relative frequency for categorical variable; median, percentiles (5-95%) for continuous variable

in multiple logistic regression. Association ~ hazards model. When mentioned, over-  were assessed within 2 years after diag-
of marker with treatment intervals all survival (OS), time to progression  nosis/treatment beginning; events after
was evaluated using Cox proportional  (TTP), progression free survival (PFS) this period were set as censored. Kaplan-
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Tab. 4. Univariate and adjusted (age and BMI) association of rs2228099 (HIF-1f) with MM and control status.

Univariate Age and BMI adjusted
HIF-1p8' controls (n=219) MM (n =275) OR (95% Cl) P OR (95% CI) P
rs2228099
CcC 87 (39.7%) 136 (49.5%) reference
CG 108 (49.3%) 110 (40.0%) 0.65 (0.45-0.95) 0.026 0.55 (0.30-0.99) 0.045
GG 24 (11.0%) 29 (10.5%) 0.77 (0.42-1.41) 0.403 0.51(0.19-1.41) 0.194
CcC 87 (39.7%) 136 (49.5%) reference
CG, GG 132 (60.3%) 139 (50.5%) 0.67 (0.47-0.97) 0.031 0.54 (0.31-0.95) 0.032
MM - multiple myeloma
'described by absolute and relative frequencies
p-values marked in bold are statistically significant
Tab. 5. Association of rs2228099 (HIF-1f3) with MM and control status separately for BMI categories (</= 25 kg/m?).

BMI
<25(n=51) >25(n=237)
controls (n=28) MM (n=23) p? controls(n=186) MM (n=51) p?

HIF-1B'
rs2228099
CcC 11 (39.3%) 9 (39.1%) 0.117 75 (40.3%) 30 (58.8%) 0.018
CG 16 (57.1%) 9 (39.1%) 89 (47.8%) 20 (39.2%)
GG 1(3.6%) 5(21.7%) 22 (11.8%) 1(2.0%)
CcC 11 (39.3%) 9 (39.1%) 1.000 75 (40.3%) 30 (58.8%) 0.025
CG, GG 17 (60.7%) 14 (60.9%) 111 (59.7%) 21 (41.2%)

MM - multiple myeloma

'described by absolute and relative frequencies

2p values marked in bold are statistically

-Meier curves were plotted for significant
associations. Log-rank test was used to
evaluate the statistical significance of
difference between the curves. P-values
less than 0.05 were considered statistically
significant.

Joint prediction of MDR1 and HIF-1a
was evaluated using multivariate Cox
proportional hazards model with treat-
ment intervals as the dependent and all
geneticmarkersasindependentvariable.
Receiver operating characteristic (ROC)
analysis was performed with the binary
endpoint from OS, TTP and PFS. The
results include sensitivity and specificity
values with p-value for the area under
the curve (AUQ).

significant; obtained by ML Chi-square test

Analysis was performed in the SPSS
software (IBM Corp. Released 2013. IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 22.0.
Armonk, NY: IBM Corp.). Hardy-Weinberg
equilibrium and linkage disequilibrium
were tested in R software (http://www.r-
project.org/).

Results
SNPs in HIF-1a and HIF-18
Genotypes of SNPs associated with
hypoxia (HIFs) were determined in an
independent cohort of 722 samples
(219 cancer-free controls, 228 MGUS and
275 MM patients).

All observed genotype frequencies
in controls (n = 219) conformed to the

Hardy-Weinberg equilibrium (p = 0.304,
0.080 and 0.284 for rs2228099, rs1154
9467 and rs2057482, resp.). Linkage
disequilibrium analysis between the
two SNPs (n =722; D'=0.970, r* =-0.053;
p = 0.043 for rs11541467 vs. rs2057482)
was confirmed as well. Genotype and
haplotype frequencies were compared
between MM and MGUS cases and
controls. Frequencies of all polymorph-
isms in the entire cohort (n = 722) are
presented in supplementary tables
(Supplementary tab. 1).

Evaluation of MM patients vs. controls
showed a statistically lower frequency
of CG genotype in HIF-18 (rs2228099) in
MM (40.0% in MM vs. 49.3% in controls;
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OR 0.65; 95% Cl 0.45-0.95; p = 0.026) in
comparison to the CC genotype. Even
after adjustment for patients’ age and
BMI, there were significantly lower odds
(OR 0.55; 95% Cl 0.30-0.99; p = 0.045) for
MM development in patients with CG
genotype in comparison to CC genotype.
Further, significant results were observed
also after recoding into CC vs. CG + GG
genotype not adjusted for age and
BMI (50.5% in MM vs. 60.3% in controls;
OR 0.67; 95% Cl 0.47-0.97; p = 0.031) and
adjusted for age and BMI (OR 0.54; 95% ClI
0.31-0.95; p = 0.032) (Table 4). However,
we did not observe any significant
associations for SNPs in HIF-1a.

Further, significant association of SNP
in HIF-18 (rs2228099) in MM patients vs.
controls for the BMI status > 25 kg/m?
(p =0.018 for CC vs. CG vs. GG genotype;
p = 0.025 for CC vs. CG + GG genotype)
was observed (Tab. 5).

Association between
genotypes/haplotypes and risk
group of MGUS patients

MGUS patients with available clinical
parameters (n = 205) were divided
into four groups according to the
previously described Mayo Clinic risk
stratification model [30] as follows
low risk (n = 74), low-intermediate
risk (n = 76), high-intermediate risk
(n = 46) and high risk (n = 6). Association
between genotypes/haplotypes and risk
group was evaluated. For SNP genotype
rs2057482 (HIF-1a) and HIF-1a haplotype
(rs11549467 and rs2057482), significant
association with risk group was observed.
When the risk groups were aggregated
into “low risk” vs. “none-low risk”, higher
odds of “none-low risk” category for CT
genotype of rs2057482 in HIF-1a was
observed (OR 2.48; 95% Cl 1.15-5.35;
p =0.021) in comparison to CC genotype.
Further, comparison of “low risk” vs.
“none-low risk” categories of MGUS
showed higher odds of “none-low risk”
category for “at least one GT” haplotype
in comparison to “none GT” (OR 2.62; 95%
Cl1.22-5.63; p=0.014). Next, higher odds
of “none-low risk” category for GC/GT
haplotype was observed in comparison
to GC/GC haplotype (OR 2.40; 95% ClI
1.10-5.21; p = 0.027) (Tab. 6). However,
there was no association between such

Supplementary tab. 1. Frequencies for the polymorphisms and haplotypes in stu-
died groups (n =722).

Total’ Controls’ MGUS’ MM

(n=722) (n=219) (n=228) (n=275)
HIF-1p (rs2228099)
CC 325 (45.0%) 87 (39.7%) 102 (44.7%) 136 (49.5%)
CcG 313 (43.4%) 108 (49.3%) 95 (41.7%) 110 (40.0%)
GG 84 (11.6%) 24 (11.0%) 31 (13.6%) 29 (10.5%)
CcC 325 (45.0%) 87 (39.7%) 102 (44.7%) 136 (49.5%)
CG, GG 397 (55.0%) 132 (60.3%) 126 (55.3%) 139 (50.5%)
HIF-1a (rs11541467)
AA 2(0.3%) 1 (0.5%) 0 (0.0%) 1 (0.4%)
GA 2 (4.4%) 7 (3.2%) 0 (4.4%) 5(5.5%)
GG 688 (95.3%) 211 (96.3%) 218 (95.6%) 259 (94.2%)
GG 688 (95.3%) 211 (96.3%) 218 (95.6%) 259 (94.2%)
GA, AA 4 (4.7%) 8(3.7%) 0 (4.4%) 6 (5.8%)
HIF-1a (rs2057482)
CcC 579 (80.2%) 176 (80.4%) 178 (78.1%) 225 (81.8%)
CcT 134 (18.6%) 39 (17.8%) 48 (21.1%) 47 (17.1%)
T 9 (1.2%) 4 (1.8%) 2 (0.9%) 3(1.1%)
CcC 579 (80.2%) 176 (80.4%) 178 (78.1%) 225 (81.8%)
CT, TT 143 (19.8%) 43 (19.6%) 50 (21.9%) 50 (18.2%)
HIF-1a haplotype (rs11549467-rs2057482)
none GC 4 (1.9%) 6 (2.7%) 4 (1.8%) 4 (1.5%)
once GC 160 (22.2%) 44 (20.1%) 54 (23.7%) 62 (22.5%)
twice GC 548 (75.9%) 169 (77.2%) 170 (74.6%) 209 (76.0%)
atleastone GC 708 (98.1%) 213 (97.3%) 224 (98.2%) 271 (98.5%)
none GT 579 (80.2%) 176 (80.4%) 178 (78.1%) 225 (81.8%)
once GT 134 (18.6%) 39 (17.8%) 48 (21.1%) 47 (17.1%)
twice GT 9 (1.2%) 4 (1.8%) 2 (0.9%) 3(1.1%)
atleastone GT 143 (19.8%) 43 (19.6%) 50 (21.9%) 50 (18.2%)
none AC 688 (95.3%) 211 (96.3%) 218 (95.6%) 259 (94.2%)
once AC 32 (4.4%) 7 (3.2%) 10 (4.4%) 15 (5.5%)
twice AC 2(0.3%) 1 (0.5%) 0 (0.0%) 1 (0.4%)
at least one AC 4 (4.7%) 8(3.7%) 10 (4.4%) 16 (5.8%)
GC/GC 548 (75.9%) 169 (77.2%) 170 (74.6%) 209 (76.0%)
GC/GT 131 (18.1%) 38 (17.4%) 46 (20.2%) 47 (17.1%)
GC/AC 29 (4.0%) 6 (2.7%) 8 (3.5%) 15 (5.5%)
other 4(1.9%) 6 (2.7%) 4(1.8%) 4(1.5%)

MGUS - monoclonal gammopathy of undeterminated significance, MM - multiple
myeloma

"described by absolute and relative frequencies
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Tab. 6. Association of the SNPs (HIF-1a) and the risk stratification of MGUS patients according to MAYO model (n = 205).

Risk
HIF-1a’ low (n=74) none low (n=131) OR (95% CI) P
rs2057482
CcC 64 (86.5%) 93 (71.0%) reference
cT 10 (13.5%) 36 (27.5%) 2.48(1.15-5.35) 0.021
TT 0 (0.0%) 2 (1.5%) - 0.516
CcC 64 (86.5%) 93 (71.0%) reference
CT,TT 10 (13.5%) 38 (29.0%) 2.62 (1.22-5.63) 0.014
Haplotype (rs1154967-rs2057482)
none GT 64 (86.5%) 93 (71.0%) reference
at least one GT 10 (13.5%) 38 (29.0%) 2.62(1.22-5.63) 0.014
GC/GC 62 (83.8%) 88 (67.2%) reference
GC/GT 10 (13.5%) 34 (26.0%) 240 (1.10-5.21) 0.027
GC/AC 2 (2.7%) 5 (3.8%) 1.76 (0.33-9.37) 0.507
other 0 (0.0%) 4 (3.1%) - 0.149

SNPs - single-nucleotide polymorphisms, MGUS — monoclonal gammopathy of undetermined significance
'described by absolute and relative frequencies
p-values marked in bold are statistically significant

haplotypes and time to progression from
Tab. 7. Cox regression model for overall survival from diagnosis for MM patients MGUS into MM.

(n=275).
Association of SNP in HIF-1a and

HIF-1a n Number of deaths Hazard ratio (95% Cl) P HIF-1B with progression and survival
rs2057482 Additionally, for MM patients, asso-
cC 225 117 reference ciation between SNPs in HIF-1a and
cT 47 19 0.64 (0.39-1.04) 0.073 HIF-18 and OS or length of the treat-
T 3 1 0.41 (0.06-2.96) 0.379 ment response were evaluated. No
significant association between stud-
cc 225 17 reference ied SNPs and length of treatment re-
CT,TT 50 20 0.62 (0.39-1.01) 0.052 sponse was observed; however,
rs2057482 SNP in HIF-1a and HIF-1a
haplotype (rs1154967 and rs2057482) haplotype (rs11549467 and rs2057482)
none GT 225 17 reference were associated with better OS
specifically in rs2057482 CT genotype
at least one GT 50 20 0.62 (0.39-1.01) 0.052 (p = 0.073); in rs11549467 and rs2057482
none GT 225 117 reference combination - “at least one GT haplo-
once GT 47 19 0.64 (0.39-1.04) 0.073 type” (p = 0.052), “once GT haplotype”
twice GT 3 1 0.41 (0.06-2.96) 0.379 (p = 0.073), GC/GT haplotype (p =
GC/GC 209 109 reference 9.062) (Tab.'7): Log-rank test conf-
irmed association of GT haplotype
GC/GT 47 19 0.63 (0.39-1.02) 0.062 (rs11549467 and rs2057482) with better
GC/AC 15 7 0.70(0.33-1.51) 0.368 OS with median of 41.8 months (95%
other 4 2 0.75 (0.18-3.03) 0.682 Cl 35.1-48.5) for “none GT” and median
of 93.8 months (95% ClI 31.3-156.4) for
MM - multiple myeloma “at least one GT haplotype” (p = 0.050)
(Fig. 1).
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Predictive value of polymorphisms
associated with hypoxia and
multidrug resistance in CVD treated
MM patients
For this part of study, 110 MM patients
treated with CVD regimen wereincluded;
all samples were collected prior to
CVD treatment (Tab. 3). Association
of three SNPs and their haplotypes
in MDRT (rs1045642, rs2032582 and
rs11203), one in MRP1 (rs4148356),
two in HIF-Ta (rs11549467, rs2057482)
and one in HIF-1f (rs2228099) with MM
patient’s outcome was evaluated.
Survival cut-off points were esta-
blished based on time-dependent
ROC analysis (data not shown), which
showed suitable AUC for 2-year time
period for outcome evaluation; the
2-year treatment intervals (OS, TTP, and
PFS) were evaluated from the beginn-
ing of CVD treatment. Further, linkage
disequilibrium analysis was performed
also between three MDRT SNPs (n = 110;
D' = 0.829, r? = 0.663; p < 0.001 for
rs1045642 and rs2032582; D'=0.741,
r’=-0.561; p < 0.001 for rs1045642 and

probability

1.0

0.0 —

0.050

p-value log-rank test:

none GT, median = 3.5 years
= atleast one GT, median = 7.8 years

I I I I I I I I I |
12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

time from MM diagnosis (months)

Fig. 1. Overall survival for GT haplotype rs11549467 and rs2057482 (HIF-1a) -
“none GT” vs. “at least one GT” (n = 275) (10-year interval visualized).
MM — multiple myeloma

Tab. 8. Cox regression model for 2-year OS, TTP and PFS (n = 110).

at least one CWC vs. none CWC?

0S 0.48 (0.27-0.85)
TTP 0.48 (0.29-0.79)
PFS 0.48 (0.30-0.76)

at least one TGT vs. none TGT

(O 1.64 (0.91-2.95)
TTP 2.07 (1.25-3.44)
PFS 1.74 (1.11-2.72)

2allele W summarises allele Aor T

p

0.013
0.074
0.008

MDR1 Total (n=110)
haplotypes’ HR (95% Cl)

TGT/CGT vs. other

0S 2.60 (1.22-5.53)

TTP 2.05 (0.93-4.49)

PFS 2.45 (1.26-4.76)

0.011
0.004
0.002

0.098
0.005
0.016

p-values marked in bold are statistically significant

New diagnosis (n = 47) Relapse (n =63)

HR (95% Cl) p HR (95% ClI) p
3.56 (1.38-9.18) 0.009 1.32(0.32-5.56) 0.702
1.28(0.38-4.31) 0.689 3.62(1.26-10.41) 0.017
1.97 (0.81-4.79) 0.134 3.22(1.13-9.19) 0.029
0.42 (0.18-0.97) 0.042 0.60 (0.26-1.39) 0.230
0.59(0.27-1.31) 0.197 0.34 (0.17-0.67) 0.002
0.56(0.29-1.11) 0.096 0.38 (0.19-0.74) 0.005
1.83 (0.74-4.50) 0.188 1.52 (0.70-3.30) 0.291
3.27 (1.31-8.19) 0.011 1.50(0.81-2.76) 0.194
2.35(1.14-4.83) 0.020 1.35(0.76-2.38) 0.305

OS - overall survival, TTP - time to progression, PFS — progression free survival
'for rs1045642, rs2032582 and rs1128503
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Fig. 2a. Kaplan-Meier curves for the TGT/CGT haplotype rs1045642, rs2032582 and rs1128503 (MDR1) which reached significance in
Cox regression model.
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Fig. 2b. Kaplan-Meier curves for the at least one CWC haplotype rs1045642, rs2032582 and rs1128503 (MDR1) which reached signi-
ficance in Cox regression model.
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Fig. 2c. Kaplan-Meier curves for the at least one TGT haplotype rs1045642, rs2032582 and rs1128503 (MDR1) which reached signifi-
cance in Cox regression model.
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rs1128503; D' = 0.918, r* = -0.870; . . .
p<0.001 for rs2032582 and rs1128503). Supplementary tab. 2. Frequencies for the polymorphisms and haplotypes in MM

Frequencies for significant haplotypes patients with CVD treatment regimen (n = 110).

of MDR1 for patients treated with
CVD treatment regimen (n = 110) are
presented in Supplementary tab. 2.

Total' (n=110) New diagnosis’ (n=47) Relapse' (n=63)
HIF-1B (rs2228099)

Since MDR1 locus (rs2032582) has three cc 46 (41.8%) 19 (40.4%) 27 (42.9%)
alleles, the A and T allele were combined CG 53 (48.2%) 21 (44.7%) 32 (50.8%)
as W, so that this locus could be treated GG 11 (10.0%) 7 (14.9%) 4(6.3%)
as two alleles. HIF-1a (rs11549467)

Using multivariate Cox regression GG L 44193 60 60/(95 35
model with 2-year TTP as dependent (94.5%) (93.6%) (95.2%)
variable and all SNPs in HIF-1B, HIF-1a GA 5 (4.5%) 2(4.3%) 3 (4.8%)
(haplotype), MRP1, MDR1 (haplotype) AA 1(0.9%) 1(2.1%) 0 (0.0%)
as predictors, only haplotypes of HIF-1a (rs2057482)

MDR1 reached p-value lower than cc 88 (80.0%) 38 (80.9%) 50 (79.4%)

0.1 (specifically “at least one CWC" with T 19 (17.3%) 8 (17.0%) 11 (17.5%)

p-value 0.022 and “at least one TGT” . . .

with p-value 0.068). In case of OS and U Sl (il E20)
- HIF-1a haplotype (rs1154967-rs2057482)

PFS, p-values lower than 0.1 were not

observed. GC/GC 82 (74.5%) 35 (74.5%) 47 (74.6%)

In the univariate analysis, significant GC/GT 19 (17.3%) 8(17.0%) 11 (17.5%)
association with ?‘yef‘r 05}; TTP and | atleastoneGC 106 (96.4%) 45 (95.7%) 61(96.8%)
ZESt‘f”"f:eOZLe;‘S’e?n OAZIE ;Ise(rj%;’?éizs atleast one GT 22 (20.0%) 9(19.1%) 13 (20.6%)
52032582 and rs1128503) ~TGT/CGTvs, | MRPT (rs4148356)
other, “at least one CWC” vs.“none CWC” GG 104 (94.5%) 44 (93.6%) 60 (95.2%)
and “at least one TGT" vs. “none TGT". All AG 6 (5.5%) 3(6.4%) 3(4.8%)
of the analyses were performed together MDR1 (rs1045642)
and lsesz‘rate'y Z’rNtl:\’Ae (Categz;‘)es OC‘I cc 39 (35.5%) 16 (34.0%) 23 (36.5%)
newly diagnose n = an 0 0 )
relapsed MM patients (n = 63) and all of T >9 (53'60/0) 25 (53'20@ 34 (54'3 %)
the significant associations are depicted U 12(10.9%) 6 (12.8%) 6(9:5%)
in Tab. 8. Kaplan-Meier curves for the MDRT (rs2032582)
haplotypes of three SNPs in MDR1 that ww 23 (20.9%) 10 (21.3%) 13 (20.6%)
reached significance in Cox regression GW 67 (60.9%) 26 (55.3%) 41 (65.1%)
model are shown in Fig. 2a, b, c. GG 20 (18.2%) 11 (23.4%) 9 (14.3%)

In newly diagnosed MM patients,
there was a significantly worse 2-year MDR1 (rs1128503)

OS for TGT/CGT (median 5.8 months; T 24(21.8%) 15(31.9%) 9(14.3%)
95% Cl 2.8-8.9) compared to other cT 65 (59.1%) 22 (46.8%) 43 (68.3%)
haplotypes (median 34.6 months; CC 21 (19.1%) 10 (21.3%) 11 (17.5%)
95% Cl 11.7-57.5; HR 3.56; 95% Cl MDR1 haplotype (rs1045642-rs2032582-rs11285031)

1.38-9.18; p = 0.009) (Fig. 2a). Further, TGT/CWC2 43 (39.1%) 15 (31.9%) 28 (44.4%)
in relapsed MM patients with haplotype CWC/CWE2 17 (15.5% 7 (14.9% 10 (15.9%

TGT/CGT, significantly worse 2-year (15.5%) (14.9%) (15.9%)
TTP was achieved (median 2.8 months; CGT/CWC2 14 (12.7%) 5(10.6%) 9 (14.3%)
95% Cl 0.0-8.9) in comparison to TGT/CGT 10 (9.1%) 6 (12.8%) 4 (6.3%)

other haplotypes (11.2 months; at least one CWC2 82 (74.5%) 31 (66.0%) 51 (81.0%)
95% Cl = 8.6-13.7; HR 3.62; 95% CI atleastoneTGT 67 (60.9%) 28 (59.6%) 39 (61.9%)
1.26-10.41; p = 0.017). Similarly, for this atleastone CGT 28 (25.5%) 14 (29.8%) 14 (22.2%)

haplotype, shorter PFS was observed
(median 2.8 months; 95% CI 0.0-8.9) MM — multiple myeloma, CVD - cyclophosphamide, bortezomib, dexamethasone
in comparison with other haplotypes regiment

(median 10.7 months; 95% ClI 8.5-12.9; 'described by absolute and relative frequencies, 2allele W summarises allele Aor T
HR 3.22; 95% Cl 1.13-9.19; p = 0.029).
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Tab. 9. TGT haplotype (MDRT1) in association with 2-year binary endpoints
1. death, 2. progression or death related to diagnosis, 3. progression or death (not

only MM).

At least one TGT Death’

VS.

none TGT haplotype?®
total (n=110)

AUC (95% CI) 0.59 (0.48-0.69)
p2 0.121
specificity % (n) 47.4% (27/57)
sensitivity % (n) 69.8% (37/53)

new diagnosis (n =47)

AUC (95% CI) 0.58 (0.42-0.75)
p? 0.343
Specificity % (N) 48.0% (12/25)
Sensitivity % (N) 68.2% (15/22)

relapse (n=63)

AUC (95% Cl) 0.59 (0.45-0.73)
p2 0.224
specificity % (n) 46.9% (15/32)

sensitivity % (n) 71.0% (22/31)

MM - multiple myeloma

Progression
or death related
to diagnosis’

Progression
or death’

0.67 (0.56-0.79) 0.69 (0.56-0.82)

0.003 0.008
62.9% (22/35) 70.0% (14/20)
72.0% (54/75) 67.8% (61/90)

0.69 (0.54-0.85) 0.71 (0.53-0.89)

0.023 0.036
61.9% (13/21) 72.7% (8/11)
76.9% (20/26) 69.4% (25/36)

0.67 (0.50-0.83) 0.67 (0.47-0.86)

0.056 0.112
64.3% (9/14) 66.7% (6/9)
69.4% (34/49) 66.7% (36/54)

Tevents evaluated during first two years from the beginning of the treatment
2p-value of AUC (area under the curve), p values marked in bold are statistically

significant

3for rs1045642, rs2032582 and rs1128503

Using 2-year time-dependent ROC
analysis, the “at least one TGT" haplotype
within newly diagnosed MM reached
significance in TTP and PFS (data shown
in Tab. 9).

The opposite association with survival
was observed for CWC haplotype, as the
“at least one CWC"” compared to “none
CWC” haplotype showed significantly
better 2-year OS for newly diagnosed
MM patients (median 34.6 months;
95% Cl 18.0-51.1) vs. 13.3 months;
95% ClI 6.7-19.8; HR 0.42; 95% ClI
0.18-0.97; p = 0.042). “At least one CWC”
compared to “none CWC” also showed
significantly better 2-year TTP (median
12.6 months; 95% CI 10.1-15.1; vs.
7.3 months; 95% Cl 5.6-9.0; HR 0.34; 95%

Cl 0.17-0.67; p = 0.002) and 2-year PFS
(median 11.3 months; 95% CI 8.6-13.9 vs.
7.3 months; 95% Cl 5.6-9.0; HR 0.38;
95% Cl 0.19-0.74; p = 0.005) in relapsed
MM patients. (Figure 2b). For newly dia-
gnosed MM patients, “at least one TGT”
compared with “none TGT” haplotype
was associated with significantly
worse TPP (median 7.6 months;
95% Cl 0.2-15.0 vs. 27.6 months; 95%
Cl 15.6-NA; HR 3.27; 95% Cl 1.31-8.19;
p =0.011) and PFS (median 6.4 months;
95% Cl 3.8-9.1 vs. 12.9 months 95% Cl
4.7-21.2; HR 2.35; 95% Cl 1.14-4.83;
p =0.020) (Figure 2¢).

Further, the differences in clinical
parameters between the cohorts of
patients with different haplotypes in

a group of patients treated with CVD
regimen were evaluated. The “at least
one CWC” haplotype compared to
“none CWC” haplotype in relapsed MM
is associated with lower level of calcium
(median 2.3 mmol/L; 95% Cl 2.1-2.7 vs.
2.5 mmol/L 95% Cl 2.2-3.6; p = 0.045).
Then, “at least one TGT” haplotype
compared to “none TGT” haplotype is
associated with worse D-S stadium
in newly diagnosed MM (p = 0.015)
and also “at least one TGT” haplotype
compared to “none TGT” haplotype
is associated with higher levels of
creatinine (median 113.0 umol/L; 95%
Cl 64.0-447.0 vs. median 85.0; 95% ClI
60.0-170.0; p = 0.020), B2M (median
4.4mg/L; 95% Cl 1.9-19.7 vs. median
2.9; 95% Cl 1.9-7.5] p = 0.013) and
cytological percentage of BM infiltration
by pathological PCs (median 29.6; 95%
Cl 0.4-72.8 vs. median 20.2; 95% Cl
0.0-58.4; p=0.071) in relapsed MM.

Discussion

Observations from genome-wide asso-
ciation studies in MM [31], Hodgkin’s
lymphoma [32] and chronic lymphocytic
leukemia [33] suggested that genet-
ically determined dysregulation of
protooncogenes (such as MYC) may
be a common mechanism underly-
ing predisposition to hematological
malignancies of the B-cell lineage.
Soon after, it was elucidated that not
only loci in protooncogenes, but also
in other genes or parts of chromosome,
such as 3p22.1 (rs1052501 in ULK4),
7p15.3 (rs4487645) and 2p23.3 (rs67
46082), are associated with risk of MM,
although the last one did not reach
genome-wide significance [31]. The
association between 3p22.1 (rs1052501)
and MM was further validated and its
association with MGUS was found
as well [34]. Other observations led
to identification of MM risk loci at
3926.2(rs10936599),6p21.33(rs2285803,
PSORS1C2), 17p11.2 (rs4273077, TNFR
SF13B) and 22q13.1 (rs877529, CBX7)
and provided further evidence for
genetic susceptibility to MM [35].

So far, many studies assessed asso-
ciation between polymorphisms in
genes associated with hypoxia and
cancer risk. Therefore, in this study,
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we focused on genetic variations in
such genes and their effects on the
risk of development of monoclonal
gammopathy. The most commonly
investigated polymorphism associated
with hypoxia is C1772T (rs11549465),
followed by G1790A (rs11549467),
C111A and c*191T > C (rs2057482) in
HIF-1a [36]. C1772T (rs11549465) and
G1790A (rs11549467) polymorphisms
were previously associated with
susceptibility to develop pancreatic
cancer [37,38]. G1790A (rs11549467)
polymorphism alone is associated with
an increase in tumor-produced HIF-Ta
and in cancer progression [38]. Further,
for C1772T (rs11549465) polymorphism,
T allele was significantly associated
with increased cancer risk. For G1790A
(rs11549467), genotype results showed
that it is significantly associated with
cancers [39]. Unfortunately, in our study,
we did not observe any association
between these polymorphisms in
HIF-1a and MM development. However,
for c*191T > C (rs2057482) genotype
in HIF-Ta and HIF-Ta haplotype
(rs11549467, rs2057482), we observed
a significant association with higher
MGUS risk group, as defined by the MAYO
model. Although a previous large meta-
analysis showed significant association
between HIF-1a C1772T (rs11549465)
and G1790A (rs11549467), but not
c*191T > C (rs2057482) polymorphism
with increased risk of cancer [36], it can
be still hypothesized that c*191T > C
(rs2057482) in HIF-1a is associated
with progression of MG, as it had been
observed to contribute to risk of cervical
cancer in a Chinese population [40].
Furthermore, c*191T > C (rs2057482)
polymorphism is located in 3'UTR region
of HIF-1a, which contains regulatory
regions that post-transcriptionally
influence gene expression, such as bind-
ing sites for regulatory proteins and
microRNA [41]. Thus, we hypothesized
that not only sequence changes, but
also impaired regulation of HIF-1a
expression is involved in susceptibility
to MGUS transformation.

Moreover, our results suggest that
genotype variation of rs2228099 poly-
morphism in HIF-18 is associated
with increased risk of MM. Our data

support the hypothesis of protective
effect of the G allele in this SNP
in MM development. Further, this
polymorphism is significantly associated
with MM development in a group of
obese MM patients. Indeed, the number
of cancer cases caused by obesity is
estimated to be 20% with increased
risk of malignancies influenced by diet,
weight change and body fat distribution
together with physical activity [42].
Insulin-like growth factor | (IGF-I)
produced in adipose tissue induces
synthesis of HIF-1a [43], which together
with VEGF leads to neovascularization
and metastases, as was shown in a colon
cancer model [44]. Interestingly, body
build or nutritional status may be also
involved in the development of MM by
various mechanisms that still need to be
elucidated [45-54].

In the second part of our study,
we focused on polymorphisms in
MRP1 (R723Q, rs4148356), a gene for
multiple drug resistance protein, and
MDRT1 (3435C > T, rs1045642; 2677G > W,
rs2032582 and 1236C > T, rs1128503)
encoding P-glycoprotein. There was no
significant association between SNP in
MRP1 and patients outcome, which is
in discordance with other observations
that showed significant association
with SNP in MRP1 (rs4148356) and time
to event in 279 patients with relapsed
and/or refractory disease treated with
bortezomib or bortezomib with pegyl-
ated liposomal doxorubicin. In this
study, patients with GG genotype had
better TTP (median 330 vs. 129 days;
p =0.0008), PFS (median 338 vs. 129 days;
p = 0.0006) and OS (p = 0.0045) [55].
Nevertheless, we observed a significant
association of patients outcome with
MDR1 haplotypes — TGT/CGT vs. “other’,
“at least one CWC" vs. “none CWC”"
“atleastoneTGT"vs.”"noneTGT"evaluated
separately in the category of newly
diagnosed MM (n = 47) and relapsed
MM (n = 63). The “at least one CWC”
compared to “none CWC” haplotype also
showed significantly better 2-year TTP
and PFS and is associated with lower
level of calcium in relapsed MM patients.
For newly diagnosed MM patients,
“at least one TGT” compared with “none
TGT” haplotype was associated with

significantly worse 2-year TPP and PFS
and D-S stadium. Moreover, “at least
one TGT” haplotype compared to “none
TGT"haplotype is associated with higher
level of creatinine, B2 microglobulin and
cytological percentage of BM infiltration
by pathological PCs in relapsed MM
patients, but was not associated with
significantly worse 2-year patients
outcome.

In a previous study of 115 MM patients
treated with DAV (dexamethasone,
doxorubicin (adryamicin) and vincrist-
ine) regimen followed by autologous
transplantation, patients with CT and
TT genotypes in MDRT (rs1045642)
achieved longer OS in comparison
with those with CC genotype (T allele
carriers would show longer OS) [56].
Subsequently, the study of the most
frequent haplo/diplotypes in MDR1
(rs1045642, rs2032582) in 110 MM
patients treated with DAV regimen,
followed by autologous stem cell
transplantation, showed that survival
probability was lower for GC/GC
patients (55%) than for GC/TT and TT/TT
carriers [57]. In contrast to these studies,
Jamroziak et al. found comparable
allele and genotype frequencies among
111 MM patients and 96 controls [58].
Moreover, patients and control groups
did not differ regarding MDR1 haplo-
type distribution (rs1045642, rs2032582
and rs1128503), and their results do
not support major influence of MDR1
variants on the risk of MM in Caucasians.
Thus, functional importance of SNPs in
MDR1 is controversial as the association
between a polymorphism (rs1045642) in
MDR1 and effect of treatment showed
contradictory results so far [56-61].

Taken together, we aimed to evaluate
3 SNPs associated with hypoxia in HIF-Ta
(rs11549467, rs2057482) and HIF-18
genes (rs2228099) and 4 SNPs associated
with multidrug resistance in MDR1 gene
(rs1045642, rs2032582 and rs1128503)
and MRP1 gene (rs4148356) in MGUS and
MM patients. Although our results show
promising associations, further studies
are needed to confirm the usefulness of
these polymorphisms in risk prediction
of MG and/or outcomes of MM patients
that underwent bortezomib-based
treatment.
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KAZUISTIKA

Resekce sarkomu dutiny bfisni, panve

a retroperitonea

Resection of Abdominal, Pelvic and Retroperitoneal Tumors

SimUnek R.2, Adamkova-Krakorova D.2, Sefr R.'3, Fait V.'3

'Oddéleni chirurgické onkologie, Masarykdv onkologicky Ustav, Brno
2Klinika komplexni onkologické péce, Masarykdv onkologicky Ustav, Brno
*Klinika opera¢ni onkologie, Masarykdv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Mezenchymalni malignity jsou relativné vzacnym typem nadord, které maji specifické
chovani. Nedilnou soucasti terapie téchto nadord je chirurgické feseni, které v nékterych pfripa-
dech nelze standardizovat, fesenti je zvIasté pii intraperitonealnim a retroperitonedlnim umisténi
velmi ¢asto vysoce individudlni. Pfipad: Popisujeme dvé kazuistiky intraperitoneélnich a retrope-
ritoneélnich sarkomu lé¢enych v nasem komplexnim onkologickém centru. Prvni pacient, 36lety
muz s primdrné diagnostikovanym tumorem subrendlniho prostoru velikosti 95 x 90 x 140 mm,
v tésném kontaktu s dolni dutou Zilou a s pravou ledvinou, se samostatnym krevnim zasobenim
horniho pélu ledviny. Primédrné byl nddor hodnocen jako schwannom, pacient byl dosetien, re-
sekce probéhla se zachovanim pravé ledviny. Definitivni histologicky nélez byl ganglioneuroblas-
tom. Po resekci probéhla adjuvantni radioterapie na Ilizko tumoru. Pacient je rok po resekci bez
zndmek onemocnéni. Druhy pacient byl 52lety muz, s diagnézou liposarkomu retroperitonea
velikosti 50 x 36 x 15cm, po resekci vahy 14 kg. Pfi resekci bylo nutno odstranit levou ledvinu
a nadledvinu. Byla podédna adjuvantni chemoterapie IFO/ADM. Celkem 31 mésicd po primarni
resekci byla resekovéna lokalni recidiva v 1tzku tumoru a po dalsich 18 mésicich byl pacient opét
revidovan a byla odstranéna dalsi 3 lozZiska v retroperitoneu. Po dalsich 6 mésicich se objevil a byl
resekovan dalsi relaps v levém semenném provazci. Pacient je nyni 3 mésice bez zndmek relapsu.
Zdver: Terapie mékkotkanovych sarkomu vyzaduje komplexni pristup a lé¢bu, pokud mozno od
zacatku v komplexnim onkologickém centru. Nutnosti je vzdy predoperacni biopsie.

Klicova slova
sarkom - resekce

Summary

Background: Mesenchymal malignancies are relatively rare tumors with distinct behaviors that are
usually surgically removal. However, it is sometimes impossible to perform such surgery according
to standardized procedures. In particular, surgical removal of intraperitoneal and retroperitoneal
tumors differs among individuals. Case reports: We present two cases with intra-abdominal and
retroperitoneal sarcomas who were treated at our comprehensive oncology center. The first patient
was a 36-year-old male who was initially diagnosed with a tumor in the subrenal space that measu-
red 95 x 90 X 140 mm, contacted the inferior vena cava and right kidney, and had the same blood
supply as the upper pole of the right kidney. Primary histological analysis indicated that the tumor
was a schwannoma. After further examinations, the tumor was removed and the right kidney was
preserved. A ganglioneuroblastoma was diagnosed based on definitive histological analysis. Ad-
juvant radiotherapy was administered to the tumor bed. The patient is disease-free at 1 year after
resection. The second patient was a 52-year-old male who was diagnosed with a liposarcoma in the
retroperitoneal space that measured 50 x 36 x 15cm and weighed 14 kg upon resection. Resection
involved left-side nephrectomy and adrenalectomy. Adjuvant chemotherapy with IFO/ADM was
administered. A recurrence in the tumor bed was resected 31 months after the primary resection.
Three new foci appeared in the retroperitoneal space after another 18 months and were removed.
Another recurrence in the left funiculus was removed after a further 6 months. The patient has been
disease-free for 3 months. Conclusions: Treatment of soft tissue sarcoma is complex and should be
performed at a comprehensive oncology center if possible. Preoperative biopsy is essential.

Key words
sarcoma - surgical procedures
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Uvod
Sarkomy jsou v ramci malignit v CR
vzacna onemocnéni, predstavuji 0,78 %
ze vsech zhoubnych néadord. Ro¢ni in-
cidence tohoto onemocnéni je 4-5 pa-
cientd na 100 000 obyvatel. Z vysledk
Nérodniho onkologického registru (NOR)
vyplyva, Ze pacienti s nové diagnostiko-
vanym sarkomem jsou primarné opero-
vani na pracovistich komplexnich onko-
logickych center (KOC) pouze v 53,9 %.
Sarkomy jsou znacné heterogenni
skupinou nadord, u kterych je ve vétsiné
piipad radikalni chirurgické feseni me-
todou prvni volby, kdy je sarkom reseko-
van s bezpecnostnim lemem do zdravé
tkané [1]. Sarkomy byvaji ¢asto ohrani-
¢eny pseudopouzdrem, které je tvofeno
odtla¢enou vazivovou tkani. V okoli to-
hoto pseudopouzdra pak mizeme na-
[ézt satelitni loZiska. Indikovana je Sirokd
excize, v idedInim pfipadé odstranéni
celého kompartmentu. Existence satelit-
nich lozisek v okoli pseudopouzdra sar-
komu zavisi rovnéz na histologické po-
vaze nadoru. U nizce malignich nador(
byva indikovdno odstranéni tumoru
s neporusenym pseudopouzdrem. Tento
postup ale neni dostate¢ny u agresiv-
nich (high-grade) nadorG. Zde nemusi
byt bezpecny ani lem 1cm ,makrosko-
picky zdravé” tukové tkané [2].

L | SUEEENI

Obr. 1. CT snimky pacienta s primarné
diagnostikovanym ganglioneuroblas-
tomem retroperitonea vpravo. Pacient
podstoupil nejprve biopsii z retroperito-
nedlniho tumoru a nasledné dle vysledku
histologie byla indikovana chirurgicka
resekce.

Dal$im problémem, ktery u pacient
se sarkomy pozorujeme, je vyskyt skip
lozZisek. Jsou to mikroskopicka ¢i mak-
roskopickad loziska, ktera nachazime ve
stejném ¢i protilehlém kompartmentu.
Typickym piikladem je nalez recidivy pe-
rirendlniho liposarkomu u kontralate-
raIni ledviny.

DosazZeni dostate¢ného bezpecnost-
niho lemu je v retroperitoneu mnohdy
technicky néaro¢né dodrzet vhledem
k casté lokalizaci nddorG u magistrél-
nich cév a dalsich organt, coz mize Ustit
v R1, v horSim pfipadé R2 resekce.

Je tfeba zminit vyjimky, kdy je pri-
marné indikovand nechirurgicka lécba.
Sem patfi predevsim Ewingdv sarkom
a rabdomyosarkom, kdy je primarné in-
dikovana indukéni chemoterapie.

Velmi castym problémem v 1écbé
sarkom( dutiny bfisni, panve a retr-
operitonea je jejich relativné pozdni
diagnostika. To pfirozené nastava v dd-
sledku ¢asté neptitomnosti klinickych
pfiznakd u pacient(l s timto onemoc-
nénim. Sarkomy byvaji mnohdy dia-
gnostikovany az ve zna¢né pokroci-
Iém stadiu onemocnéni ¢i az dosahnou
enormnich rozméra [3].

V Masarykové onkologickém ustavu
(MOU) jsme mnohdy nuceni do rere-
sekci recidiv sarkomU po predchozich

onkologicky neradikalnich resekcich,
které velmi casto probéhly bez pred-
chozi histologické verifikace. Tyto rere-
sekce jsou technicky mozné, ale velmi
naroc¢né kvali neprehlednosti operac-
niho pole po predchozi revizi a castému
prorlstani do okolnich orgédnt. Dosa-
zeni RO resekce je pak slozitéjsi, coz ma
pro dalsi osud pacienta zcela zésadni vy-
znam [4,5]. Pfesto i opakované resekce
sarkomU jsou technicky mozné, pokud
to dovoluje lokalizace recidivy a klinicky
stav pacienta. Jsou pacienti, ktefi z opa-
kovanych chirurgickych intervenci jed-
noznacné profituji. Pacient(, kterym byl
na jiném pracovisti diagnostikovan sar-
kom a ktefi byli nasledné odeslani k pri-
marnimu fedeni do MOU, je mensina. P¥i-
tom pravé tito pacienti nejvice profituji
ze spravné vedené lécby.

Kazuistika 1

Pacient (36 let) se dostavil na chirurgic-
kou ambulanci spadové nemocnice pro
bolesti v bederni krajiné. Po klinickém
vysetieni bylo doplnéno ultrazvukové
vysetfeni bficha, kde byla popséna ex-
panze 9 X 10cm v pravém subrenalnim
prostoru. Na zékladé ultrazvukového na-
lezu bylo doplnéno CT (obr. 1). Zde byl
nalezen tumor pravého retroperitonea
mezi ledvinou, patefi a doIni dutou zilou

Obr. 2. Peroperacni nalez u pacienta s ganglioneuroblastomem retroperitonea.
Na snimku je patrna lokalizace tumoru za pravou ledvinou, medidlni porce nddoru zasahuje
za zadnfi sténu dolni duté zily v celém jejim infrarendInim prabéhu, je vypreparovany abe-
rantni cévni svazek k dolnfmu polu pravé ledviny, ktery je ulozen prekavalné (na snimku ozna-
¢eny Zlutou Sipkou).

Klin Onkol 2018; 31(3): 230-234

231




RESEKCE SARKOMU DUTINY BRISNI, PANVE A RETROPERITONEA

s rozméry 95 x 90 x 140 mm. Nador na-
Iéhal na dolni dutou zilu, splyval s mucu-
lus psoas maior a byl v tésném kontaktu
s pravou ledvinou. S témito vysledky byl
pacient odeslan na konzilidrni ambu-
lanci MOU. Pipad byl probran v komisi
pro mékkotkanové sarkomy. Bylo do-
plnéno CT mediastina a plic, kde nebyl
shledan patologicky nélez, a provedena
histologicka verifikace, kterd probéhla
cestou punkéni biopsie pod CT kon-
trolou s vysledkem schwannom. Byla
indikovéna chirurgicka revize, pfed niz
byla doplnéna funk¢ni scintigrafie led-
vin (FSL) a MRI vysetrfeni distalni hrudnfi
a bederni patefe k vylouceni dalsich, byt
i drobnych schwannomu. Na FSL byla
funkce ledvin v normé, podil na celkové
funkci byl 51 : 49 % ve prospéch levé led-
viny. Na MRI vysetfeni nebyla popsana
zadna dalsi tumordzni rezistence para-
vertebralné, samotny tumor pak byl lo-
kalizovédn v retroperitoneu preverte-
brélné, retrokavalné vpravo od Th12 po
L4 s mensi porci nddoru jdouci retroaor-
talné tésné pod odstupem rendlnich cév.
Pfi samotné operaci byla nejprve od tu-
moru odpreparovana prava ledvina.
Ledvina méla aberantni cévni zasobeni
dolniho pélu, cévni svazek byl lokalizo-
van prekavalné. Arteria renalis pak méla
zvykly retrokavalni prdbéh (obr. 2, 3).
Nasledné byl resekovén tumor se zacho-
vanim pravé ledviny, vena cava inferior
byla v celém infrarendinim prabéhu od-
preparovana od tumoru, byly pferuseny
pfimé spojky jdouci z tumoru do zadni
stény dolni duté zily a kompletné zre-
sekovan retroaortalni vybézek nadoru
(obr. 4). V dorzalni ¢asti nador denné
adheroval k druhému a tfetimu beder-
nimu obratli. Definitivni histologie po-
tvrdila ganglioneuroblastom. Vzhle-
dem k tésnym okrajim resekétu v jeho
dorzalni ¢asti u tél L2 a L3 byla indiko-
vana pooperacni radioterapie na riziko-
vou oblast lGzka po resekci nadoru. Na-
sledné je pacient dispenzarizovan. Na
poslednim CT, které probéhlo rok od
operace, je pacient bez zndmek recidivy
onemocnéni.

Kazuistika 2

Pacient (52 let) se dostavil na chirurgic-
kou ambulanci sektorové nemocnice
pro bolesti bficha, zvySenou plynatost

zek arteria renalis jdouci retrokavalné (zelena Sipka), rovnéz i aberantni cévni svazek pro
dolni pol ledviny jdouci prekavalné (modra Sipka). Samotny tumor se zatim nachazi ve
své medialni porci za dolni dutou Zilou (¢erna Sipka). Ureter je oznaceny Zlutou Sipkou.

e
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Obr. 4. Stav po resekci tumoru se zachovanim pravé ledviny, vena cava inferior byla v
celém infrarenalnim pribéhu odpreparovana od tumoru, byly preruseny pfimé spojky
jdouci ztumoru do zadni stény dolni duté Zily a zresekovana retroaortalni porce nadoru.

a zvétsovani obvodu bficha. Uz pfi kli-
nickém vysetfeni byla hmatna masivni
tumoroézni rezistence. Bylo doplnéno
akutné CT vysetieni bficha (obr. 5). Zde
byla popsana enormni tumordzni rezi-

stence 30 x 40 x 15cm vypliujici kom-
pletné levé retroperitoneum, levou &ast
peritonedlni dutiny a pravy podbfisek,
infiltrujici levou ledvinu. Levé4 nadled-
vina byla do tumoru zavzata ¢aste¢né
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Obr. 5. CT snimky pacienta s enormnim li-
posarkomem retroperitonea.

a levé polovina tlustého stfeva byla od-
tla¢ena ventralné. Pacient byl odeslan na
konzilidrni ambulanci MOU.

Ptipad byl probran na komisi pro mék-
kotkanové sarkomy. Byla doplnéna biop-
sie pod CT kontrolou a doplnéno CT me-
diastina a plic. Nalez na CT plic byl ne-
gativni, vysledek histologie z punkéni
biopsie byl liposarkom retroperito-
nea. Bylo doplnéno FSL, kde leva led-
vina byla hypofunkéni, podil na celkové
funkci byl 77 : 23 % ve prospéch pravé

Obr. 6. Peroperacni nalez po provedeni laparotomie.

ledviny. Nador se i pfes svou enormni
velikost nejevil inoperabilni, bylo indi-
kovano chirurgické reseni. Nador byl re-
sekovan in toto s levostrannou nefrek-
tomii a adrenalektomii, levd polovina
tlustého streva v¢. jeho cévniho za-
sobeni nebyla nddorem infiltrovana
a bylo ji mozné od nadoru odpreparovat
(obr. 6, 7). Celkové rozméry nadoru byly
50 x 36 x 15cm a nador vazil 14 kg. Cely
nador byl kryt neporusenym jemnym
vazivovym pouzdrem, histologie potvr-
dila pavodni diagnézu G2 liposarkomu
retroperitonea.

Na casném kontrolnim CT vysetfeni
bficha byl nalez suspektni recidivy one-
mocnéni, pro které byla indikovana pa-
liativni chemoterapie rezimem IFO/ADM
(ifosfamid s doxorubicinem). Poopera¢ni
radioterapie nebyla indikovéna vzhle-
dem k enormnimu rozsahu ozafovaného
pooperacniho pole a mozné lézi klicek
tenkého stfeva. Déle probihaly pravi-
delné kontroly. Po 31 mésicich od ope-
race byla na kontrolnim CT vy3etfeni na-
lezena recidiva onemocnéni v 10zku po
nefrektomii velikosti 16 x 12 x 18cm.
Doplniujici CT mediastina a plic bylo bez
znamek recidivy onemocnéni. Byla indi-
kovana operacni revize.

P¥i revizi byla resekovana recidiva sar-
komu v retroperitoneu vlevo a zreseko-
vany 4 dalsi drobné satelity, které ne-

Obr. 7. Preruseni cévniho svazku levé ledviny staplerem.

byly na CT patrné. Viechny tumory byly
kryty jemnym neporusenym pseudo-
pouzdrem a vysledna histologie potvr-
dila pfedchozi diagnézu G2 liposarkomu
retroperitonea. Dals$i chemoterapie ne-
byla indikovana.

Celkem 18 mésicl od této operace
byla na CT bficha nalezena dalsi reci-
diva. Po vylouceni diseminace onemoc-
néni do plic byla resekovana tfi nova lo-
ziska liposarkomu. Jedna porce nadoru
byla v oblasti Treitzova vazu, dalsi v ob-
lasti musculus psoas maior vlevo a dalsi
ve vstupu do tfiselného kandlu. Vy-
sledna histologie byla identicka s pred-
chozimi - G2 liposarkom retroperitonea,
nador byl kryt neporusenym pouzdrem,
resekce byla stejné jako vsechny pied-
chozi RO. Pooperaéni chemoterapie ne-
byla indikovana.

A konecné 6 mésicll od posledni ope-
race byla na CT zjisténa dalsi recidiva
v oblasti semenného provazce vlevo. Po
vylouceni diseminace do plic byla zre-
sekovéana recidiva onemocnéni a ode-
bréna diagnosticka excize z okolni,mak-
roskopicky zdravé” tukové tkdné. Obé
vysledné histologie prokazuji G2 lipo-
sarkom retroperitonea. Déle bylo indi-
kovéano sledovani pacienta. Na ¢asném
CT 3 mésice od posledni operace ne-
jsou znamky CT verifikovatelné recidivy
onemocnéni.
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Diskuze

V péci o pacienty s histologicky verifiko-
vanym sarkomem ¢i u pacientd, u kterych
bylo vysloveno podezieni na toto one-
mocnéni, je pro pacienta zcela zasadni
multioborova spoluprace. Vzhledem ke
komplexnosti problematiky a raritnimu
vyskytu tohoto onemocnéni je nutné
|écbu téchto pacientd soustredit v on-
kologickych centrech. Jen tak je mozné
zlep3eni prognézy téchto pacientd. MOU
ma status sarkomového centra pfi EORTC
(European Organisation for Research and
Treatment of Cancer).

Kazdy pacient s diagnostikovanym
sarkomem ¢i jeho recidivou by mél byt
projednan specializovanou komisi, jeji-
miz ¢leny jsou chirurg znaly problema-
tiky tohoto onemocnéni, klinicky onko-
log, patolog, radioterapeut, radiolog,
hrudni chirurg, ortoped a Iékafi dalsich
specializaci v souvislosti s lokalizaci tu-
moru, v neposledni fadé i psycholog.

Je nutné opakované zdUraznit, ze
u kazdé tumordzni léze nejasné etiolo-
gie je primarné indikovéana biopsie k his-
tologické verifikaci, pokud je technicky
mozna. Presnéji je biopsie indikovana
u kazdé povrchové léze vétsi nez 5cm
a u hluboce ulozené |éze jakékoliv ve-
likosti, tedy u vSech nitrobfiSnich mas.
Najdou se i zcela vyjimecné piipady, pfi
kterych je biopsie retroperitonedlniho
tumoru kontraindikovéana. Jako pfiklad
uvadime pacientku, kterd byla do na-
$eho Ustavu odeslana k operaci pro cys-
ticky tumor retroperitonea. Pomoci ne-
invazivnich metod jsme u pacientky
diagnostikovali rozsdhlou echinokoko-
vou retroperitonedlni cystu a pacientku
pfedali do péce infekcionisty. Proto je
velmi vhodné pfedat pacienta s nové
diagnostikovanou lézi nejasné etiologie,
kde bylo vysloveno podezieni na sar-
kom (at uz se nachazi na koncetinach,
v retroperitoneu, v panvi, hrudniku ci
na krku), na specializované pracovisté,
kde maji s diagnostikou a Ié¢bou této ra-
ritni diagnézy v rdmci nasi malé zemé co
mozna nejvétsi zkusenosti.

I samotna histologickd verifikace
s sebou nese riziko moznych kompli-
kaci. Rozsah téchto komplikaci, zplsob
jejich feseni a jejich nasledné ovlivnéni
|é¢by pacienta pfesahuje rdmec tohoto
sdéleni.

Nebyla-li patologickd diagnéza sta-
novena v ramci nékterého z KOC, pak je
vhodné pozadovat druhé ¢teni histologie
patologem specializujicim se na sarkomy.

AzZ na vyjimky je v 1é¢bé mékkotkano-
vych sarkom radikalni chirurgické fe-
Seni l1é¢bou prvni volby, jde o jedinou
metodu s kurativnim potencidlem. Na-
prosto zasadni je pro pacienta dosazeni
RO resekce. Vykony v dutiné bfisni a re-
troperitoneu si ¢asto vyzaduji kooperaci
chirurga, cévniho chirurga, gynekologa
a urologa. V nékterych pfipadech, které
vychdzeji z velikosti tumoru, jeho lokali-
zace a histologie, je pfed samotné ope-
racni feseni predfazena neadjuvantni
chemoterapie ¢i radioterapie [6]. Cilem
je dosazeni bezpeéné RO resekce. Casto
jsou vsak sarkomy verifikovany, az do-
sdhnou extrémni velikosti’/hmotnosti. Je-
jich odstranéni pak vyzaduje slozité mul-
tivisceralni resekce, jejichz rozsah je dan
velikosti tumoru a predevsim jeho loka-
lizaci. Dosazeni RO resekce je mnohdy
technicky zna¢né problematické vzhle-
dem k tésnému kontaktu s magistralnimi
cévami a nervovymi plexy [7]. Po prove-
dené resekci zstava v dutiné bfisni a re-
troperitoneu resekéni plocha enormnich
rozméry, ze které hrozi pooperacni krva-
ceni. Jednd se o néro¢né zdkroky, které
i pres pokroky v perioperacni péci zlsta-
vaji zatizeny vy3si morbiditou a mortali-
tou, nejcastéji v disledku krvaceni, sepse
az multiorgdnového selhani.V sirsich sou-
vislostech pak mohou vy33i krevni ztraty
negativné ovlivnit i samotnou prognézu
zhoubného onemocnéni. Maji i nega-
tivni ekonomické dopady v¢. prodlou-
Zeni doby hospitalizace. Pro minimalizaci
rizika peroperacniho a pooperacniho kr-
vaceni pouzivame kombinace pfistrojl
a technik umoznujici dosazeni co nej-
lepsi hemostazy. Standardné pouzivdme
na kryti resekéni plochy hemostyptika
na bazi oxidované celulézy. Nejcastéjsim
ndmi pouzivanym hemostyptikem v této
indikaci je Traumacel FAM vzhledem
k jeho ovéfenym ucinkiim, biologickym
vlastnostem, snadné dostupnosti v rliz-
nych velikostech i ekonomické vyhod-
nosti ve srovnani s dalsimi materialy.

Zaveér
Jedna se o raritni onemocnéni, které ale
v posledni dobé vykazuje stoupajici in-

cidenci. Dilem je to v dasledku vyskytu
sekundarnich poradia¢nich sarkomu
u pacient, ktefi v minulosti prodé-
lali radioterapii pro jiné nddorové one-
mocnéni. Tento narlst vedl jiz v minu-
losti ke zméné ozafovacich technik.
V [é¢bé sarkom( stale nardzime na pfi-
pady, kdy bylo primdarné pfistoupeno
k chirurgické resekci nddoru bez pred-
chozi histologické verifikace ¢i fddného
dalsiho dosetfeni. Vysledkem jsou pak
mnohdy neradikélIni resekce R1 v lep-
sim pfipadé ¢i v horsim R2. Tito pacienti
pak byvaji predavani do onkologickych
center k dal3i terapii, kterd je pak zna¢né
problematicka. Pravé primarni radikalni
resekce RO po predchozi histologické
verifikaci je pro osud pacient( zcela z&-
sadni. Nékdy je technicky mozna RO re-
resekce, jindy pak pristupujeme az k re-
sekci recidivy. Nej¢astéjsim limitujicim
faktorem pfi operacich sarkoml dutiny
bfisni, panve a retroperitonea je tésna
afinita ¢i prorUstani tumoru do okolnich
organt ¢i magistralnich cév. Vzhledem
k rarité tohoto onemocnéni je vhodné
pfedat pacienty se sarkomy do nékolika
malo center v nasi republice specializu-
jicich se na lécbu sarkom, ktera se nyni
ustanovuji.
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Cancer Immunotherapy Efficacy and Patients’ Sex: A Systematic Review and Meta-analysis

Conforti F, Pala L, BagnardiV et al. r
Lancet Oncol 2018. pii: S1470-2045(18)30261-4. doi: 10.1016/S1470-2045(18)30261-4. EE::

Navzdory uznavanému dimorfizmu pohlavi, je mélo dostupnych dat tykajicich se odpovédi imunitniho systému a ucinnosti check-
point inhibitord u muz{ a Zzen. V této analyze autofi publikuji systematicky prehled hodnoceni heterogenity efektu téchto inhibitorG
mezi jednotlivymi pohlavimi, ktery byl ziskan prohleddvanim databazi PubMed, MEDLINE, Embase a Scopus do 30. listopadu 2017.
Byly analyzovany randomizované kontrolované studie inhibitorl kontrolniho bodu (inhibitory PD-1, CTLA-4 nebo oboji), které mély
dostupné tdaje poméru rizik (hazard ratio - HR) pro umrti podle pohlavi pacienta. Soucasné byla vyhodnocena i abstrakta a prezen-
tace ze vsech vyznamnych konferenci, vyfazeny byly nerandomizované studie. Primédrnim cilovym ukazatelem bylo vyhodnoceni roz-
dilu v ucinnosti checkpoint inhibitorl mezi muzi a zenami. Ze 7 133 studii bylo 20 zpUsobilych randomizovanych kontrolovanych
studii s léky ipilimumab, tremelimumab, nivolumab nebo pembrolizumab, které uvadély celkové preziti (overall survival — OS) podle
pohlavi pacienta. Celkové bylo do analyzy zahrnuto 11 351 pacientl s pokrocilym nebo metastatickym karcinomem (7 646 (67 %)
muzl a 3 705 (33 %) zen). Nejcastéjsimi typy onemocnéni byly melanom (3 632 (32 %)) a nemalobunécny karcinom plic (non-small-
-cell lung cancer — NSCLC) (3 482 (31 %)). HR pro souhrnnou celkovou dobu preZiti byl 0,75 (95% Cl 0,65-0,79) u muzskych pacientt
[é¢enych checkpoint inhibitory ve srovnani s muzi lé¢enymi v kontrolnich skupindch. U Zen byl HR OS ve srovndni s kontrolnimi
skupinami 0,86 (95% Cl 0,79-0,93). Rozdil v Ucinnosti mezi muzi a Zenami lécenymi checkpoint inhibitory byl statisticky vyznamny
(p =0,0019). Inhibitory kontrolnich bodd mohou zlepsit OS u pacientd s pokrocilym onkologickym onemocnénim, jako je melanom
aNSCLC, ale zd4 se, Ze velikost pfinosu zavisi na pohlavi. Analyza zjistila jesté dalsi skutecnost, a to je pomérné maly pocet Zen zafaze-
nych do studii s témito Iéky, které tvofi asi 1/3 ze viech zafazenych nemocnych. Budouci vyzkum by mél vést k vétdimu zapojeni zen
do studii a soustfedit se na zlep3eni Uc¢innosti imunoterapie u Zen zkoumanim rdznych imunoterapeutickych pfistupl u obou pohlavi.

e

Adjuvant Pembrolizumab versus Placebo in Resected Stage lll Melanoma

Eggermont AM, Blank CU, Mandala M et al. —E_‘
N Engl J Med 2018;378(19): 1789-1801. doi: 10.1056/NEJMoa1802357. E

Pembrolizumab prodluzuje pieziti bez progrese a celkové preziti u pacientli s pokrocilym malignim melanomem. V této dvojité zasle-
pené studii faze Il byl hodnocen efekt pembrolizumabu jako adjuvantni |é¢by u pacientl s resekabilnim vysoce rizikovym melano-
mem stadia lll. Pacienti s kompletné resekovanym melanomem stadia lll byli randomizovéni do ramene s podénim 200 mg pembroli-
zumabu (514 pacient(l) nebo placeba (505 pacientd) intravendzné kazdé 3 tydny celkem 18 davek (pfiblizné 1 rok) nebo do progrese
¢i nepfijatelné toxicity. Pfi medidanu sledovani 15 mésicl byl pembrolizumab spojen se signifikantné delsim prezivanim bez zndmek
recidivy nez placebo (1letd mira preziti bez recidivy 75,4 % (95% Cl 71,3-78,9) vs. 61,0 % (95% Cl 56,5-65,1; p < 0,001). U PD-L1-pozi-
tivnich nadorl bylo preziti bez znamek recidivy také vyssi ve skupiné s pembrolizumabem proti placebu (1letd mira preziti bez reci-
divy 77,1 % (95% Cl 72,7-80,9) ve skupiné s pembrolizumabem a 62,6 % (95% Cl 57,7-67,0) (p < 0,001) ve skupiné s placebem. Neza-
douci Ucinky stupnd 3-5, byly hlaseny u 14,7 % pacient( ve skupiné s pembrolizumabem a u 3,4 % pacient(l ve skupiné s placebem.
U skupiny s pembrolizumabem bylo zaznamenano jedno umrti souvisejici s 1é¢bou v disledku myozitidy. U pacientl s vysoce riziko-
vym melanomem prokézal pembrolizumab v adjuvantnim podani delsi preziti bez znamek recidivy proti placebu.

Postoperative Concurrent Chemoradiotherapy Versus Postoperative Radiotherapy
in High-risk Cutaneous Squamous Cell Carcinoma of the Head and Neck:
The Randomized Phase 11l TROG 05.01 Trial

Porceddu SV, Bressel M, Poulsen MG et al.
JClin Oncol 2018; 36(13): 1275-1283. doi: 10.1200/JCO.2017.77.0941.

Cilem analyzy bylo zjistit, zda pridani soubézné chemoterapie k pooperacni radioterapii zlepSilo lokoregiondlni kontrolu
u pacientu s vysoce rizikovym skvamdznim karcinomem hlavy a krku. Do studie byly randomizovani pacienti po kurativnim
zakroku a nasledné radioterapii v ddvce mezi 60 az 66 Gy (6-6,5 tydne) s nebo bez tydenniho podani karboplatiny (AUC 2).
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Celkem 310 pacientl bylo léceno radioterapii z toho pouze radioterapii 157, kombinaci s chemoterapii 153 nemocnych. Median
sledovani byl 60 mésict. Mira lokoregionalnich relapst ve 2 a 5 letech byla 88 % (95% CI 83-93) a 83 % (95% Cl 77-90) pro pacienty
s radioterapii a 89 % (95% Cl 84-94) a 87 % (95% CI 81-93; HR 0,84; 95% Cl 0,46-1,55; p = 0,58) u pacientl |é¢enych i chemotera-
pii. Nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily v ¢asu do progrese a celkovém preZiti. Lé¢ba byla dobfe tolerovana v obou ramenech,
bez pozorovaného zvyseni toxicity radioterapie s karboplatinou. Zavérem autofi uvadi, Ze nebyl pozorovan zadny pfinos pfidanim
tydenni karboplatiny k radioterapii u pacientl po chirurgickém vykonu pro vysoce rizikovy spinocelularni karcinom hlavy a krku.

Chemohormonal Therapy in Metastatic Hormone-sensitive Prostate Cancer: Long-term
Survival Analysis of the Randomized Phase Il E3805 CHAARTED Trial

Kyriakopoulos CE, Chen YH, Carducci MA et al.
J Clin Oncol 2018; 36(11): 1080-1087. doi: 10.1200/JC0.2017.75.3657.

Docetaxel ptidany k androgen deprivacni 1é¢bé (androgen deprivation therapy — ADT) vyznamné prodluzuje celkové preziti
(overall survival — OS) nékterych pacientl s metastatickym hormondlné citlivym karcinomem prostaty. V této analyze jsou hod-
noceny vysledky studie CHAARTED, zaméfené na objem vlastniho nadoru. Ve studii bylo analyzovano 790 pacient( s metastazu-
jicim hormonalné senzitivnim karcinomem prostaty a randomizovano k [é¢bé ADT v kombinaci s docetaxelem 75 mg/m? do 3esti
cykld nebo k samotnému podani ADT. Primarnim cilem studie bylo OS. Primérna doba OS byla 57,7 mésice pro rameno chemo-
hormonalni terapie oproti 47,2 mésici pro samotnou ADT (HR 0,72; 95% Cl 0,59-0,89; p = 0,0018). U pacientl s vysokym obje-
mem onemocnéni (n = 513) byl median OS 51,2 mésice s chemohormonalni terapii oproti 34,4 mésici s ADT samotnou (HR 0,63;
95% Cl 0,50-0,79; p < 0,001). U osob s malym objemem onemocnéni (n = 277) nebyl pozorovan zadny pfinos v OS (HR 1,04; 95%
Cl 0,70-1,55; p = 0,86). Zavérem lze tedy fici, Ze klinicky pfinos chemohormonalni l1é¢by pfi prodlouzeni OS byl potvrzen
u pacientl s velkym objemem onemocnéni, u pacienti s malym objemem onemocnéni viak Zadny piinos v OS nebyl zjistén.

PERSEPHONE: 6 Versus 12 Months (m) of Adjuvant Trastuzumab in Patients (pts)
with HER2 Positive (+) Early Breast Cancer (EBC): Randomised Phase 3 Non-inferiority Trial
with Definitive 4-year (yr) Disease-free Survival (DFS) Results

Earl HM, Hiller L, Vallier AL et al.
JClin Oncol 2018; 36 (Suppl): abstr. 506.

¥

Adjuvantni podani trastuzumabu prokdazalo efekt u pacientek s ¢asnym HER2 pozitivnim karcinomem prsu, podavani v délce
12 mésicli viak bylo empiricky pfijato z klicovych registracnich studii. Kratsi doba podavani by mohla snizit toxicitu a naklady
a zaroven poskytnout podobnou Uc¢innost. PERSEPHONE je randomizovana studie faze lll porovnavajici 6- a 12mési¢ni podani tra-
stuzumabu u pacientek s HER2 pozitivnim ¢asnym karcinomem prsu testujici non-inferioritu 6mési¢niho podani, do niz bylo ran-
domizovano 4 089 nemocnych v obdobi fijen 2007 az cervenec 2015. ER pozitivnich bylo 69 % pacientek, chemoterapii na bazi
antracyklin(i bylo [é¢eno 41 %, kombinaci Iécby antracyklin a taxan 49 %, 10 % pacientek dostavalo chemoterapii na bazi taxan(,
adjuvantni chemoterapii absolvovalo celkem 85 % nemocnych a sekvenéni trastuzumab 54 %. P¥i medidnu sledovani 4,9 roku
bylo zaznamenéno 319 (8 %) umrti a 500 (12 %) recidiv. Pfi 4letém DFS ve vysi 89 % (95% Cl 88-91) byl v obou ramenech limit
non-inferiority poméru rizika (hazard ratio - HR) nastaven na 1,29. Vypocet HR byl 1,05 (95% CI 0,88-1,25, 95. percentil = 1,22) de-
monstrujici non-inferioritu (HR < 1,29) 6mésicniho podani trastuzumabu (p = 0,01). Pocet srdecnich piihod byl snizen pfi 6mési¢-
nim podavani (4 vs. 8 % pfi 12mésicni aplikaci; p < 0,0001). Studie PERSEPHONE prokazala, Zze 6 mésicl podani trastuzumabu je
non-inferiornich vici 12mésicni aplikaci. Tyto vysledky tak podporuji moznost snizeni standardniho trvani [é¢by adjuvantnim tra-
stuzumabem na dobu 6 mésic.

Cldnky vybrala a komentovala
MUDr. Jana Haldmkovd, Ph.D.
Klinika komplexni onkologické péce, Masarykuv onkologicky tstav, Brno
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pro pacienty
s HER2+ ¢asnym karcinomem prsut

JEDNA SANCE. VASE VOLBA.

\ JEJI BUDOUCNOST.

HERCEPTIN® 150 mg Zakladni informace o pFipravku

Ucinna latka: trastuzumabum. DrZitel registracniho rozhodnuti: Roche Registration GmbH, Grenzach-Wyhlen Némecko. Registracni ¢islo: EU/1/00/145/001.
Indikace: Lécba metastazujiciho karcinomu prsu u pacientek, jej nadory ve zvysené mire exprimuji HER2 (human epidermal receptor 2): a) v monoterapii
u pacientek, ktefi byli pro své metastazujici nddorové onemocnéni jiz l1é¢eni nejméné 2 chemoterapeutickymi rezimy; b) v kombinaci s paklitaxelem k 1écbé
pacientek, kteri nedostavali predchozi chemoterapii k Iécbé metastatického nadorového onemocnéni a pro néz lécba antracyklinem neni vhodna; ¢) v kombinaci
s docetaxelem k lécbé pacientek, ktefi nedostavali predchozi chemoterapii k lIé¢bé metastatického nadorového onemocnéni; d) v kombinaci s inhibitorem
aromatazy k 1é¢bé& postmenopauzalnich pacientek s metastatickym karcinomem prsu s pozitivitou hormondalnich receptorti, dosud nelééenych trastuzumabem.
Lécba pacientek s HER2 pozitivhim ¢asnym karcinomem prsu: a) po chirurgickém zakroku, chemoterapii (neoadjuvantni nebo adjuvantni) a radioterapii (pokud
je to relevantni); b) po adjuvantni chemoterapii s doxorubicinem a cyklofosfamidem v kombinaci s paklitaxelem nebo docetaxelem; c¢) v kombinaci s adjuvantni
chemoterapii obsahujici docetaxel a karboplatinu; d) v kombinaci s neoadjuvantni chemoterapii s naslednym podanim pripravku Herceptin v adjuvantni [é¢bé
pri lokalné pokrocilém onemocnéni nebo nadoru >2 cm v priméru. Herceptin v kombinaci s kapecitabinem nebo 5-fluorouracilem a cisplatinou je indikovan
k |é¢né nemocnych s HER2-pozitivhim metastazujicim adenokarcinomem zaludku nebo gastro-esofagedlniho spojeni, ktefi dosud nebyli Iéceni pro metastazuyu
onemocnéni. Kontraindikace: Pacienti se znamou preC|tI|veIost| na trastuzumab, mysi proteiny nebo na nékterou z pomocnych latek. Pacienti, ktefi z dGvodu
komplikaci spojenych s pokrocilym onkologickym onemocnénim trpi klidovou dudnosti nebo vyzaduji podplrnou kyslikovou terapii. Upozornéni: Stanoveni HER2
musi byt provedeno ve specializované laboratofi pfi zajisténi dostatecné validace testovacich postupd. Uziti samotného Herceptinu je spojeno s uréitym rizikem
kardiotoxicity, souc¢asné podévénl' pFl’pravku v kombinaci s antracykliny toto riziko zvysuje. U nemocnych, kterym byly antracykliny podévény v minulosti, je riziko
kardiotoxicity nizsi nez pri sou¢asném podavani. Bezpecnost pokradovani Ié¢by nebo opétovného zahajeni 1é¢by pFipravkem u pacientd s projevy kardiotoxicity
nebyla prospektivné hodnocena. Nicméné u vetsmy pacientt, u kterych doslo v pilotnich studiich s pfipravkem k rozvoji srdecniho selhani, se klinicky stav zlepsil
po podani standardni lé¢by. U vétsiny pacientl se srdecnimi priznaky a prokézanym prospéchem z 1é¢by se pokracovalo v tydenni terapn prlpravkem Herceptin
bez dalsich klinickych srdeé¢nich prihod. Téhotenstvi: Pokud pacientka otéhotni b&hem Ié¢by pripravkem Herceptin nebo bé&hem 7 mésict po podani posledni
davky, nahlaste prosim okamzité& téhotenstvi na kontakt Roche pro hla$eni nezadoucich Gcinkd czech_republic.pa_susar@roche.com ¢ na 602 298 181. V pribéhu
téhotenstvi, pfi kterém byl plod vystaven Gcinku Herceptinu a béhem prvniho roku Zivota kojence, budete pozadani o poskytnuti doplfiujicich informaci. To
umozni spolecnosti Roche Iépe porozumét bezpecnostnimu profilu Herceptinu a poskytnout prislusné informace regulacnim autoritam (SUKL), zdravotnickym
pracovnikiim a dal$im pacienttim. Klinicky vyznamné interakce: Studie Iékovych interakci u lidi nebyly s pfipravkem Herceptin provadény. Riziko vzniku interakci
se soucasné uzivanymi pripravky proto nemdze byt vylouceno. Hlavni klinicky vyznamné nezadouci Géinky pri Ié¢bé Herceptinem v monoterapii nebo v kombinaci
s paklitaxelem byly priznaky hlasené ve spojeni s podanim infuzi (obvykle po prvni infuzi pripravku) nasledujici - hlavné horecka a/nebo tresavka, méné cCasto
nauzea, zvraceni, bolest, ztuhlost, bolest hlavy, kasel, zavraté, vyrazka, astenie, dusnost; zfidka hypotenze, hypertenze, bronchospazmus, tachykardie, dechova
tisen, angioedém; alergické a hypersenzitivni reakce. Nékteré z téchto reakci mohou byt zavazné. DalSimi ¢etnéjsimi nezadoucimi Gc¢inky byly bolesti bficha,
astenie, bolest na hrudi, tfesavka, horecka, bolest hlavy, nespecifikovana bolest; prijem, nauzea, zvraceni; artralgie, myalgie, vyrézka, vypadavani vlast. Byly
zaznamenany izolované pripady zavaznych pllcnlch prihod, které v nékolika prlpadech vedly k imrti pacienta. Tyto prihody mohou byt soucastl reakci spojenych
s podanim infuze nebo kJechh vyskytu méze dojit pozd&ji po podani prlpravku U nemocnych Iecenych prlpravkem Herceptin byly zaznamenany nékteré projevy
srdecni toxicity jako snizeni ejekcni frakce a Prlznaky srdec¢niho selhani, napr. dusnost, ortopnoe, zvyseny kasel, plicni edém a treti srdecni ozva. Davkovani
a zptsob podani: Dle platného souhrnu Gidaju o pfipravku. Dostupna baleni pFipravku: Herceptin 150 mg, prééek pro koncentrat pro pripravu infuzniho roztoku
v injekeni lahviéce. Podminky uchovavani: Pri teploté 2 °C az 8 °C. Po rekonstituci se sterilni vodou na injekce je rekonstituovany roztok fyzikalné a chemicky
stabilni po dobu 48 hodin pri teyloté 2 °C az 8 °C. Datum posledni revize textu: 6. 4. 2018. Vydej lécivého pripravku je vazan na Iékarsky predpis. Lécivy
pripravek je hrazen z prostiedku verejného zdravotniho pojisténi. Dalsi informace o pripravku ziskate z platného Souhrnu Gdajl o pripravku Herceptin nebo na
adrese: Roche s.r.o., Futurama Business Park Bld F, Sokolovska 685/136f, 186 00 Praha 8, telefon 220 382 111. Podrobné informace o tomto pfipravku
jsou uverejnény na webovych stréankach Evropské Iékové agentury (EMA) www.ema.europa.eu.

Téhotenstvi: Pokud pacientka ot&hotni b&hem lé¢by pripravkem Herceptin nebo b&hem 7 mésicli po podani posledni davky, nahlaste prosim okamzité
té&hotenstvi na kontakt Roche pro hldgeni nezédoucich Gc¢inkl czech_republic.pa_susar@roche.com ¢&i na 602 298 181. V priibéhu téhotenstvi, pfi kterém
byl plod vystaven Gcinku Herceptinu a béhem prvniho roku Zivota kojence, budete pozadani o poskytnuti doplfiujicich
informaci. To umozni spolecnosti Roche lépe porozumét bezpecnostmmu profilu Herceptmu a poskytnout pfrislusné
informace regulacnim autoritdm (SUKL), zdravotnickym pracovnikiim a dal$im pacientdm.

Podrobné informace o tomto pripravku jsou uverejnény na webovych strankach Evropské Iékové agentury (EMA) trastuzumab p
www.ema.europa.eu.

Reference: 1. Souhrn Udajli o pripravku Herceptin (datum posledni revize textu 6.4.2018) Your partner for her future
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OPDIVO®
dava sanci vice pacientim
&

(nivolumab)

_ . .. ; B
" NOVE | OPDIVO - nové davkovaci schema " NOVE |

Davkovani 480 mg kazdé 4 tydny

E » o

minut
IV infuze

NEBO Davkovani 240 mg kazdé 2 tydny

Doporucené davky a doba trvani infuze
480 mg kazdé 4 tydny po dobu 60 minut

Doporucené davky a doba trvani infuze
240 mg kazdé 2 tydny po dobu 30 minut

Pouze pro vybrané indikace: Pro indikace:
Melanom Melanom
Renalni karcinom Renalni karcinom

Nemalobunécny karcinom plic
Klasicky Hodgkintv lymfom
Skvamézni karcinom hlavy a krku
Urotelialni karcinom

- /

W Tento lécivy pfipravek podiéha dalsimu sledovani.
ZKRACENA INFORMACE 0 PRIPRAVKU
Nazev pfipravku: OPDIVO 10 mg/ml koncentrat pro infuzni roztok.

Kvalitativni a kvantitativni sloZeni: Nivolumabum 10 mg v 1 ml koncentratu. Indikace:* Melanom: v monoterapii/kombinaci s ipilimumabem u pokrotilého (neresekovatelného nebo metastatického)
melanomu u dospélych. Nemalobunécny karcinom plic (NSCLC): monoterapie lokalné pokrocilého nebo metastatického NSCLC po pfedchozi chemoterapii u dospélych. Renalni karcinom (RCC):
monoterapie pokrocilého RCC po pfedchozi terapii u dospélych. Klasicky Hodgkinuav lymfom (cHL): monoterapie recidivujiciho nebo rezistentniho cHL po autologni transplantaci kmenovych bunék
(ASCT) a lécbé brentuximab vedotinem. Skvamazni karcinom hlavy a krku (SCCHN): monoterapie SCCHN progredujiciho pfi nebo po |écbé platinovymi derivaty u dospélych. Uratelialni karcinom (UC):
monoterapie lokalné pokrotilého neresekovatelného nebo metastazujictho UC u dospélych po selhani 1écby platinovymi derivaty. Davkovani:* Monoterapie: bud' 240 mg kazdé 2 tydny (vsechny
indikace) nebo 480 mg kazdé 4 tydny (pouze indikace melanom a renalni karcinom), kombinace s ipilimumabem: 1 mg/kg nivolumabu iv. infuzi (30 min) s ipilimumabem 3 mg/kg iv. infuzi (30 min)
kazdé 3 tydny u prvnich 4 davek, dale nivolumab iv. infuzi 240 mg kazdé 2 tydny (30 min) nebo 480 mg kazdé 4 tydny (60 min), prvni davka za 3 tydny (240 mg) resp. 6 tydnui (480 mg), a pak dale kazdé
2 tydny, resp. 4 tydny. Lécba pokracuje, dokud je pozorovan klinicky pfinos nebo dokud ji pacient snasi. Dal3i podrobnosti viz SPC. Zpisob pedani: * Pouze jaka iv. infuze (davka 240 mg v délce 30 min,
davka 480 mg v délce 60 min). Kontraindikace: Hypersenzitivita na lé¢ivou latku nebo na kteroukoli pomocnou Iatku. Zvlastni upozornéni:* Nivolumab je spojen s imunitné podminénymi nezadoucimi
aginky. Pacienti maji byt prabézné sledovani (min. do 5 mésict po posledni davce). Podle zavaznosti NU se nivolumab vysadi a podaji se kortikosteroidy. Po zlepseni se musi davka kortikosteroid(i
snizovat postupné po dobu min. 1mésice. V pfipadé zavaznych, opakuijicich se nebo jakychkoli Zivot ohrozujicich imunitné podminénych NU musi byt nivolumab trvale vysazen. U pacientu s vychozim
ECQG 2 2, s aktivnimi mozkovymi metastazami, o&nim melanomem, autoimunitnim onemocnénim, symptomatickym intersticialnim plicnim onemocnénim a u pacientd, kteffjiz uZivali systémova
imunosupresiva, je tfeba pfipravek pouZivat jen s opatrnosti. Interakce: Nivolumab je humanni monoklonalni protilatka, a nepfedpoklada se, Ze inhibice nebo indukce enzymu cytochromu P450 (CYP)
nebo jinych enzymu metabolizujicich léky sougasné podavanymi pfipravky bude mit dopad na jeho farmakokinetiku. Vzhledem k potencialni interferenci systémovych kortikosteroidt nebo jinych
imunosupresiv s farmakodynamikou nivolumabu je tieba se jejich podavani na potatku, pfed zahajenim Iécby, vyhnout. Lze je nicméné pouZit k Iécbé imunitné podminénych nezadoucich dcinku.
Téhotenstvi a kojeni: Nivolumab se nedoporucuje béhem téhotenstvi a fertilnim Zenam, které nepouZivaji G¢innou antikoncepci, pokud klinicky pfinos nepfevysuje moZzné riziko. Neni znamo, zda se
nivolumab vyluguje do matefského mléka. Nezadouci ucinky:* Velmi casté: neutropenie, Uinava, vyrazka, svédéni, prijem a nauzea, zvyseni AST, ALT, alkalické fosfatazy, lipazy, amylazy, kreatininu,
hyperglykemie, hypokalcémie, lymfopenie, leukopenie, trombocytopenie, anemie, hyperkalcemie, hyperkalemie, hypokalemie, hypomagnezemie, hyponatremie; u kombinace s ipilimumabem
i hypotyredza, bolest hlavy, dyspnoe, kalitida, zvraceni, bolest bficha, artralgie, horetka, hypoglykémie a zvyéeny celkovy bilirubin. Daléi podrobnosti k NU, zvIasté imunitné podminénym, viz SPC.
Pfedavkovani: Pacienti musi byt peclivé monitoravani s ohledem na pfiznaky nezadoucich ucinkl a zahajena vhodna symptomaticka lécba. Uchovavani: Uchovavejte v chladnicce (2 °C - 8 °C)
v plivodnim obalu, aby byl pfipravek chranén pfed svétlem. Chrarite pfed mrazem. Baleni: 4 ml nebo 10 ml koncentratu v 10ml injekéni lahvicce s uzavérem a tmavé modrym, resp. Sedym odklapécim
uzavérem. Velikost baleni: 1 injek&ni lahvicka. Drzitel rozhodnuti o registraci: Bristol-Myers Squibb EEIG, Bristol-Myers-Squibb House, Uxbridge Business Park, Sanderson Road, Uxbridge,
MiddlesexUB8 1DH, Velka Britanie. Registraéni €islo: EU/1/15/1014/001-002. Datum prvni registrace: 19. 6. 2015. Datum posledni revize textu: duben 2018.

\lydej léCivého pfipravku je vazan na Iékafsky predpis. Pfipravek je hrazen z vefejného zdravotniho pojisténi v indikaci pokrogily maligni melanom v monoterapii, pokrogily renalni karcinom a s Gginnosti
od 1. 4. 2018 také v indikaci skvamézni nemalobunéeny karcinom plic. Podrobné informace o tomto pfipravku jsou dostupné na adrese zastupce drZitele rozhodnuti o registraci v CR: Bristol-Myers
Squibb spol. s r.0., Budgjovicka 778/3, 140 00 Praha 4, www.b-ms.cz. Pfed pfedepsanim se seznamte s Gplnou informaci o pfipravku.

*V&imnéte si, prosim, zmén v Souhrnu tdajd o pfipravku.
Reference: 1. Opdivo® Souhrn (daju o pfipravku, duben 2018. A A

1506(Z1802536-01, datum schvaleni 7. 5. 2018. WZV Bristol-MyerS SqUIbb
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